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Kurzzusammenfassung

Gegenwirtig ist das Interesse und der Bedarf von Proteinbindern insbesondere in der Biotech-
nik und Pharmaforschung sehr grof3. Kombinatorische, Partikel-basierte (One-Bead-One-Com-
pound) Peptidbibliotheken sind dabei eine seit vielen Jahren etablierte Technik, um selektiv
bindende Proteine zu identifizieren. Allerdings beinhaltet das Screening dieser Peptidbiblio-
theken aufwendige Schritte, wie die manuelle Separation, Sequenzierung und Charakterisie-
rung von identifizierten Bindern. In dieser Arbeit wurde ein Chip-System entwickelt, auf dem
alle Schritte eines Screenings durchgefiihrt werden konnen. Dafiir wurde ein herkdmmlicher
Glasobjekttrager mit einem magnetisch leitenden, doppelseitigen Klebeband versehen. Die
Partikel der Bibliothek wurden durch ein Sieb aufgetragen. Dies flihrte zu einer geordneten
Immobilisierung der Partikel auf dem Chip. Uber 30.000 Partikel konnten so auf einem Chip

immobilisiert werden.

Das Auftreten von falsch-positiven Treffern ist eine der stdrksten Limitierungen von Partikel-
basierten Peptidbibliotheken. Das entwickelte Chip-Format erlaubt die wiederholte Regenera-
tion des Chips und eroffnet so die Mdoglichkeit von Kontrollscreenings. Bei diesen Kontroll-
screenings konnen falsch-positive Partikel zuvor ausgeschlossen und nur bindende Peptide

identifiziert werden.

Fiir die Identifizierung von selektiven Protein-bindenden Peptiden wird die immobilisierte
Peptidbibliothek mit einem Fluorophor-markierten Protein inkubiert, bindende Partikel mittels
Fluoreszenzscan identifiziert und die Peptidsequenz direkt auf dem Chip mittels Matrix-As-
sisted-Laser-Desorption/lonization-(MALDI)-Flugzeit-(TOF)-Massenspektroskopie (MS) be-
stimmt. Die Durchfiihrung einer Abbruchsequenz-Methode erlaubt die eindeutige Bestimmung
der Peptidsequenzen mit einer nahezu 100 % Genauigkeit. Fiir eine automatisierte Auswertung
wurde eine Software entwickelt, die eine Ubersetzung der Massenspektren in der entsprechen-
den Peptidsequenz zuldsst.

Die entwickelte Technologie wurde in einem FLAG-Peptid-Modell validiert. Bei dem Scree-
ning wurden neue anti-FLAG-Antikorper-bindende Peptide identifiziert. AnschlieBend wur-
den in einem Screening von ca. 30.000 Partikeln IgG-bindende Peptide mit mittleren mikro-
molaren Dissoziationskonstanten identifiziert. Fiir die Identifizierung stirkerer Binder wurde
eine magnetische Anreicherung entwickelt, die dem Chip-Screening vorgeschaltet werden
kann. Hiermit wurden aus ca. 1 Million gescreenter Partikel, Peptide mit Dissoziations-

konstanten im niedrigen mikromolaren Bereich identifiziert.
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Abstract

The screening of one-bead-one-compound (OBOC) libraries is a well-established technique
for the identification of protein-binding ligands. The demand for binders with high affinity and
specificity towards various targets has surged in the biomedical and pharmaceutical field in
recent years. The combinatoric peptide screening traditionally involves tedious steps such as
affinity selection, bead picking, sequencing and characterization. In this thesis, a high-through-
put “all-on-one chip” system is presented to avoid slow and technically complex bead picking
steps. Beads of a combinatorial peptide library are immobilized on a conventional glass slide
equipped with an electrically conductive tape. The beads are applied by using a precision sieve,

which allows the spatially ordered immobilization of more than 30,000 beads on one slide.

The occurrence of false-positive hits is one of the severest limitations of combinatorial librar-
ies. The novel and robust chip format presented in this thesis allows for repeated regeneration
of the chip surface by denaturation of bound proteins. This opens the possibility for multi-step

incubations and control scans, highly reducing the number of false-positive hits.

For the target screening, the immobilized library is subsequently incubated with a fluorophore-
labeled target protein. In a fluorescence scan followed by matrix-assisted laser desorption/ion-
ization (MALDI)-time of flight (TOF) mass spectrometry (MS), high-affinity binders are di-
rectly and unambiguously sequenced directly from the bead. The use of an optimized ladder
sequencing approach improved the accuracy of the de-novo sequencing step to 100 %. To es-
tablish an unbiased and high-throughput method for the evaluation of peptide truncation spec-
tra, a software tool was developed which allows for the automated processing of the spectra.
This provides a convenient method for the decoding of the sequences from the MALDI-TOF
MS.

This new technique was validated by employing a FLAG-based model system. In a first step,
new peptide binders for the M2 anti-FLAG monoclonal antibody were identified. Finally, this
system was utilized to screen for IgG-binding peptides. The screening of about 30.000 peptides
on one chip led to the identification of peptide binders in the mid micromolar range. A magnetic
enrichment technique was developed to increase the number of screened beads. By combining
the magnetic enrichment strategy with the chip system, 1 million beads were screened and 1gG-

binders in the low micromolar range were identified.
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Abkiirzungen
2,5-DHAP  2,5-Dihydroxyacetophenon
2,5-DHB 2,5-Dihydroxybenzoesdure

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure

Ak Antikorper

Aq. Aquivalent(e)

AS Aminoséure(n)

Boc tert-Butyloxycarbonyl

CHCA a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (a-Cyano-4-hydroxycinnamic-acid)
CID Kollisionsinduzierte Dissoziation (Collision-induced Dissociation)

COPAS Complex Object Parametric Analyzer and Sorter

DCM Dichlormethan

DMF N,N-Dimethylformamid

DNA Desoxyribonukleinsdure (Deoxyribonucleic Acid)

ECD Electron-Capture Dissociation

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)earbodiimid

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure (Ethylenediaminetetraacetic acid)

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ESI Elektrosprayionisation

ETD Electron Transfer Dissociation

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl

FPIA Fluoreszenzpolarisationsimmunoassays

GUI Graphische Oberflache (Graphical User Interface)

HCD Higher-energy Collisional Dissociation

HCTU 2-(6-Chlor-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium-
hexafluorophosphat

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure

HMBA 4-(Hydroxymethyl)benzoesdure (4-(Hydroxymethyl)benzoic acid)

IgG Immunglobulin G

ITC Isotherme Titrationskalorimetrie (Isothermal Titration Calorimetry)

ITO Indiumzinnoxid (Indium Tin Oxide)
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LNA
MALDI

MArS
MAS
MS
MS/MS
NHS
NMM
NMP
NMR
OBOC
PCR
PEG
PMT
PS
TIS

Locked Nucleic Acid

Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation
(Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation)
Microarray-Scanner

Maskless Array Synthesizer

Massenspektrometrie
Tandem-Massenspektrometrie
N-Hydroxysuccinimid

4-N-Methylmorpholin

N-Methyl-2-pyrrolidon

Kernspinresonanz (Nuclear Magnetic Resonance)
One-Bead-One-Compound
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)
Polyethylenglykol

Photomultiplierrohre (Photomultiplier Tube)
Polystyrol

Triisopropylsila

Die Abkiirzung der Aminosduren erfolgte nach dem von der IUPAC empfohlenen Ein- und

Dreibuchstaben-Code.[!]
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Einleitung

1 Einleitung

Durch eine stetig wachsende Weltbevolkerung und eine immer élter werdende Gesellschaft,
steht die Medizin vor immensen Herausforderungen. So miissen fiir immer komplexere Krank-
heitsbilder neue Losungen gefunden werden. Ziel der Pharmaforschung ist dabei, selektiv in
physiologische Prozesse eingreifen zu konnen. Traditionell wurden dazu kleine synthetische
Molekiile benutzt, sogenannte Small-Molecule Drugs. Diese Medikamente sind in der Regel
gut oral resorbierbar. Auf Grund ihrer relativ geringen Komplexitét besitzen sie allerdings hiu-
fig eine begrenzte Selektivitdt, wodurch unerwiinschte Nebenwirkungen auftreten konnen.
Eine Klasse von Molekiilen, die sehr spezifische Interaktionen eingehen kann, sind monoklo-
nale Antikorper. Diese sind komplexe Proteine und kdnnen gezielt fiir die Behandlung von
Krankheiten eingesetzt werden. Deshalb stehen Antikorper heutzutage im Fokus der Pharma-
forschung. 2018 waren 8 der 15 umsatzstirksten Medikamente monoklonale Antikérper.?! Der
Antikorper Adalimumab, welcher unter dem Handelsnamen Humira vertrieben wird, erzielte
dabei mit ca. 20 Mrd. USD den groBten Umsatz aller Medikamente weltweit.3] Dieser Anti-
korper wird hauptsédchlich fiir die Behandlung von Gelenkskrankheiten, wie rheumatoide Arth-
ritis eingesetzt.[]

Fiir die Selektion von pharmakologischen, monoklonalen Antikdrpern werden effiziente Hoch-
durchsatzmethoden zum Screenen einer immensen Anzahl unterschiedlicher Molekiile beno-
tigt. So wurde z. B. Adalimumab mit Hilfe von Phagen-Display identifiziert.l’] Das von SMITH
und WINTER entwickelte Phagen-Display,[% ist ein Screeningverfahren, das 2018 mit dem No-
belpreis fiir Chemie ausgezeichnet wurde. Beim Phagen-Display werden Viren verwendet, um
in einem kiinstlichen Evolutionsprozess Antikorper zu finden, die spezifische Wechselwirkun-
gen und Funktionen besitzen. Dies stellt einen Quantensprung in den Screeningverfahren dar,
da auf elegantem Wege rund 10'° unterschiedliche Molekiile hergestellt und auf ihre Interak-
tion zu einem Zielmolekiil hin untersucht werden konnen. In der Pressemitteilung der Nobel
Foundation stand, dass sich die Preistrdger die ,,Macht der Evolution zu Nutze gemacht ha-
ben“.[’l Entscheidender Nachteil ist allerdings, dass es sich bei dem Phagen-Display um ein
biologisches System handelt. So konnen z. B. bis auf wenige Ausnahmen nur natiirliche L-
Aminosduren verwendet werden und die Phagen miissen in Bakterien vermehrt werden, was
zu einem erheblichen Ampfikations-Bias fiihren kann.

Somit war der Wunsch groB3, eine vergleichbare Technik zu entwickeln, die auf einem aus-
schlieSlich chemischen Prinzip beruht. Vollsynthetische Antikorper sind allerdings praktisch

nicht herstellbar, da sie zu gro3 und komplex sind. Eine Alternative zu Antikorpern stellen



Einleitung

Peptide dar, die, wie Antikdrper, aus einer Abfolge von Aminosduren bestehen. Peptide sind
dabei aber wesentlich kleiner, wodurch sie einfach vollsynthetisch herzustellen sind. Vor allem
der Einsatz von nicht-proteinogenen Aminosiuren ist dabei ein entscheidender Vorteil gegen-
tiber dem Phagen-Display. Der Einsatz von D-Aminosduren ist besonders interessant fiir die
Pharmaforschung, da diese nicht in Proteinen vorkommen. Dementsprechend werden Peptide
mit D-Aminosduren von korpereigenen Enzymen in der Regel nicht erkannt und nicht vorzeitig
abgebaut, wodurch sie eine lingere Halbwertszeit im Korper aufweisen. [®]

Es existieren viele Screeningverfahren, bei denen Peptide einzeln synthetisiert werden und auf
eine Interaktion z. B. mit dem Protein hin untersucht werden. Der Anwender hat dabei die volle
synthetische Kontrolle und die Bedingungen des Assays konnen genau eingestellt werden. Die
Diversitét der Peptide ist dabei allerdings meist sehr beschrankt und kann bei Weitem nicht mit
der Komplexitit eines Phagen-Displays mithalten.

Synthetische, kombinatorische Peptidbibliotheken sind hierbei die perfekte Moglichkeit, um
zum einen die komplette Kontrolle iiber Synthese und Assaybedingungen zu haben und zum
anderen eine Vielzahl an Molekiilen herzustellen. Sie kann man als eine chemische Imitation
des biologischen Phagen-Displays ansehen. Die Herstellung solcher kombinatorischer Biblio-
theken erfolgt oft iiber die sogenannte Split-and-Mix-Synthese, welche 1991 von LAM et al.
veroffentlicht wurde.l”) Die Peptide werden dabei auf Partikeln synthetisiert, wobei durch ein
kombinatorisches Aufteilen und Vermischen wéhrend der Synthese Millionen bis Milliarden
unterschiedliche Peptide hergestellt werden. Jedes Partikel tragt dabei Millionen Kopien des
jeweiligen Peptids, weswegen diese Peptidbibliotheken One-Bead-One-Compound-(OBOC)-
Bibliothek genannt werden. Die Sequenz der Peptide ist nach der Synthese allerdings unbe-
kannt. Durch den Einsatz von OBOC-Bibliotheken in einem Screening konnen auf einfache
Weise bindende Peptide identifiziert werden. Der Bindungsassay wird dafiir direkt auf Poly-
merpartikeln durchgefiihrt, die auch zur Synthese verwendet werden. Grofte Schwachstelle
der Methode ist allerdings, dass im Screening identifizierte Partikel aufwendig manuell sepa-
riert werden miissen, um die Peptidsequenz bestimmen zu konnen. Eine Automatisierung des
Screenings war bisher nicht moglich. Aus diesem Grund ist der Technik der OBOC-Bibliothe-

ken nie den Sprung in die Pharmaforschung gelungen.[!?]
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2 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Hochdurchsatzmethode fiir das Screening von
OBOC-Bibliotheken. Die Screening-Technik sollte auf die Identifikation von Peptid-basierten
Proteinbindern spezialisiert sein. Proteine sind dabei Targets (Zielmolekiile), welche in der
Pharmaforschung eine besonders wichtige Rolle spielen.

Bei OBOC-Bibliotheken stellt insbesondere die aufwendige, manuelle Separation von Parti-
keln die groBte Limitierung dar. In dieser Arbeit soll eine Methode entwickelt werden, bei der
diese Separation der Partikel vermieden wird. Den vielversprechendsten Ansatz bieten dazu
Chip-basierte Systeme. Hierbei werden Polymerpartikel auf einem festen Tréger immobilisiert
und die Position von proteinbindenden Partikeln im Bindungsassay identifiziert. In der an-
schlieenden Sequenzierung wird mit Hilfe ortsaufgeloster Massenspektrometrie die Peptidse-
quenz direkt auf dem Chip bestimmt. Nachteil der existierenden Chip-Systeme ist, dass diese
sehr aufwendig hergestellt werden miissen und nur eine limitierte Anzahl an Partikeln gleich-
zeitig gescreent werden kann. Daher sollte ein Chip entwickelt werden, der einfach herzustel-
len ist und auf dem eine groBe Anzahl an Partikeln gleichzeitig gescreent werden kann. Um
eine Verkniipfung des Bindungsassays und der Peptidsequenzierung zu ermdéglichen, muss si-
chergestellt werden, dass die Partikel dauerhaft fixiert sind. Nur so kann gewihrleistet werden,
dass die im Assay als bindend identifizierten Partikel im Massenspektrometer zweifelsfrei wie-
dergefunden werden konnen.

Die Sequenzierung sollte dabei mit einem Matrix-unterstiitzten Laser-Desorption/lonisation
(MALDI)-Flugzeit-(TOF)-Massenspektrometer (MS) erfolgen. Dies bietet die Moglichkeit,
ortsaufgelost Massenspektren zu detektieren. Vor der MALDI-TOF-MS-Messung miissen die
Peptide in der Regel von den Partikeln abgespalten werden. Die Herausforderung ist es, die
Peptide riickstandsfrei abzuspalten, ohne dass sich dabei deren Position zu stark verdndert.
Eine Abspaltung in der fliissigen Phase kommt deshalb nicht in Frage.

Fiir die MALDI-TOF-MS-Messung muss zum einen eine geeignete MALDI-Matrix gefunden
werden und zum anderen eine Matrix-Auftragung entwickelt werden. Gerade die Aufiragung
der Matrix ist entscheidend, da auch hierbei die Position der Peptide erhalten bleiben muss.
Aus diesem Grund sind die tiblichen Auftragungsmethoden mit fliissigen Reagenzlosungen
ungeeignet.

Fiir die Peptidsequenzierung musste eine Methode entwickelt werden, die es erlaubt, Peptidse-
quenzen zuverldssig und eindeutig zu bestimmen. Dazu sollte zu Beginn die klassische Frag-

mentierung mittels Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) durchgefiihrt werden. Fiir die
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Fragmentierung standen allerdings nur sehr geringe Mengen an Peptid zur Verfliigung, weshalb
ungewiss war, ob die Anzahl detektierter Fragmente im MS/MS-Spektren ausreichte, um eine
Sequenzbestimmung durchzufiihren. Sollte dies nicht der Fall sein, miisste der Einsatz von

Kodierungsmethoden untersucht werden.

Die Entwicklung der Hochdurchsatzmethode sollte an einem etablierten FLAG-Peptid-Modell
geschehen. Dieses basiert auf der viel untersuchten Wechselwirkung zwischen dem FLAG-
Peptid und dem anti-FLAG-Antikérper M2 und kann dabei exemplarisch als eine starke Pep-
tid-Protein-Interaktion gesehen werden. Am Modellsystem sollte nachgewiesen werden, dass

ein proteinbindendes Peptid zweifelsfrei aus einer OBOC-Bibliothek identifiziert werden kann.

Konnte eine Hochdurchsatzmethode erfolgreich am Modellsystem getestet werden, sollte im
nichsten Schritt eine Ubertragung auf eine reale OBOC-Bibliothek erfolgen. Hierbei sollten
Peptide identifiziert werden, die an Maus-IgG binden. Fiir die erhaltenen Peptide sollten Dis-
soziationskonstanten bestimmt werden. Dadurch kann gezeigt werden, ob erfolgreich affine

Binder aus einer OBOC-Bibliothek gewonnen werden konnten.
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3 Theoretische Grundlagen
3.1 Peptide in der klinischen Forschung

Die pharmazeutische Industrie begann mit der biotechnologischen Herstellung der ersten the-
rapeutischen Proteine in den 1980iger Jahren. Mittlerweile sind mehr als 200 therapeutische
Proteine auf dem Markt zugelassen, wobei ca. 25 % monoklonale Antikdrper sind. Im Jahr
2018 waren unter den 15 meistverkauften Medikamenten zehn Proteine (acht davon monoklo-
nale Antikorper), mit einem steigenden Trend fiir die nichsten Jahre.[?] Proteine werden re-
kombinant hergestellt, wobei die kleineren aus Bakterien-Kulturen gewonnen werden.[!!]
Grofle Proteine, welche posttranslational vielfdltig modifiziert werden miissen, werden fast
ausschlieBlich mit Hilfe anspruchsvoller Sdugetier-Zellkulturen hergestellt.l'?! Die Technolo-
gie ist iber die letzten Jahre jedoch soweit fortgeschritten, dass mittlerweile Batch-Grof3en von
50 - 100 kg hergestellt werden konnen.['3] Nichtsdestotrotz muss bei der Herstellung von Pro-
teinen eine strenge Qualitdtskontrolle vorgenommen werden, da biologische Systeme mitunter
starken Schwankungen unterliegen.

Peptide stellen bei den biologischen Pharmazeutika eine einzigartige Klasse dar. Sie stehen
zwischen den kleinen synthetischen Molekiilen und (rekombinant) hergestellten Proteinen. Das
erste therapeutische Peptid, Insulin, wurde bereits in den 1920igern zugelassen.!'#! Die in der
ersten Hilfte des zwanzigsten Jahrhunderts als Therapeutika verwendeten Peptide wurden aus
natiirlichen Quellen gewonnen. So wurde Insulin aus dem Pankreasgewebe von Kélbern extra-
hiert. Wiahrend der zweiten Hilfte des zwanzigsten Jahrhunderts wurde die Herstellung von
Peptiden weiterentwickelt, wodurch vollsynthetische Peptide an Bedeutung gewannen. Hier ist
vor allem die von MERRIFIELD 1963 verdffentlichte Festphasenpeptidsynthese (solid phase
peptide synthesis, SPPS) zu nennen, welche eine entscheidende Weiterentwicklung in der Her-
stellung von Peptiden darstellt und mit einem Nobelpreis ausgezeichnet wurde.[!”]

Die Verwendung von Peptiden als Therapeutika hat im Vergleich zur Nutzung kleiner Mole-
kiile allerdings auch entscheidende Nachteile. So ist die Halbwertszeit im Plasma relativ ge-
ring, da diverse Enzyme (sog. Peptidasen) zu einem schnellen Abbau der Peptide fithren. Des
Weiteren sind Peptide schwer bis nicht oral verfiigbar. Praparate auf Peptid-Basis miissen so-
mit als Injektion verabreicht werden. Aus diesem Grund wird versucht, kleine, synthetische
Molekiile zu finden, welche alternativ an Peptidrezeptoren binden. Gerade mit modernen
Hochdurchsatz-Screenings ist dies wesentlich einfacher geworden. Obwohl kleine Molekiile

besser oral verfiigbar sind und lingere Halbwertszeiten im Blut besitzen, weisen sie mitunter
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eine schwichere Interaktion mit den Rezeptoren auf und konnen unspezifisch wechselwir-
ken.l'1 Da die Wechselwirkung von Peptiden mit Proteinen oft sehr komplex ist, konnen diese

mit kleinen Molekiilen nur schwer nachgestellt werden.

Aus diesem Grund riicken Peptide heutzutage immer mehr in den Fokus der Medikamenten-
entwicklung. Neue Synthesestrategien erlauben eine spezifische Beeinflussung der pharmako-
kinetischen Eigenschaften und der Wirkungsspezifitit. Hierbei konnen zum Beispiel das Pep-
tidriickgrat modifiziert, unnatiirliche Aminoséuren eingebaut oder Konjugationen vorgenom-
men werden. Dadurch werden die Halbwertzeit und Loslichkeit der Peptide wesentlich verbes-
sert, wodurch die Haufigkeit an Injektionen verringert wird. So waren im Jahr 2018 60 Peptide
in den USA, Europa und Japan als Medikamente zugelassen. Weitere 150 befinden sich zurzeit

in der klinischen Entwicklung und 260 werden in klinischen Studien mit Menschen getestet.[!6]

Die meisten Peptid-basierten Wirkstoffe sind aus historischen Griinden gegen extrazellulédre
Hormonrezeptoren gerichtet (da Peptide die natiirlichen Binder dafiir sind). Allerdings wurden
ebenfalls Peptide als Medikamente zugelassen, die zum Beispiel Protein-Protein-Interaktionen
unterbrechen!!'”l, Tyrosin-Kinasen adressieren!'® oder intrazellulire Prozesse blockieren.!'’]
Ausschlaggebend fiir diese Entwicklung sind die groBen Fortschritte bei den Peptidbiblio-
thektechniken in den letzten Jahren. Dabei hat vor allem das Phagen-Display zu der Entde-
ckung von neuen Peptid-basierten Wirkstoffen gefiihrt. Phagen-Displays haben allerdings vie-
lerlei Nachteile, da Viren verwendet werden, welche immer einen gewissen Grad an Unsicher-
heit mit sich bringen. Aus diesem Grund investieren Firmen wie Roche viel Geld und Zeit, um

vollsynthetische Peptidbibliotheken zu entwickeln.!?!

3.2 Antikorperbindende Peptide

Proteine spielen eine zentrale Rolle in der modernen Pharmaforschung und -entwicklung. The-
rapeutische Proteine miissen rekombinant in Zellkulturen hergestellt werden. Da Zellen neben
dem gewiinschten Protein eine Vielzahl anderer Substanzen herstellen, miissen aufwendige
Reinigungsstrategien angewendet werden, um ein reines Produkt zu erhalten. In der Regel
muss fiir jedes Protein ein eigenes Verfahren entwickelt werden, da sie sich in GroBe, Funktion

und Eigenschaften stark unterscheiden.
Die Ausnahme bilden monoklonale Antikorper, da ihre grundlegende Struktur sehr dhnlich ist.

Aus diesem Grund konnen sie standardmaBig iiber eine Anreicherung mittels selektiv binden-

der Proteine oder Peptide gewonnen werden.
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Die bekanntesten Proteine sind hierbei Protein A?!1 und GI?2). Wihrend Protein A vor allem
an humanes Immunoglobulin G (IgG) bindet, bindet Protein G sowohl an humanes IgG als
auch an IgG aus der Maus.[?*) Neben weiteren natiirlichen IgG-bindenden Proteinen (z. B. Pro-
tein L) existieren einige kiinstliche Proteine. So zeigt z. B. die Z-Domaine (33 AS) des Proteins
A vergleichbare Affinititen zu humanem IgG.[?*l Des Weiteren existieren verschiedene Fusi-
onsproteine (Protein LG?%), LAI?61 und LGI?31) der natiirlichen Formen.

Obwohl Protein A und G oft bei der Aufreinigung von Antikérpern zum Einsatz kommen,
treten dabei unterschiedliche Probleme auf:l?’! Da die Antikorper meist sauer eluiert werden,
kann es zu einer Agglomeration oder partiellen Denaturierung der Antikérper kommen. Ein
weiteres Problem ist, dass die Proteine (A oder G) bei der Elution ,,leaken* kénnen und so der
(z. B. therapeutische) Antikorper kontaminiert wird. Zudem ist die rekombinante Herstellung

von Proteinen nach wie vor vergleichsweise teuer.[?8]

Aus diesen Griinden wurde in den vergangenen Jahren daran geforscht, Peptide zu identifizie-
ren, die Antikorper selektiv binden. Dazu wurden unterschiedliche Herangehensweisen ver-
wendet. Eine Strategie war z. B. das Peptid zu identifizieren, welches dem Bindungsmotiv des
Protein A entspricht.?) In einer Studie wurde dazu eine Peptidbibliothek mit insgesamt 2173
unterschiedlichen Peptiden erstellt. Beim Screening gegen humanes 1gG wurde ein Peptid
(FYCHWALE) mit einer Dissoziationskonstante (Kp) von 6 uM gefunden. Diese Affinitdt zu
IgG ist ungefihr um zwei GroBenordnungen geringer als die von Protein A (Kp = 14 nM[301),

Ki1sH et al. haben fiir die Identifikation von [gG-Bindern eine kombinatorische OBOC-Biblio-
thek verwendet.3!! Nach einem dreistufigen Screening konnten sie ein Peptid (HWRGV) fin-
den (Kp = 10 uM), mit dem IgG aus einem Zellmedium erfolgreich extrahiert werden konnte.

Allerdings zeigte das Peptid im Bindungsassay keine Kompetition mit Protein A oder G.3%]

DELANO et al. haben fiir die Identifizierung eines IgG-Binders eine komplett randomisierte
Peptidbibliothek (Phagen-Display) verwendet, die insgesamt 4 - 10° Peptide enthielt.’*) In der
Bibliothek wurden zyklische Peptide mit einer Lange von 13 Aminosduren auf der Oberflache
der Phagen présentiert. Beim Screening wurde das Peptid DCAWHLGELVWCT gefunden,
welches in einem kompetitiven Assay mit Protein A eine Dissoziationskonstante von 25 nM
aufwies. Diese Dissoziationskonstante ist nur um die Hélfte hoher als die von Protein A und

somit die niedrigste, die bisher fiir ein [gG-bindendes Peptid verdffentlicht wurde.[*3]

Sehr hohe Bindungsaffinititen sind bei der Affinitdtschromatographie allerdings nicht notwen-
dig. Wie bereits oben erwdhnt, miissen Antikorper nach der Anreicherung wieder von der fes-
ten Phase eluiert werden. Um dies fiir den Antikorper so mild wie moglich zu gestalten, sind

Peptide mit geringeren Affinitéiten besser geeignet als diejenigen mit hohen Affinitéiten.?®)
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3.3 Phagen-Display

Eine der am hiufigsten verwendeten Methoden zur Identifizierung von Peptid-basierten Pro-
teinbindern ist das erstmals 1985 verdffentlichte Phagen-Display.[®! Dieses basiert darauf, dass
Bakteriophagen (Bakterienviren) mehrere Kopien eines Peptides auf der Oberfldche tragen.
Binden diese Peptide an ein Zielmolekiil, wird der Phage isoliert und vervielfiltigt. Abschlie-
end wird die Peptidsequenz liber die DNA des Phagen decodiert.

Dabei werden am hdufigsten M 13 Bakteriophagen (siehe Abbildung 1) verwendet. Au3erdem
werden T4 und T7 Phagen genutzt.’* Vorteilhaft ist, dass der M13 Phage gute Reproduktions-
eigenschaften hat und viel Fremd-DNA aufnehmen kann. Die Fremd-DNA wird in Form von
modifizierten Plasmiden in die Phagen eingeschleust. Fiir das Phagen-Display werden haupt-
sdchlich zwei Oberfldchenproteine genutzt: pIIl und pVIII. Von dem Protein plll befinden sich
drei bis fiinf Kopien auf der Oberfldche, von pVIII insgesamt ca. 2700.15] Somit ist es im
Prinzip moglich, hochaffine Binder mit der niedrigeren Anzahl an pIII und liberwiegend nied-

rigaffine Binder mit der relativ hohen Anzahl an pVIII zu identifizieren.

modifiziertes pIII-Gen  peptid-Einschub

pIII-Protein

M13 - Plasmid

pVIII-Protein

Abbildung 1: Darstellung eines M13 Phagen, bei dem das Gen fiir das Protein plll modifiziert
wurde.

Fiir die Durchfiihrung eines Phagen-Displays existieren zwei unterschiedliche Formate: Das
Ein-Gen-System und das Zwei-Gen-System.[>] Beim Ein-Gen-System sind alle Kopien der
Plasmid-DNA und des damit verbundenen Oberflachenproteins modifiziert. Dieses System ist
zwar einfacher in der Durchfiihrung, die Verdnderung der Oberflachenproteine kann allerdings
die natiirlichen Eigenschaften des Phagen stark negativ beeinflussen.l3’! Aus diesem Grund hat
sich das Zwei-Gen-System als Alternative etabliert.1’® Hierbei werden entweder unmodifizierte
Phagen als Helfer-Phagen eingesetzt oder Wildtyp-Plasmide mit modifizierten Plasmiden in
einem Phagen kombiniert. Im ersten Fall unterstiitzen die natiirlichen Phagen die Infektion der
Bakterien. Im zweiten Fall ist die natiirliche Form des Phagen weniger beeinflusst, da geringere

Mengen an modifiziertem Protein exprimiert werden. Daraus folgt zusitzlich, dass im Falle
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der Verwendung des Proteins plII nur ein bis zwei verdnderte Proteine exprimiert werden und

nahezu monovalente Bindungssituationen auf der Oberflache des Phagen entstehen.

Die DNA, welche die randomisierten Peptide fiir die Bibliothek codiert, wird mittels der Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR) generiert. Unter Verwendung geeigneter Restriktionsenzyme
wird diese DNA 1n die entsprechenden Gene des Phagenplasmids ligiert. Nach der Ligation
wird die DNA {iber Elektroporation in geeignete Bakterienzellen (z. B. E. coli) geschleust.
Nachdem die Bakterien gewachsen und die Phagen entstanden sind, muss die Komplexitt je-
der Bibliothek durch die Sequenzierung einzelner Phagen analysiert werden. Dabei sollten alle
Aminosduren in der Bibliothek vorhanden sein und deren Verteilung der Anzahl an mdglichen

DNA-Codons entsprechen.

Es ist prinzipiell moglich, neben linearen (relativ unstrukturierten) Peptiden auch zyklische
(starre) Peptide auf der Oberfliche von Phagen zu prisentieren.l** Diese zyklischen Peptidbib-
liotheken werden klassischerweise durch die Einfliihrung zweier oder mehrerer Cysteine er-
stellt. Die im Peptid enthaltenen Cysteine werden bei der Bildung des Phagen spontan durch
Oxidation zu Disulfidbriicken verbunden. Tendenziell weisen zyklische Bibliotheken auf
Grund der starren Struktur der Peptide iiblicherweise niedrigere Dissoziationskonstanten
auf.*%! Dies kann durch den geringeren Verlust der Konformationsentropie erkliart werden. Zu-
satzlich weisen zyklische Peptide eine hohere Stabilitdt gegen Proteolyse und eine hohere bio-

logische Aktivitit im Vergleich zu linearen Peptiden auf.[*!]

Die Identifikation von affinen Bindern erfolgt typischerweise in einem Screening, welches aus
der iterativen Wiederholung von Selektion bindender Phagen und deren Amplifikation in Bak-
terien besteht. Dieser Prozess wird Biopanning genannt (siehe Abbildung 2) und imitiert in
gewisser Weise die Funktion des Immunsystems. Fiir den Selektionsschritt wird das Target
meist auf einer Oberfldche immobilisiert, sodass nichtbindende Phagen im ersten Schritt weg-
gewaschen und bindende Phagen im zweiten Schritt eluiert und anschlieBend amplifiziert wer-
den. Der Prozess der Selektion und Amplifikation wird typischer 3-5 Mal wiederholt, um die
Anreicherung hochaffiner Binder zu garantieren. Es ist ebenfalls moglich, direkt gegen Zellen

(z. B. Krebszellenl*]) oder sogar in vivol®, also in einem lebenden Tier, zu screenen.
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hagen-Bibliothek Inkubation mit Target
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Abbildung 2: Ablauf der Identifikation eines hochaffinen Binders gegen ein immobilisiertes
Target (Biopanning).

Das Phagen-Display ist die mit Abstand meistgenutzte biologische Peptidbibliothek. Zusitz-
lich existieren noch viele weitere, aber weniger verbreitete Technologien, wie zum Beispiel

das Hefe-Display oder das Ribosomen-Display.

Hefe-Display

Beim Hefe-Display wird, vergleichbar zum Phagen-Display, in die DNA der Hefezellen eine
randomisierte Sequenz eingeschleust und die entsprechenden Peptide auf der Oberflache der
Hefezellen prisentiert.[*l AnschlieBend wird ein Target, welches mit Fluoreszenzfarbstoff
markiert wurde, zu den Hefezellen gegeben. Danach erfolgt die Identifizierung und Sortierung
positiver Zellen in einem Durchflusszytometer (sog. Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung,
FACS). Vorteil hierbei ist die direkt gemessene Fluoreszenzintensitit auf der Oberflache der
Zellen und die daraus resultierende quantitative Aussage iliber die Bindung des Peptids zum

Target.

Ribosomen-Display
Das Ribosomen-Display kann im Gegensatz zu den bisher vorgestellten Methoden zellfrei

durchgefiihrt werden.[*3] Eine Bibliothek von mRNA-Molekiilen wird von Ribosomen in Pep-
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tide transkribiert, wobei der mRNA ein Stop-Condon fehlt. Dadurch wird der Translations-
komplex nicht aufgelost und es entsteht ein Komplex aus Peptid, mRNA und Ribosom (PRM-
Komplex). Das Peptid befindet sich hierbei an der AuBlenseite des Ribosoms und kann gegen
ein immobilisiertes Target gescreent werden. Bindende PRM-Komplexe werden isoliert und

iiber die mRNA-Sequenz die Peptidsequenz identifiziert.

Biologische Bibliotheken ermdglichen es, eine bisher uniibertroffene Menge an Peptiden zu
screenen, wobei allerdings einige entscheidende Limitierungen existieren. So konnen mit den
Standardverfahren nur Peptide gescreent werden, die aus L-Aminosduren bestehen. Da diese
Peptide von natiirlich vorkommenden Proteasen im Korper schnell verdaut werden, sind die
identifizierten Peptide als Medikament oft unbrauchbar. Das sogenannte Mirror-image Phage
Display erlaubt zwar proteinbindende Peptide, bestehend aus D-Aminoséduren, zu identifizie-
ren.[46] Allerdings muss hierzu das gespiegelte Protein aus D-Aminosiuren kiinstlich hergestellt
werden. Die Herstellung von Proteinen aus D-Aminoséduren ist ausgesprochen teuer und auf-
wendig. Somit ist die Anwendung des Mirror-Image Phage Displays sehr exotisch und findet
selten Anwendung. Des Weiteren werden beim Phagen Display Bakterien zum Vermehren der
Phagen verwendet, weshalb nur proteinogene Aminoséduren eingesetzt werden und dadurch der
chemische Raum relativ begrenzt ist. Eine weitere entscheidende Limitierung ist, dass beim
Screening von Phagen-Displays hiufig Binder gegen verwendete Kunststoffe und nicht gegen
das Target identifiziert werden.[*”] Aus diesen Griinden bieten rein synthetische Peptidbiblio-
theken eine geeignete Alternative, bei welcher der Anwender vollkommende synthesechemi-

sche Freiheit genief3t.

3.4 Synthetische Peptidbibliotheken
3.4.1 Multi-Pin-Technologie

Der Grundstein fiir synthetische Bibliotheken wurde Mitte der 1980er Jahren mit der Multi-
Pin-Technologie (siche Abbildung 3 A) gelegt.[*8] Dabei werden die Peptide an der Spitze des
sogenannten Pins synthetisiert. Die Pins konnen z. B. aus Polyethylen bestehen und die Peptide
werden tiber einen Linker kovalent an die Oberfldache synthetisiert. Diese 96 Pins sind im For-
mat einer Mikrotiterplatte angeordnet. Die Reagenzien fiir die Peptidsynthese konnen dement-

sprechend in Kavititen einer Mikrotiterplatte vorgelegt werden und die Pins flir jeden Reakti-
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onsschritt in diese Kavitdten eintauchen. In jeder Kavitit kann eine andere Aminosiure gekop-
pelt werden, wodurch 96 Peptide parallel synthetisiert werden konnen. Das Screening findet
anschlieBend mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) an der Oberfldche des Pins
statt. Da bekannt ist, an welchem Pin welches Peptid synthetisiert wurde, ist die Identifizierung
der bindenden Peptidsequenz eindeutig. Unter der Verwendung von spaltbaren Linkern konnen
auch Assays in der Losung durchgefiihrt werden.[*] Da durch diese Technologie nur eine ge-
ringe Anzahl an unterschiedlichen Peptiden hergestellt werden kann, wird sie vor allem beim

Epitop-Mapping fiir T- und B-Zellen angewendet.!*®]

3.4.2 Tea-Bag-Technologie

Eine weitere Methode zur Erstellung von Peptidbibliotheken, die ebenfalls seit den 80iger Jah-
ren bekannt ist, ist die Tea-Bag-Technologie (siche Abbildung 3 B).5% Hierzu werden Beutel
aus z. B. Polypropylen mit einem Polymerharz gefiillt. Die Beutel werden anschlieBend auf
unterschiedliche Reaktionsgefifle aufgeteilt, in denen jeweils eine unterschiedliche Amino-
sdure gekoppelt wird. Danach werden die Beutel wieder vereint, gewaschen und die temporire
Schutzgruppe abgespalten. Dieser Vorgang wird wiederholt bis die gewlinschte Lange der Pep-
tide erreicht ist. Aufjedem Beutel wird wéhrend der Aminoséurekopplung die jeweilige Ami-
nosiure kodiert (z. B. mittels Radio-Tag[*!'l). Die einzelnen Kopplungsschritte konnen dem je-
weiligen Beutel zugeordnet werden, sodass bekannt ist in welchem Beutel, welches Peptid
synthetisiert wurde. Somit lassen sich grolere Mengen an Peptiden parallel herstellen. Diese
Methode erlaubt es Peptide in einer vergleichsweise grolen Menge herzustellen, um eine an-
schliefende Aufreinigung und Charakterisierung durchzufiihren. Da die Beutel allerdings ver-
gleichsweise grof} sind, ist die Menge der Peptide die gleichzeitig hergestellt werden kénnen
limitiert. So werden iiblicherweise Bibliotheken mit bis zu 300 unterschiedlichen Peptiden her-

gestellt.[>?]

3.4.3 Photolithographie

Anfang der 90iger Jahre wurden die ersten Microarray-basierten Peptidbibliotheken verdffent-
licht. So gelang es FODOR et al. ein Peptid-Microarray (1024 Peptide) mit Hilfe von Photo-
lithographie (siehe Abbildung 3 C) herzustellen.>*] Bei der Photolithographie werden die tem-

pordren Schutzgruppen der Aminosduren mit Hilfe von Licht abgespalten. Um sicherzustellen,
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dass die Schutzgruppen nur an bestimmten Stellen (Spot) abgespalten werden, kommen Mas-
ken zum Einsatz. Nach der Abspaltung werden die Aminoséduren nur an die Spots gekoppelt,
an denen die temporére Schutzgruppe abgespalten wurde. Durch den Einsatz unterschiedlicher
Masken wird an jeder Position des Microarrays ein unterschiedliches Peptid hergestellt. Die
Sequenz jeden Peptids ist dabei bekannt. So kann beim Screening iiber die Position das bin-

dende Peptid identifiziert werden.

Diese Technologie hat sich iiber die letzten knapp 30 Jahre kontinuierlich stark verbessert. So
werden mittlerweile kaum noch Masken eingesetzt, sondern komplexe Linsen- und Spiegel-
systeme. Diese Technologie wurde urspriinglich fiir die parallele Synthese von Oligonukleoti-
den entwickelt,>* findet aber mittlerweile auch in der Herstellung von Peptid-Microarrays An-
wendung.> Der sogenannten Maskless Array Synthesizer (MAS) ermoglicht es, mehrere Mil-
lionen Peptide auf einem Array zu synthetisieren. So konnte gezeigt werden, dass mit dem
MAS ein Microarray mit ca. 2,5 Millionen unterschiedlichen Peptiden hergestellt und auf die
Wechselwirkung zu dem Protein Streptavidin hin untersucht werden kann.?) Da diese Studie
in Zusammenarbeit mit der Firma Roche durchgefiihrt wurde, ist davon auszugehen, dass diese
Technologie bereits Einsatz in der Pharmaforschung findet. Die Identifizierung der Peptide ist
dabei sehr einfach, da diese ebenfalls tliber die Position auf dem Microarray erfolgt. Nachteil
dieser Technologie ist allerdings die aufwendige und teure Herstellung dieser Arrays. Des Wei-
teren wird der Erfolg der Peptidsynthese der einzelnen Peptide nicht gesondert liberpriift. So
konnen Fehlkopplungen oder Abbruchsequenzen zu falschen Ergebnissen beim Screening flih-

ren.

3.4.4 SPOT-Synthese

Eine weitere Methode zur Herstellung rdumlich adressierbarer Peptidbibliotheken ist die
SPOT-Synthese.’®) Die Peptidbibliothek wird dabei auf einer Cellulosemembran synthetisiert,
welche mit einem Aminolinker funktionalisiert ist. Die Aminosdureldsungen mit den Kopp-
lungsreagenzien werden in voneinander getrennten Spots auf die Membran gegeben und kon-
nen dort mit dem Aminlinker reagieren. Zum Waschen und Entschiitzen wird die Cellulose-
membran in die entsprechenden Losungen getaucht. Durch Wiederholung dieser Schritte ent-
stehen auf der Membran voneinander getrennte Spots, welche jeweils einem Peptid zugeordnet
werden konnen. Das Screening kann entweder direkt auf der Membran oder, nach Abspaltung
der Peptide, in fliissiger Phase stattfinden. Uber die Jahre wurde die SPOT-Synthese auf

Membranen aus unterschiedlichen Materialien durchgefiihrt®7->81. Gerite fiir die automatische
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SPOT-Synthese sind kommerziell erhéltlich (z. B. der Auto-SPOT Robot ASP222 von Intavis
Bioanalytical Instruments aus Koln). Diese Methode bietet eine einfache und kostengiinstige
Methode fiir die Herstellung von Peptidbibliotheken. Nachteile hingegen sind einerseits die
relativ geringe Dichte (ca. 25 Spots/cm?) an unterschiedlichen Peptiden (Spots) auf der Ober-
fliche der Membran und andererseits die daraus resultierende geringe Anzahl an unterschied-

lichen Peptidsequenzen.
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A.) Multi-Pin-Technologie B.) Tea-Bag-Technologie
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Abbildung 3: Ubersicht iiber Methoden zur parallelen Peptidsynthese A.) Multi-Pin-Techno-
logie, B.) Tea-Bag-Technologie und C.) Photolithographie (gezeigt zum einen im klassischen
Ansatz unter Verwendung einer Maske und zum anderen das Prinzip des Maskless Array Syn-

thesizer (MAS)).
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3.5 One-Bead-One-Compound-Bibliotheken

Bei One-Bead-One-Compound (OBOC)-Bibliotheken handelt es sich prinzipiell auch um syn-
thetische Peptidbibliotheken. Diese werden mit Hilfe der SPPS iiber eine Split-and-Mix-Syn-
these auf Partikeln hergestellt. Dadurch ist es moglich, viele Millionen bis Milliarden unter-
schiedliche Peptide schnell und einfach zu synthetisieren, wobei auf jedem Partikel Millionen
Kopien genau eines Peptids vorliegen. Das nachfolgende Screening gegen ein bestimmtes Ta-
get findet direkt auf den Partikeln statt. Die Peptidsequenz auf jedem Partikel ist jedoch unbe-

kannt, wodurch eine anschlieBende Sequenzierung der positiven Peptide notwendig ist.

3.5.1 Split-and-Mix-Synthese

1991 wurde von LAM et al. das erste Mal eine Festphasen-basierte OBOC-Bibliothek mit an-
schlieBendem Screening eingefiihrt.[’] Etwa zur gleichen Zeit (14 Tage nach LAM) hat FURKA
et al. ebenfalls eine Synthese einer OBOC-Bibliothek mittels Split-and-Mix-Synthese verof-
fentlicht.’®) Da FURKA allerding nur die Synthese ohne ein anschlieBendes Screening verof-

fentlicht hat, gilt LAM als Erfinder OBOC-Bibliotheken.

Bei der Split-and-Mix-Synthese wird eine sehr groBe Anzahl an kombinatorisch zusammenge-
setzten Peptiden erzeugt. Grundlegend basiert diese Technik auf zwei hintereinander ausge-
fithrten Schritten: Aufteilen (Sp/it), gefolgt vom Vermischen (Mix) der Ansétze. Als feste Phase
dienen dabei meist Polymerpartikel.

Die Wahl der festen Phase spielt flir OBOC-Bibliotheken eine entscheidende Rolle. So muss
diese nicht nur den Anforderungen der Peptidsynthese gentligen, sondern auch als Grundlage
fiir das nachfolgende Screening dienen. Bei der Entwicklung von Peptidbibliotheken zur Iden-
tifizierung selektiver Proteinbinder konnen z. B. keine Polystyrolpartikel eingesetzt werden.
Diese wiirden auf Grund der hydrophoben Oberfliche selbst mit dem Protein stark wechsel-
wirken. Dadurch kdnnte eine selektive Wechselwirkung der partikelgebundenen Peptide mit
dem Protein nur schwer detektiert werden. Aus diesem Grund werden oft Hybridpartikel aus
Polystyrol und Polyethylenglycol (PEG) eingesetzt. TentaGel-Partikel sind z. B. solche Hyb-
ridpartikel, die, bedingt durch ihre PEG-Hiille, kaum mit Proteinen interagieren.[®¥] Als Alter-
native konnen auch Partikel eingesetzt werden, die vollkommen aus quervernetztem PEG be-

stehen und unter dem Namen ChemMatrix bekannt sind.[¢!!
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Die Partikel werden im ersten Schritt auf verschiedene Reaktionskammern aufgeteilt (siche
Abbildung 4). Pro Reaktionskammer wird dabei eine Aminoséure gekoppelt. Nach der Kopp-
lung werden die Partikel aus allen Reaktionskammern zusammengegeben und durchmischt.
AnschlieSend werden die temporédren Schutzgruppen (z. B. Boc, Fmoc) von den Aminoséuren
abgespalten und die Partikel ausgiebig gewaschen. Im nachfolgenden Schritt werden die Par-
tikel erneut auf mehrere Reaktionskammern aufgeteilt und eine weitere Aminosédure gekoppelt.
Durch die Wiederholung dieser Schritte wird somit eine Peptidbibliothek aufgebaut, die aus
zufillig zusammengestellten Peptiden besteht. Die Anzahl der theoretisch generierten Peptide
ist dabei zum einen von den eingesetzten Aminosduren pro Kopplungsschritt und zum anderen
von der Anzahl der hintereinander gekoppelten Aminosduren abhidngig. Als Beispiel ergibt
sich fiir ein Heptapeptid, bei dem 20 Aminosduren pro Kopplungsschritt eingesetzt wurden,

eine theoretische Anzahl von 207 (1.280.000.000) moglichen Peptiden.
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der Aminosauren Schutzgruppen  der Aminosauren Schutzgruppen

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Split-and-Mix-Technik.

3.5.2 Screening von OBOC-Bibliotheken

Eine sehr groBe Anzahl an unterschiedlichen festphasengebundenen Peptiden kann nach der
Synthese auf das Bindungsvermogen zu einem Target hin untersucht werden. Dies findet in
einem Bindungsassay direkt auf der Oberfliche der Partikel statt. So hat LAM in seiner ur-
sprilnglichen Veroffentlichung Peptid-basierte Liganden fiir Streptavidin und anti-B-Endor-

phin-Antikérper in einem Screening identifiziert.[”) Die Bindung des Proteins an einen Partikel
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wurde mittels einer Enzymmarkierung am Protein und der dadurch ausgeldsten enzymatischen

Farbreaktion nachgewiesen.

Als Markierung fiir Proteine konnen alternativ auch Radioisotope verwendet werden.[®?] Diese
Technik wird heutzutage allerdings auf Grund der einhergehenden Risiken kaum noch einge-
setzt. Die mit Abstand verbreitetste Methode ist die Markierung des Proteins mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff.[%3] Der Vorteil von Fluoreszenzfarbstoffen ist die einfache, schnelle und di-
rekte Detektion. Des Weiteren sind viele Farbstoffe, angepasst an unterschiedliche Fragestel-
lungen, kommerziell verfiigbar und Proteine konnen leicht mit diesen modifiziert werden. Jede
Art der Markierung hat allerdings den Nachteil, dass die Moglichkeit besteht, dass das Peptid
mit der Markierung statt dem Protein wechselwirkt. Dies flihrt im Screening der Peptidbiblio-
thek zu der Detektion von falsch-positiven Peptiden. Insbesondere Fluoreszenzfarbstoffe nei-
gen zu stark hydrophoben und charge-charge-Wechselwirkungen mit Peptiden.[®] Um dieses
Problem zu umgehen, konnen beispielsweise zwitterionische Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt
werden.[9] Unspezifische Interaktionen konnen vermieden werden, indem Detergenzien, wie
Triton X-100 oder Polysorbat 20 (Tween 20), verwendet werden.[66]

Die Identifizierung von falsch-positiven Peptiden beim Screening von Peptidbibliotheken ist
ein gravierendes Problem, da die identifizierten Peptide nach dem Screening aufwendig cha-
rakterisiert werden miissen. Eine Losung fiir das Problem ist z. B. die Verwendung von redun-
danten Peptidbibliotheken. Das heiflt, nur wenn ein Peptid mehrfach in der Bibliothek als bin-

dend identifiziert wird, gilt dieses als echt-positiv.[67]

3.5.3 Separation positiver Treffer

Im Gegensatz zu den parallel synthetisierten Peptidbibliotheken (siehe Kapitel 3.3), sind die
Aminosduresequenzen der Peptide auf den jeweiligen Polymerpartikeln bei OBOC-Bibliothe-
ken unbekannt. Wird auf einem Partikel eine positive Interaktion zwischen Peptid und Protein
detektiert, muss anschlieend die Peptidsequenz ermittelt werden. Dafiir miissen die als positiv
identifizierten Partikel zundchst von der groen Masse der negativen Partikel getrennt werden.
In der urspriinglichen Arbeit von LAM wurde dies manuell, unter Verwendung einer Pinzette,
durchgefiihrt.[”) Obwohl dies sehr zeitaufwendig und fehleranfillig ist, wird die Separation von
positiven Partikeln bis heute noch oft nach dieser Methode durchgefiihrt.l®! Dies ist allerdings
fiir industrielle Anwendungen ungeeignet. Idealerweise muss die Separation einfach, schnell

und zuverldssig sein, sodass in diesem Schritt das grofite Potential fiir die Optimierung von
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OBOC-Bibliotheken liegt. Bereits verdffentlichte Methoden, die versuchen dieses Problem zu

umgehen, werden in Kapitel 3.6 besprochen.
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Abbildung 5: Klassischer Ablauf des Screenings einer OBOC-Bibliothek.

Nachdem die positiven Partikel isoliert wurden, muss die Sequenz der entsprechenden Peptide
bestimmt werden. Dies ist keine triviale Aufgabe, da zur Identifizierung nur die Menge an
Peptiden zur Verfligung steht, die auf einem einzigen Partikel gebunden sind. Diese hiangt da-
bei stark von den verwendeten Polymerpartikeln ab. So haben die relativ groen ChemMatrix-
Partikel (200 bis 300 pm) eine hohe Kapazitit von 300 bis 500 pmol/Partikel.[®”) Die kleineren
TentaGel-Partikel haben eine wesentlich geringere Kapazitdt von nur 3,5 pmol/Partikel (50 um
Durchmesser) bis 30 pmol/Partikel (100 pm Durchmesser).[’") Die Identifizierung der Pep-
tidsequenz kann zum einen direkt {iber chemische oder massenspektroskopische Methoden er-

folgen und zum anderen indirekt iiber Kodierung der Peptide.

3.5.4 Direkte Peptidsequenzidentifizierung

Edman-Abbau

Die klassische Methode, die auch von LAM in der ersten Verdffentlichung benutzt wurde, ist
der Edman-Abbau.l! Dieser gilt bei der Bestimmung von Aminosiuresequenzen bis heute als
Goldstandard. Beim Edman-Abbau handelt es sich um eine chemische Sequenzierung von Pep-
tiden.[”!] Unter Verwendung von Phenylisothiocyanat wird das Peptid schrittweise vom N-Ter-
minus abgebaut. Dabei entstehen Phenylthiohydantoin-Derivate, die chromatographisch den
jeweiligen Aminoséduren zugeordnet werden konnen. Somit kann jede Sequenz eindeutig iden-
tifiziert werden. Dabei entsteht nicht, wie in der Massenspektrometrie, das Problem, dass
Strukturisomere (Leucin und Isoleucin) nicht voneinander unterschieden werden konnen. Fiir
den Edman-Abbau werden nur geringe Mengen eines Peptids benétigt (1-50 pmol), so dass die
Menge eines Partikels ausreichend ist. Eine Limitierung des Edman-Abbaus ist allerdings, dass

der N-Terminus der Peptide ungeschiitzt sein muss und nur a-Aminosduren analysiert werden
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konnen. Ein weiterer entscheidender Nachteil des Edman-Abbaus ist, dass er sehr zeitintensiv

ist. So werden fiir die Analyse einer Aminosiure ca. 20 Minuten benotigt.!”?!

Peptidfragmentierung mittels MS/MS

Aus diesem Grund wurden diverse massenspektroskopische Methoden zur ,,Ein-Partikel*“-Se-
quenzierung entwickelt.[”>74 Dafiir werden die Partikel in der Regel ebenfalls separiert und
die Peptide von den Partikeln abgespalten. Als Ionisationsarten werden dabei meist Elektro-
spray-lonisation!’®! oder Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/Ionisation!”! verwendet. Fiir
die Fragmentierung von Peptiden werden verschiedene Fragmentierungstechniken genutzt,
wobei die hdufigsten Collision-induced Dissociation (CID), Higher Energy Collisional Dis-
sociation (HCD), Electron-Capture Dissociation (ECD) und Electron Transfer Dissociation
(ETD) sind.l’®! Bei CID und HCD wird das Peptid iiber die Kollision mit einem Gas in der
Kollisionszelle fragmentiert. Die anderen beiden Techniken basieren auf der Fragmentierung
mittels Elektroneniibertragung auf positiv geladene Molekiilionen.

Die Fragmentierung geschieht vorwiegend am Peptidriickgrat. Die Peptide werden dabei sta-
tistisch gespalten, wodurch sich ein Fragmentmuster, Serie genannt, ergibt. Die Serien der
Fragmente zum N-Terminus werden a-, b-, c-Serie genannt und die zum C-Terminus werden

als x-, y-, z-Serie bezeichnet (siche Abbildung 6).l7"]

8 e

0] R

Abbildung 6: Darstellung der unterschiedlichen Serien der Fragmentierung des Peptidriick-
grats.

Die kollisionsinduzierten CID-Techniken spalten die Peptide bevorzugt an der Amidbindung
(y- und b-Serie).l[”® Das Tandem-Massenspektrometer besteht hierflir aus zwei Massenanaly-

satoren und einer Kollisionszelle. Im ersten Massenanalysator wird das Molekiilion identifi-
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ziert und selektiert, anschlieBend in der Kollisionszelle fragmentiert und die Fragmentionen-
massen mit dem zweiten Massenanalysator detektiert. Dabei wird das Masse-zu-Ladungsver-
héltnis (m/z) der Fragmentionen detektiert und in einem Spektrum dargestellt.

Fiir die Interpretation dieser Spektren gibt es unterschiedliche Ansétze. Urspriinglich fand die
Auswertung der Spektren und Identifizierung der Peptidsequenz tiber die manuelle Zuordnung
der Abstdnde der Fragmentsignale zu den einzelnen Aminoséuren statt. Diese Vorgehensweise
ist allerdings zeitaufwendig, fehleranfillig und ineffizient. So sind iiber die Jahre moderne,
algorithmengestiitzte Methoden entwickelt worden, welche eine Auswertung ermoglichen. Die
Identifikation von Peptidsequenzen aus Peptidbibliotheken stellt einen sehr speziellen Fall dar.
Ublicherweise werden Tandem-Massenspektrometer fiir die Identifizierung von Proteinen ver-
wendet (Proteomics). Die Proteine werden hierflir enzymatisch verdaut und die entstehenden
Peptide mittels MS/MS fragmentiert. Die Fragmentspektren werden mit Datenbanken vergli-
chen und eine Peptidsequenzen den Spektren zuordnet. Die Grundlage der Datenbanken sind

die zuvor gewonnenen genetischen Informationen.

Beispiele fiir bekannte Datenbaken sind hierbei UniProtKB[”! und NCBI RefSeq!®"). Diese
Datenbaken sind allerdings ungeeignet, um Peptide aus synthetischen Bibliotheken zu sequen-
zieren, da die Peptide randomisiert sind und keine genetischen Informationen zugrunde liegen.
Eine Alternative sind Datenbanken, welche MS/MS-Spektren mit bekannten Peptidsequenzen

81-821 Diese Methode funktioniert allerdings nicht mit randomisierten Peptiden, da

enthalten.!
davon ausgegangen werden kann, dass nicht alle Sequenzen einer Peptidbibliothek bereits ge-

messen wurden. Somit kommen nur sogenannte De-Novo-Algorithmen in Frage.

De-Novo-Algorithmen zur Identifizierung von Peptidsequenzen

De-Novo-Sequenzierung funktioniert ohne das zuvor ein Input von Daten (genetisch oder Mas-
senspektren) vorgenommen werden muss. Die Sequenzerkennung basiert dabei alleinig auf den
detektierten Fragment-lonen im Spektrum. Die meisten modernen De-Novo-Algorithmen ba-
sieren auf der Graphen-Theorie (graph theory), bei welcher ein Spektrum-Graph (spectrum
garph) erzeugt wird.[**] Ein Spektrum-Graph besteht aus Knoten und Kanten. Die Knoten re-
prasentieren dabei die Signale im MS/MS-Spektrum. Entspricht der Abstand zwischen zwei
Knoten der Masse einer Aminosaure, wird eine Kante erzeugt. Werden z. B. Peaks bei m/z
144,1 und 243,2 detektiert, kann eine Kante zwischen beiden Knoten erzeugt werden, welche
der Aminosiure Valin zugeordnet werden kann. Mehrere verbundene Kanten ergeben die Pep-

tidsequenz, wobei sowohl vom C-Terminus (x-, y-, z-lonen) als auch vom N-Terminus (a-, b-
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, c-lonen) her die Sequenz ermittelt wird. Fiir ein aussagekréftiges Ergebnis werden die Infor-
mationen aus allen Ionen-Serien miteinander kombiniert. Eventuell fehlende Knoten einer Se-
rie konnen somit zu einem gewissen Teil kompensiert werden. Beispiele fiir die Verwendung
der Graphen-Theorie sind die kommerzielle Software PEAKI® oder die freie Anwendung Se-
gMSI831,

Alternativ zum Spektrum-Graph kdénnen Peptidsequenzen auch mit Hilfe einer Brute-Force-
Methode ermittelt werden.[®¢! Dabei kommen Algorithmen zur Anwendung, die auch zum Ent-
schliisseln von Passwortern genutzt werden. Der Algorithmus berechnet dabei die theoreti-
schen MS/MS-Spektren aller Peptide, die dem m/z des Vorlduferions (parent ion) entsprechen.
Die berechneten Spektren werden anschlieBend mit dem vorhandenen MS/MS-Spektrum ver-
glichen. Anhand einer Scoring-Funktion, welche ein MaB fiir die Ubereinstimmung zwischen
gemessenem und theoretischem Spektrum ist, werden die wahrscheinlichsten Peptidsequenzen
ermittelt. Vorteil ist, dass dieser Algorithmus vergleichsweise einfach ist. Eine mal3gebliche
Limitierung ist allerdings, dass mit steigender Linge des Peptids, die Anzahl an moglichen
Kombinationen exponentiell groBBer wird. Somit kommt es bei langen Peptiden zu einem er-
heblichen Anstieg in der aufzubringenden Rechenleistung. Aus diesem Grund findet dieser
Ansatz zur Ermittlung von Peptidsequenzen nur noch bedingt Anwendung.

Zusitzlich zu den beiden vorgestellten Algorithmen finden noch viele andere, wie z. B. Lineare
Optimierung!®’l, Dynamische Programmierung/®l, Maschinelles Lernen®! oder Deep Learn-
ing!®, Anwendung in der De-Novo-Sequenzierung. Diese werden im Rahmen dieser Arbeit

nicht ndher besprochen.

3.5.5 Indirekte Kodierungsmethoden

Trotz moderner Methoden zur Berechnung von Peptidsequenzen aus MS/MS-Spektren ist eine
zweifelsfreie Sequenzaufklirung bis zum heutigen Tag schwierig.[*!l Das Hauptproblem ist die
oft lickenhafte Fragmentierung der Peptide, was die Identifizierung sehr fehleranfillig oder
sogar unmoglich macht. So hat die Gruppe um KARAS in einer Publikation die hundertprozen-
tige Sequenzabdeckung als eine ,,moderne Form des Surrealismus* (,,modern form of surrea-
lism”) bezeichnet.l?! Vergleichende Studien konnten zeigen, dass nur ca. 60 % der Aminosiu-
ren in der Peptidsequenz richtig identifiziert wurden.l®®! Aus diesem Grund wurden verschie-
dene Methoden entwickelt, um Peptide in OBOC-Bibliotheken zu codieren. Diese Methoden
sind nicht mehr von der Sequenzierung der Peptide mittels MS/MS oder Edman-Abbau abhén-
gig.
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DNA-Kodierung

Eine Methode der Codierung bietet die Einflihrung eines weiteren Molekiils, das anschlieBend
identifiziert wird und eindeutig einer Peptidsequenz zugeordnet werden kann. So haben bereits
1992 BRENNER et al. eine Kodierung kombinatorischer Bibliotheken mittels DNA verdffent-
licht.®* Die kodierende DNA wird dabei entweder parallel mit dem jeweiligen Monomer syn-
thetisiert®! oder durch enzymatische Ligation der Oligonukleotide eingefilihrt!®®. DNA eignet
sich dabei besonders gut, da die Auslesetechniken sehr leistungsfahig sind: Mit Hilfe der PCR-
basierten Vervielfiltigung und Hochdurchsatzsequenzierung konnen mehrere Millionen DNA-
Sequenzen an nur einem Tag ausgelesen werden. Die Kodierung von Peptidbibliotheken mit-
tels DNA hat allerdings vor tiber 20 Jahren bereits ihren Hohepunkt erreicht!®?l und wird in
jingster Zeit nur noch selten benutzt. Fiir Peptidbibliotheken ist diese Art der Kodierung zu
aufwendig, da eine Aminosédure von mehreren Nukleotiden kodiert werden muss.[°7! So miissen
zusitzliche Reaktionsschritte vorgenommen und zwei orthogonale Schutzgruppenstrategien

parallel durchgefiihrt werden.

Kodierung mittel fluoreszierender Kolloide

Die Identifizierung der Peptide auf den Partikeln kann zum Beispiel {iber eine zusitzliche Mar-
kierung im Partikel geschehen. So haben MARCON et al. Peptide durch die Einfiilhrung von
Fluoreszenzfarbstoffen wihrend der Bibliothekssynthese kodiert.[”®! Die Fluoreszenzfarbstoffe
wurden hierbei iiber Siliziumdioxid -Kolloide in die Polymerkerne der Partikel eingefiihrt
(,,colloidal barcoding*). Jedes Siliziumdioxid -Kolloid kann dabei mittels Konfokalmikroskop
eindeutig identifiziert werden, wodurch eine eindeutige Aussage iiber die Peptidsequenz auf
der Oberflache der Partikel getroffen werden kann. Vorteil dieser Technologie ist, dass keine
zusitzlichen Syntheseschritte vorgenommen werden miissen und mit vergleichsweise wenig
Fluoreszenzfarbstoff eine groBe Anzahl an Peptiden kodiert werden kann. Allerdings gehort
ein Konfokalmikroskop nicht zu der Standardausstattung eines Labors und eine Auswertung

kann nicht automatisiert durchgefiihrt werden.

Abbruchsequenzen

Um eine aufwendige Durchfiihrung und spezielles Equipment zu vermeiden, haben YOUNG-
QUIST et al. eine Methode entwickelt, die eine einfache Kodierung durch erzwungende Pepti-

dabbruchsequenzen erlaubt.[®”] Abbruchsequenzen sind bei der Peptidsynthese in der Regel
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eine unerwiinschte Nebenreaktion. Bei der Synthese von Peptidbibliotheken erlaubt ein geziel-
tes Einsetzen der Abbruchsequenzen allerdings eine einfachere Dekodierung der Peptidse-
quenz. Uber die Auswertung der Abstinde zwischen den Abbruchsequenzen kann Riickschluss
auf die jeweilige Aminosdure gezogen werden. Somit ist es mdglich, eine Sequenzidentifizie-
rung mittels Massenspektroskopie durchzufiihren. Aufwendige und fehleranfallige Fragmen-
tierungen mittels MS/MS konnen komplett vermieden werden. In der ersten Veroffentlichung
von 1995 wurden zur jeweiligen Fmoc-geschiitzten Aminosdure 10 % acetyliertes Alanin hin-
zugegeben, um eine gezielte Abbruchsequenz zu erzeugen. Dies hat allerdings den Nachteil,
dass auf Grund der chemischen Unterschiede zwischen Alanin und der jeweiligen Aminosaure
die Reaktionskinetik variieren kann. Somit kann eine gleichmifige Erzeugung von Abbruchse-

quenzen nicht gewéhrleistet werden.

Um dieses Problem zu umgehen, wurde die Methode von HILAIRE et al. modifiziert, indem zu
der jeweiligen Fmoc-geschiitzten Aminosdure 10 % der entsprechenden Boc-geschiitzte Ami-

(100 Aych wenn beide Molekiile chemisch leicht unterschiedlich

nosdure hinzugegeben wurde.
sind, kann davon ausgegangen werden, dass sie vergleichbare Reaktionskinetiken aufweisen.
Zudem hat diese Art der Synthese den Vorteil, dass die Boc-Schutzgruppen am Ende der Syn-
these mit dem Seitenschutz der Aminosiduren abgespalten werden. Dadurch liegen die Ab-
bruchpeptide unmodifiziert auf der Oberfldche der Partikel vor. Dies vereinfacht die anschlie-
ende Auswertung der Spektren. Die Sequenz des Volllingenpeptids und die Abbruchsequen-

zen liegen in einer Art Leiter vor, wobei die Abstinde zwischen den Sequenzen genau der

Masse der jeweiligen Aminosdure entsprechen.
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NH-As, —IEos]
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NH-AS, —B88l

Abbildung 7: Synthese von Peptiden mit Hilfe der Abbruchsequenzmethode nach HILAIRE et
al.l'% Zur Erzeugung der Abbruchsequenzen werden 10 % Boc-Aminosidure gemischt mit 90
% Fmoc-Aminosédure benutzt. Nach der letzten Entschiitzung mit Piperidin und anschlieBend
Trifluoressigsdure (TFA), liegen alle Peptide unmodifiziert auf der Partikeloberflache vor.

Nachteil dieser Kodierungsmethode ist, dass sich nicht nur eine Spezies des Peptids auf der
Oberflache der Partikel befindet, sondern auch dessen entsprechende Abbruchsequenzen. Al-
lerdings konnte gezeigt werden, dass kiirzere Peptide in der Regel schwéchere Interaktionen
mit Proteinen eingehen als die dazugehorigen Volllingenpeptide.['°!] Dadurch haben die Ab-
bruchsequenzen beim Screening der Bibliotheken einen zu vernachléssigen Einfluss. Alles in
Allem bietet die Abbruchsequenzmethode eine gute Alternative, um Peptidsequenzen aus kom-
binatorischen Peptidbibliotheken zu dekodieren, da der synthetische und instrumentelle Auf-
wand gering ist. Allerdings muss die Auswertung der Spektren bisher per Hand durchgefiihrt
werden. Eine Moglichkeit zur automatischen Auswertung dieser Abbruchsequenzen existiert

noch nicht.

3.6 Hochdurchsatzmethoden fiir die Analyse von OBOC-Bibliotheken

Obwohl OBOC-Bibliotheken nunmehr seit fast 30 Jahren bekannt sind, wird die Technik kon-
tinuierlich weiterentwickelt. Dabei wird vor allem versucht, die sehr zeitintensive manuelle

Selektion der positiven Treffer durch automatisierte Methoden zu ersetzten. Der Mangel einer
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effizienten Hochdurchsatzmethode verhindert zudem die breite Anwendung in der industriel-
len pharmazeutischen Forschung. Aus diesem Grund existieren unterschiedliche Konzepte, um

diese Limitierung zu umgehen.

3.6.1 Durchflusszytometrische Sortierung von OBOC-Bibliotheken

Durchflusszytometer wurden urspriinglich dafiir entwickelt, Zellen zu analysieren. Es ist aller-
dings auch prinzipiell moglich, eine grole Anzahl an Partikeln zu analysieren und zu sortie-
ren.['] Fiir die Bindungsassays werden dazu fluoreszenzmarkierte Proteine eingesetzt, analog
zum Hefe-Display (Kapitel 3.3). Die Partikel werden hierbei mittels hydrodynamischer Fokus-
sierung vereinzelt, passieren einen Anregungslichtstrahl und von jedem Partikel wird die GroB3e
(anhand der Streulichtintensitdt) und die Fluoreszenz auf der Oberfliche bestimmt. Anschlie-
Bend werden die Partikel auf Grundlage dieser Informationen sortiert. Allerdings sind die Par-
tikel, die iiblicherweise bei OBOC-Bibliotheken eingesetzt werden (z. B. TentaGel-Partikel),
zu grof} fiir die meisten Durchflusszytometer. Hierflir existieren Spezialgerite, wie der Com-
plex Object Parametric Analyzer and Sorter (COPAS) der Firma Union Biometrica.l'®*] Mit

diesem Gerit konnen Objekte von 40 um bis 1,5 mm analysiert und sortiert werden.[!04]

CHO et al. haben z. B. einen COPAS verwendet, um aus einer OBOC-Bibliothek Peptid-ba-
sierte Binder zu identifizieren, welche an Krebszellen binden.[!%%] Dafiir wurden 1.000 Partikel
einer Bibliothek mit fluoreszierenden Krebszellen inkubiert. Die Partikel wurden anschlieBend
im COPAS analysiert und diejenigen, welche an fluoreszierende Krebszellen gebunden haben,
in eine 96-Kavitdten-Platte sortiert. Die Sequenzierung fand mit Hilfe von MALDI-TOF-
MS/MS statt. Hierbei wurde allerding nur eine fokussierte Bibliothek verwendet (441 theore-
tische Peptide), was die geringe Anzahl an gescreenten Partikeln erklart. Diese Verdftentli-
chung zeigt das Potential des Screenings mittels COPAS auf, schopft dies allerdings nicht zur
Génze aus. Die Limitierung dieser Technik ist, dass ein COPAS ein spezielles und vergleichs-
weise teures Gerit ist, wodurch es vielen Anwendern von OBOC-Bibliotheken nicht zur Ver-
fligung steht.

ERHARUYI et al. haben fiir ihre Veroffentlichung ein herkdmmliches Durchflusszytometer be-
nutzt.['%) Daflir mussten allerdings sehr kleine TentaGel-Partikel mit einem Durchmesser von
nur 10 pm verwendet werden. Hierbei wurde jedoch nur ein Modellsystem getestet. Eine Ana-
lyse einer realen OBOC-Bibliothek fand dabei nicht statt. Es ist fraglich, ob eine Sequenzie-
rung mittels MS/MS bei Partikeln mit nur 10 pm noch moglich ist. Die Autoren der Veroffent-

lichung sind sich dieser Problematik bewusst und schlagen eine Kodierung der Peptidsequenz
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tiber DNA vor. Wie bereits in Kapitel 3.5.5 beschrieben wurde, ist dies allerdings sehr aufwen-

dig.

3.6.2 Chip-basiertes Screening

Bei der Verwendung von OBOC-Bibliotheken gibt es seit einigen Jahren das Bestreben, eine
Plattform zu entwickeln, die das Screening nach positiven Treffern und die Durchfiihrung der
Sequenzierung der Peptide auf einem Target ermdglicht. So haben zum Beispiel WANG et al.
einen Chip mit Mikrokavitéiten (Durchmesser 200 pm) entwickelt.['%) Jede Mikrokavitit bietet
dabei Platz fiir genau einen Partikel der OBOC-Bibliothek. Die Inkubation mit dem Target-
Protein findet in den einzelnen Kavititen statt. Durch die Anfirbung der biotinylierten Target-
Proteine mit fluoreszenzmarkierten Streptavidin kdnnen positive Treffer mit Hilfe eines Fluo-
reszenz-Scans identifiziert werden. Die Position jedes Partikels ist dabei unverdnderbar, sodass
im MALDI-TOF-MS/MS die Position gezielt angesteuert werden kann. Die Oberflache des
Chips besteht aus einer Silberschicht, somit ist die Oberflache leitend und eine Sequenzierung
mittels MALDI-TOF-MS/MS kann direkt auf dem Chip stattfinden. Diese Technologie wurde
von WANG et al. weiterentwickelt und der Chip mit einer ortsaufgelosten SPR (iSPR) gekop-
pelt. Somit ist es moglich, direkt die Affinitidten der bindenden Peptide zu bestimmen.[1%%]

Auch wenn die entwickelten Chip-basierten Techniken den enormen Vorteil haben, dass die
manuelle Separation der positiven Treffer flir die massenspektrometrische Sequenzierung ent-
fallt, haben sie jedoch einige entscheidende Nachteile. Zum einen ist die Herstellung der Chips
relativ aufwendig. Fiir die Produktion der Mikrokavitidten auf dem Silizium-Chip wird eine
spezielle Maske zusammen mit einem induktiv gekoppelten Plasma benétigt. Um eine Leitfa-
higkeit des Chips zu garantieren, wird zusdtzlich eine Silberschicht iiber Magnetronsputtern
auf den Chip aufgetragen. Dies sind sehr aufwendige und teure Techniken, die eine breite An-
wendung dieser Methode weitgehend einschrianken. Zum anderen ist die Anzahl der Partikel,
die auf einem Chip gescreent werden konnen, gering. So konnten bisher maximal 800 Partikel

auf einem Chip gescreent werden.['%]

3.6.3 Magnetische Separation

Eine weitere Moglichkeit positive Treffer aus OBOC-Bibliotheken einfach zu separieren, bie-
tet die Verwendung magnetischer Partikel. Dazu wird das Target-Protein entweder direkt oder

indirekt (z. B. liber Streptavidin) an magnetische Partikel gebunden. Dieses Prinzip wurde von
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ASTLE et al. in der Gruppe von KODADEK entwickelt!!'% und von MENDES et al. optimiert.[!!!]
Fiir die Entwicklung der magnetischen Separation wurde ein Modellsystem verwendet, wel-
ches auf der starken Interaktion zwischen FLAG-Peptiden und anti-FLAG-Antikorpern basiert.
Das FLAG-Peptid diente hierbei als Positivkontrolle und wurde auf TentaGel-Partikeln syn-
thetisiert. Als Target diente der anti-FLAG-Antikorper. Zusétzlich wurde ein sekundérer bio-
tinylierter Antikorper verwendet, welcher den anti-FLAG-Antikérper bindet. Die magneti-
schen Mikropartikel sind mit Streptavidin modifiziert, wodurch diese an den sekundiren Anti-
korper binden (siehe Abbildung 8). So findet indirekt eine Markierung des Target-Proteins mit
den magnetischen Mikropartikeln statt. Wird anschliefend ein Magnet an die Losung gehalten,
werden die FLAG-tragenden Partikel aus der Suspension gezogen. Nicht-bindende Partikel

sinken zum Boden der Losung und kénnen entfernt werden.

Biotin anti-Maus-Ak

3O )

e Magnet
anti-FLAG-Ak  Streptavidin an
magnetischem

Mikropartikel

Abbildung 8: Prinzip der magnetischen Separation am Beispiel des FLAG-Peptid-Modellsys-
tems.

Um die Effizienz der Separation zu testen, wurden die magnetisch zuriickgehaltenen Partikel
mit einem sekundiren fluoreszenzmarkierten Antikorper inkubiert. Dies hat gezeigt, dass im
Modell sehr gute Wiederfindungsraten zwischen 86 - 100 % erreicht werden konnten. Nach
der Separation wurden allerdings auch Partikel identifiziert, die kein FLAG-Peptid auf der
Oberflache trugen. Ein nachfolgendes Screening der Partikel ist dementsprechend weiterhin
notig. Die Anzahl nicht-bindender Peptide kann mit Hilfe der magnetischen Separation jedoch
stark reduziert werden. Somit kann diese Technik eher als Anreicherung, vor dem Screening,
verstanden werden. Neben der manuellen magnetischen Separation, existieren auch Ansétze

zur automatischen Separation auf mikrofluidischen Chips.!'1?]

Die magnetische Separation wurde bereits fiir das Screening von realen Targets eingesetzt.[!13-
1141 Zudem wurde die magnetische Anreicherung mit den in Kapitel 3.6.2 beschriebenen Chip-
basierten Screenings kombiniert.['%] Somit kann die Limitierung der geringen Anzahl an mess-

baren Partikeln auf einem Chip umgangen werden.
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3.7 Methoden zur Bestimmung von Bindungsaffinitiiten

Werden Peptide in OBOC-Bibliotheken als bindend identifiziert und deren Sequenz bestimmt,
besteht die Herausforderung in der Charakterisierung der Affinitdten des Peptids zum Protein.
Eine KerngroBBe fiir die Affinitdt ist dabei die Dissoziationskonstante. Die Dissoziations-
konstante beschreibt den Zustand eines Gleichgewichts und ist ein MaB fiir die Menge des
Komplexes die im Gleichgewicht dissoziiert vorliegt. Niedrige Dissoziationskonstanten stehen
dementsprechend flir hohe Affinitdten, da nur geringe Mengen im dissoziierten Zustand vor-
liegen. Die Dissoziationskonstante kann aus dem Massenwirkungsgesetzt (Gleichung 1) be-

rechnet werden:

c(4) c(B) _ kq

kp = c(AB) kg

(Gleichung
1y

mit den Konzentrationen ¢(A) und ¢(B) der beiden Bindungspartner, der Konzentration c(AB)
des gebildeten Komplexes und den Geschwindigkeitskonstanten k, fiir die Assoziationsreak-
tion beziehungsweise kq flir die Dissoziationsreaktion.

Klassischerweise kann die Dissoziationskonstante in einem Bindungsassay bestimmt werden.
So haben LAM et al. die Affinitdten ihrer identifizierten Peptide gegen einen monoklonalen
anti-B-Endorphin-Antikorper mittels Radiobindungsassay bestimmt.l’l Radiobindungsassays
werden heutzutage auf Grund der Risiken nur noch sehr selten durchgefiihrt. Die Bestimmung
der Affinitit eines Peptids zu einem Protein, ist allerdings durch viele biophysikalische Me-
thoden moglich und kann auch zu der Charakterisierung von Peptiden aus OBOC-Bibliotheken

genutzt werden. Eine Auswahl wird im Folgenden vorgestellt.

3.7.1 ELISA

Der ELISA ist der mit Abstand am hdufigsten verwendete Immunoassay.!''>! Es existieren un-
terschiedliche Formate des ELISAs. Die Gemeinsamkeit ist, dass ein Bindungspartner an einer
festen Phase immobilisiert wird und die Bindung eines anderen Bindungspartners, mittels en-
zymatischer Markierung, detektiert wird. Als Enzymmarkierung wird meist Peroxidase ver-
wendet, welche die Oxidation eines farblosen zu einem gefirbten Substrat katalysiert. Die Kon-

zentration des Farbstoffs, die proportional zur Konzentration des Bindungspartners ist, kann
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anschlieBend spektralphotometrisch bestimmt werden. Die Dissoziationskonstante kann in un-
terschiedlichen Formaten bestimmt werden. Die Methoden wurden in der Regel fiir die Be-

stimmung der Affinitdt zwischen Antikdrper und Antigen entwickelt.

Eine Moglichkeit zur Bestimmung der Dissoziationskonstante mit Hilfe eines ELISAs haben
FRIGUET et al. entwickelt.[''8] Dabei werden der Antikorper und das Antigen miteinander in-
kubiert, bis das Gleichgewicht erreicht wird. AnschlieBend wird die Konzentration des freien
Antikorpers mittels indirektem ELISA bestimmt. Fiir die Bestimmung der Dissoziations-
konstante wird die Konzentration des Antikorpers konstant gehalten, wohingegen die Konzent-
ration an freiem Antigen variiert. Wichtig fiir die korrekte Bestimmung ist, dass die Konzent-
ration des Antikorpers dhnlich oder geringer ist als die Dissoziationskonstante. Da diese vor

der Bestimmung unbekannt ist, kann sich dies in der Praxis als schwierig erweisen.

Eine weitere Methode zur Bestimmung der Bindungsaffinitidt wurde von BEATTY et al. entwi-
ckelt.[''7] Hierbei wird die Dissoziationskonstante in einem nicht-kompetitiven ELISA be-
stimmt. Kern der Methode ist, dass das Antigen in zwei unterschiedlichen Konzentrationen auf
der Platte immobilisiert wird. Die genaue Konzentration des immobilisierten Antigens ist hier-
bei unbekannt. Zu den beiden Konzentrationen immobilisierter Antigene werden unterschied-
liche Konzentrationen an markierten Antikorpern gegeben, wodurch zwei sigmoidale Kurven
entstehen. Aus der Relation der Antikorperkonzentration am Wendepunkt der Kurven (ICso),
kann die Dissoziationskonstante (Kp) bestimmt werden.

Obwohl beide Methoden schon iiber 30 Jahre alt sind, wird sowohl die Methode von FRIGUET
et al.l'"® als auch die von BEATTY et al. ['!°] bis heute verwendet. Grund dafiir ist, dass ELISA
eine einfache, schnelle und giinstige Methode bietet, um die Dissoziationskonstante zu bestim-
men. Allerdings ldsst es eher eine Abschétzung zu, als eine genaue Bestimmung. So haben vor
allem nicht-kompetitive ELISA (wie die Methode von BEATTY et al.) das Problem, dass die
Interaktion von Antigen und Antikorper in der Losung vollkommen anders ist, als die gemes-
sene Interaktion auf der festen Phase.['?Y] Bei kompetitiven ELISAs findet hingegen die Anti-
gen-Antikorper-Reaktion in der Losung statt. Problem hierbei sind die sehr niedrigen Konzent-
rationen an Antikorpern, die nachgewiesen werden miissen. Dies macht vor allem die Bestim-

mung von sehr kleinen Dissoziationskonstanten schwierig.!'?!]

3.7.2 SPR

Eine Moglichkeit die Peptid-Protein-Interaktion markierungsfrei zu messen, ist die Oberfla-

chenplasmonenresonanzspektroskopie (surface plasmon resonance spectroscopy, SPR). Das
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physikalische Prinzip basiert auf Oberflachenplasmonen, einer oszillierenden, nicht-strahlen-
den, elektromagnetischen Welle in einer Metalloberfldche (meist Gold).['??] Diese befindet sich
auf der Grenzfliche zwischen der Oberflache und dem umgebenden Medium. Die Oszillation
ist dabei stark von dem umgebenden Medium, wie der Absorption von Molekiilen auf der
Oberfliche, abhingig.['?*! Totalreflektiertes Licht kann dabei mit den Oberflichenplasmonen
wechselwirken und in Resonanz treten. Dadurch kommt es bei einem bestimmten Winkel zu
einer Abnahme der Intensitét des reflektierten Lichts. Dieser Winkel wird Oberflichenplasmo-
nenresonanzwinkel genannt und kann von einem Detektor erfasst werden (sieche Abbildung 9

A).
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Abbildung 9: A Schematische Darstellung der Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie.
B Beispielhafte Darstellung eines SPR-Sensogram.

Bei der SPR-Messung liegt ein Bindungspartner auf der Goldoberfldche immobilisiert und der
andere geldst in der fliissigen Phase vor. Bei der Messung von Peptid-Protein-Interaktionen
sollte das Protein immer immobilisiert vorliegen und das Peptid in die Losung dazugegeben
werden. So kann garantiert werden, dass monovalente Interaktionen gemessen und Aviditéts-
effekte ausgeschlossen werden.[!24]

Zu Beginn der Messung werden die Peptide mit Hilfe eines mikrofluidischen Systems an der
Goldoberfliache vorbeigeleitet. Kommt es zu einer Interaktion zwischen Protein und Peptid,
steigt die lokale Konzentration des Peptids nahe der Oberfliche an und kann mittels SPR de-
tektiert werden. Ein Anstieg des Signals kann beobachtet werden, solange die Assoziation der
Peptide haufiger auftritt, als deren Dissoziation. Das Signal ist konstant, wenn der Gleichge-
wichtszustand erreicht ist, das heiflt die Assoziation und Dissoziation der Peptide im gleichen

Mafe stattfindet. Wird die Zugabe an Peptid gestoppt, kommt es zu einem Abfall des Signals,
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da die Peptide nur noch dissoziieren konnen. So kann eine aufgenommene SPR-Messung (Sen-
sogram) in drei Phasen aufgeteilt werden: Assoziationsphase, Gleichgewichtszustand und Dis-
soziationsphase (sieche Abbildung 9 B).

Die Bestimmung der Dissoziationskonstante kann durch die Auswertung des Sensograms er-
folgen. Dafiir werden die Dissoziationsphase und Assoziationsphase zuerst getrennt voneinan-
der betrachtet. Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Dissoziationsreaktion (kq) kann dabei
direkt aus der Dissoziationskurve berechnet werden. Die Dissoziationskurve wird durch die

Gleichung 2 beschrieben:

R(t) = R, - eFat (Gleichung
2)

mit R als gemessenes Signal, Ro die Signalintensitdt ohne Liganden und t die Zeit. Der kq-Wert

ist unabhidngig von der Konzentration des Liganden.

Die Geschwindigkeitskonstanten fiir die Assoziationsreaktion (k,) ist hingegen abhingig von
der Peptidkonzentration (¢) und dem kq-Wert. Die Assoziation kann mit Gleichung 3 beschrie-

ben werden:

R(t) = Req - (1 — e~ (karctka)ty (Gleichung
3)

wobei R wieder das gemessene Signal und Req die Signalintensitit im Gleichgewichtszustand
ist. Die Dissoziationskonstante (Kp) ergibt sich aus dem Verhéltnis der Konstanten fiir die As-
soziations- und Dissoziationsrate (Gleichung 1).

Im Prinzip kann so mit nur einer SPR-Messung die Dissoziationskonstante berechnet werden.
In der Praxis werden jedoch mehrere Sensogramme bei verschiedenen Ligandkonzentrationen
aufgenommen. Somit kann eine hohere statistische Sicherheit gewéhrleistet werden. Die kine-
tische Auswertung stoB3t allerdings an einigen Stellen an ihre Grenzen. So kann die Assoziation
stark durch die Diffusion des Liganden, auch Massentransport genannt, limitiert sein.['?] Ob
eine Massentransportlimitierung auftritt, kann durch Variation der Flussraten identifiziert wer-
den. Ein Phanomen, was die Dissoziation beeinflusst, ist das sogenannte Rebinding. Rebinding
beschreibt das Wiederanbinden der Liganden an die Proteine wihrend der Dissoziation.[!26]

Beide Effekte treten hdufig auf, wenn die Dichte an Protein auf der Oberfldche besonders hoch
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ist. Dies ist besonders bei der Messung von Peptid-Protein-Interaktionen nétig, da das SPR-
Signal direkt proportional zur Masse an gebundenen Liganden ist. Bei Liganden mit geringer
Masse, wie es bei Peptiden der Fall ist, muss gewédhrleistet werden, dass moglichst viele Lig-
anden an die Oberflache binden. Dies kann nur durch eine hohe Dichte an Protein gewéhrleistet
werden. Dadurch wird allerdings eine kinetische Auswertung der erhaltenen Sensogramme
schwierig bis unmoglich. Eine Berechnung der Dissoziationskonstante kann allerdings auch
iiber die Auswertung des Gleichgewichtszustandes erfolgen. Dies ist mdglich, da der Gleich-

gewichtszustand unbeeinflusst vom Massentransport und Rebinding ist.l1?"]

Fiir die Berechnung der Dissoziationskonstante tiber den Gleichgewichtszustand werden SPR-
Kurven bei unterschiedlichen Ligandenkonzentrationen aufgenommen. Dabei muss sicherge-
stellt sein, dass in allen Messungen die Gleichgewichtsphase erreicht wird. Fiir eine zuverlds-
sige Auswertung miissen die verwendeten Ligandenkonzentrationen um den Kp-Wert liegen.

Die Konzentrationen der Liganden werden gegen die Signalintensitit im Gleichgewichtszu-
stand aufgetragen. Der Zusammenhang zwischen Signal (R) und Konzentration (¢) kann mit

Hilfe der Langmuir-Absorptionsisotherme (Gleichung 4) beschrieben werden:!128]

R(c) = Bmaxt (Gleichung

Kp+c

4)

mit Rmax, der Signalintensitét, bei der alle Bindungsstellen vom Liganden besetzt sind und Kp
den Wendepunkt, bei dem 50 % der Bindungsstellen belegt sind. Der Kp-Wert entspricht, der

Dissoziationskonstante.

Die SPR wird sehr hiufig zur Bestimmung von Bindungsaffinitdten zwischen Proteinen und
Peptiden benutzt. Ein Grund dafiir ist, dass die Messung ohne Markierungen durchgefiihrt wer-
den kann. Zudem ist die Methode sehr empfindlich[!?’!, wodurch die Mengen an Protein und
Ligand, die fiir die Messungen bendtigt werden, sehr gering sind. Mit Hilfe der SPR konnen
Dissoziationskonstanten im pM- bis mM-Bereich bestimmt werden!'3%, was die meisten Dis-
soziationskonstanten einschlieB3t. Nachteil ist allerdings, dass das gemessene Signal proportio-
nal zu der Masse des Liganden ist. Gerade bei der Messung von kleinen Peptiden kann es dabei
zu hohen Messunsicherheiten kommen.

Die Moglichkeit die Dissoziationskonstanten, einerseits iiber die Kinetik und andererseits tiber
die Gleichgewichtszustinde, zu ermitteln, bietet dem Anwender gewissen Freiraum in der Aus-
wertung der Sensogramme. Dies ist gerade bei der Messung von Peptid-Protein-Interaktionen
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von entscheidender Bedeutung, da eine Auswertung iiber die Kinetik oft nicht mdglich ist.
Somit gehdren SPR-Instrumente mittlerweile zur Standardausstattung von vielen biochemi-

schen Laboren.

3.7.3 Weitere Methoden

Isotherme Titrationskalorimetrie

Neben der SPR und ELISA existieren noch weitere Methoden zur Bestimmung der Dissozia-
tionskonstante. So bietet z. B. die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) eine Mdglichkeit,
diese zu bestimmen.!'*!l Die Technik basiert auf der Temperaturinderung, die auftritt, wenn
ein Ligand (Peptid) an ein Protein bindet. Fiir die Bestimmung der Dissoziationskonstante wird
der Ligand in unterschiedlichen Konzentrationen zum Protein gegeben (titriert), wohingegen
die Konzentration des Proteins konstant gehalten wird. Die freiwerdende Warme wird dabei
kalorimetrisch erfasst und kann gegen die Konzentrationen des Liganden aufgetragen werden.
Aus der erhaltenen Abhédngigkeit kann die Dissoziationskonstante errechnet werden.

Vorteil dieser Methode ist, dass sie komplett in der Losung stattfindet und markierungsfrei
durchgefiihrt wird. Entscheidender Nachteil ist allerdings, dass die Methode relativ unemp-
findlich ist. So ist die ITC typischerweise auf einen Bereich von 100 pM > Kp >1 nM.!32]
limitiert. Eine weitere Limitierung ist, dass groBe Mengen Protein eingesetzt werden miissen,
um eine ausreichende Temperaturdnderung hervorzurufen. Da Proteine in der Regel nur be-
grenzt zur Verfligung stehen oder sehr teuer sind, schriankt dies die Anwendungsbereiche der

ITC stark ein.

NMR

Prinzipiell kann die Dissoziationskonstante auch mittels Kernspinresonanzspektroskopie (nu-
clear magnetic resonance, NMR) bestimmt werden. So kann z. B. iiber die Sattigungs-Trans-
fer-Differenz (saturation transfer difference, STD) ein Kp-Wert bestimmt werden.!'*! Die-
ses Experiment basiert auf dem Kern-Overhauser-Effekt. Bei der STD wird das Protein
mittels magnetischer Polarisation geséttigt und der Transfer der Sattigung auf den Liganden
beobachtet. Zur Bestimmung der Dissoziationskonstante wird die Differenz zwischen ge-
sattigtem und ungeséttigtem Spektrum gegen die Konzentration des Liganden aufgetragen.
Neben der STD stehen noch viele weitere NMR-Methoden zur Verfiigung.['34 Nachteil der

NMR ist, dass sie, wie die ITC, eher unempfindlich ist.l'*3] So miissen ebenfalls hohe Konzent-
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rationen an Protein und Peptiden eingesetzt werden. Zudem sind die Anschaffungs- und Un-
terhaltskosten der NMR sehr teuer. Aus diesen Griinden wird die NMR zur Bestimmung von

Dissoziationskonstanten eher selten eingesetzt.

Fluoreszenzpolarisationsimmunoassay

Bei Fluoreszenzpolarisationsimmunoassays (FPIA) handelt es sich um einen homogenen Im-
munoassay.l'*%! Dabei findet, im Gegensatz zum ELISA, die Reaktion zwischen Ligand und
Protein in einer Phase statt. Das Messprinzip basiert darauf, dass ein kleiner Ligand (z. B.
Peptid), gebunden an einem grofBen Molekiil (z. B. Protein), weniger stark rotiert, als wenn er
ungebunden vorliegt.['37] Ist der Ligand mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und wird er
mit polarisiertem Licht bestrahlt, emittiert er depolarisiertes Licht, aufgrund der schnellen Ei-
genrotation des Liganden. Kann der Ligand auf Grund der Bindung zum Protein nicht mehr
schnell rotieren, wird das emittierte Licht weniger stark depolarisiert abgestrahlt. Wird die ge-
messene Polarisation in Abhéngigkeit von der Konzentration des Liganden gestellt, entsteht
eine sigmoidale Kurve, bei welcher der ICso-Wert direkt dem Kp-Wert entspricht.!'*8] Da es
sich um einen homogenen Assay handelt, wird die Bindung zwischen Liganden und Protein
nicht durch heterogene Effekte beeinflusst (vgl. Kapitel 3.7.1). Allerdings handelt es sich bei
FPIA um keine markierungsfreie Methode. Die Liganden miissen mit einem Fluoreszenzfarb-
stoff markiert werden, was aufwendig sein kann. Zum anderen ist es moglich, dass durch den
Fluoreszenzfarbstoff die Interaktion vom Liganden mit dem Protein beeinflusst wird. Ein wei-
terer limitierender Faktor ist, dass die FPIA fiir die Bestimmung hochaffiner Binder nicht emp-

findlich genug ist.['38]

Thermophorese

Die optisch erzeugte Thermophorese (Microscale Thermophoresis) basiert auf der Bewegung
von Molekiilen innerhalb eines Temperaturgradienten.['3] Ein mikroskopischer Temperatur-
gradient wird von einem Infrarotlaser, in einer diinnen Glaskapillare, erzeugt. Die Molekiile in
der Losung bewegen sich innerhalb von Sekunden tiblicherweise von hoheren Temperaturen
zu niedrigeren. Um die Bewegung z. B. eines Liganden zu beobachten, muss dieser mit einem
Fluorophor markiert sein. Die Bewegung des markierten Liganden ist dabei z. B. abhéngig von
der Groe, welche sich bei einer Wechselwirkung mit einem Protein verdndert.!'4%1 Somit fiihrt
die Anderung der Konzentration des Liganden zu unterschiedlichen Thermophoresesignalen.
Durch die Auftragung dieses Signals gegen die Konzentration kann die Dissoziationskonstante

erhalten werden.!!4!]
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Die Methode ist sehr empfindlich und es werden nur sehr geringe Mengen Protein und Ligand
bendtigt. Zudem ist der dynamische Bereich vergleichbar zur SPR (pM bis nM). Nachteil ist,
dass die Liganden mit einem Fluorophor markiert werden miissen. Zudem kann keine kineti-

sche Auswertung der Ergebnisse vorgenommen werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Entwicklung des Hochdurchsatzverfahrens zur Analyse von OBOC-Bibliothe-

ken

Ziel der Arbeit war es, eine Methode zu entwickeln, die sowohl das Screening als auch die
massenspektrometrische Sequenzierung von Partikeln einer OBOC-Peptidbibliothek auf einem
Chip erlaubte. Hierbei sollte das Format des Chips dem eines herkommlichen Objekttragers
entsprechen (2,5 - 7,5 cm). Dies hat den Vorteil, dass fiir die Detektion der Fluoreszenz ein
hochauflosender Microarray-Scanners (z. B. MArS) verwendet werden kann. Das Objekttra-
gerformat ist ebenfalls mit dem MALDI-Massenspektrometer kompatibel, wobei hier MALDI-

Trager aus dem Feld des MALDI-Imaging verwendet werden konnen.

Um Partikel im MALDI gezielt ansteuern zu konnen, muss die Position der zu untersuchenden
Partikel iiber das komplette Screening fixiert sein. Somit galt es eine Immobilisierungsmethode
zu entwickeln, die mit den Inkubationsexperimenten in wassrigen Puffern und der anschlie-
Benden Massenspektrometrie kompatibel ist. Dabei war es wichtig, dass die Partikel in einer
Monolage geordnet immobilisiert werden. Dies sollte sicherstellen, dass die Partikel im Scree-
ning eindeutig voneinander getrennt analysiert werden konnen.

Wesentlicher Bestandteil eines Chip-basierten Screenings ist die massenspektrometrische Se-
quenzierung der Peptide auf dem Chip, direkt von den Partikeln. Da dies mit wesentlichen
Herausforderungen einherging, sollte dies im ersten Schritt der Methodenentwicklung opti-
miert werden. Hierbei galt es, die Peptide riickstandsfrei abzuspalten, eine geeignete MALDI-
Matrix und Matrix-Aufiragung zu finden, sowie eine Methode zu entwickeln die eine eindeu-
tige Sequenzzuordnung der Peptide erlaubt.

Konnte erfolgreich eine direkte Sequenzierung der Peptide sichergestellt werden, sollte der
Bindungsassay optimiert werden. Die Durchfiihrung eines Bindungsassays direkt auf Tenta-
Gel-Partikeln wurde in der Literatur bereits oft beschrieben (siehe Kapitel 3.5.2). Aus diesem
Grund stellte diese Entwicklung einen weniger kritischen Schritt dar. Dabei sollte eine direkte
Inkubation der immobilisierten Partikel auf dem Chip untersucht werden. An einem Modell-

System sollte die Identifizierung von positiven proteinbindenden Peptiden optimiert werden.

4.1.1 Partikelimmobilisierung

Fiir die Immobilisierung der Partikel wurden anfianglich Objekttrager verwendet, die mit Indi-
umzinnoxid (/ndium Tin Oxide, ITO) beschichtet sind. Diese werden vor allem beim MALDI-
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Imaging verwendet, da sie transparent und elektrisch leitend sind. Somit kénnen zum einen
spektroskopische Untersuchungen, zum Beispiel mit einem Mikroskop oder Fluoreszenzscan-
ner, und zum anderen massenspektrometrische Analysen mit einem MALDI-TOF-MS auf

demselben Trager durchgefiihrt werden.

Zu Beginn wurde eine Strategie verfolgt, bei der die Partikel kovalent an die Oberfldche ge-
bunden werden sollten. Dazu wurde die ITO-Oberfliche mit einem Epoxysilan modifiziert.
Die Partikel trugen Peptide auf den Oberfldchen, welche primédre Amine als Endgruppe besit-
zen. Diese konnen mit den Epoxidgruppen auf dem modifizierten Objekttrager unter Ausbil-
dung einer kovalenten Bindung reagieren und so die Partikel kovalent fixieren. Es hat sich
gezeigt, dass TentaGel-Partikel mit einer Groe von 30 um gut immobilisiert werden kénnen.
Auch konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Proteininkubation als auch Messungen mit
MALDI-TOF-MS moglich waren.['4?! Allerdings ist die Menge an Peptid auf Partikeln, mit
einem Durchmesser von 30 pm, vergleichsweise gering. Zwar konnte mit dieser Methode ein
Peptid detektiert werden, eine Fragmentierung und somit Sequenzidentifizierung war aller-
dings nicht mdglich. Aus diesem Grund wurden Partikel verwendet, die einen Durchmesser
von 75 um haben und damit eine ungefihr 17fach hohere Kapazitit an Peptid auf der Oberfla-
che besitzen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Vergleich der PartikelgroBen, Menge an Partikeln pro Gramm, Masse eines Parti-
kels, Beladung pro Gramm und pro Partikel zwischen TentaGel® HL-NH: und TentaGel® M-
NH:-Partikel.

Kapazitiit pro
Polymer- Partikelgrofie Beladung
Partikel/g Partikel in
partikel in pm in pmol/g
pmol

TentaGel®

75 4,09 x 10° 470 12
HL-NH:
TentaGel®

30 6,60 x 107 230 0,7
M-NH:

Fiir die folgenden Experimente wurden TentaGel-Partikel verwendet, die unmodifiziert waren
und nur primire Amine auf der Oberflidche trugen. Dazu wurden TentaGel-Partikel mit 30 pm
und 75 um Durchmesser in basischem Puffer (pH = 8) suspendiert und auf die Epoxid-funkti-

onalisierten ITO-Oberfliche gegeben. Die Partikel mit 30 um Durchmesser konnten wie zuvor
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beschrieben immobilisiert werden. Auch nach wiederholtem Waschen 16sten sich diese nicht

ab.

Die Immobilisierung der Partikel mit 75 pm gelang nicht. Die Partikel wurden durch das Wa-
schen mit wassrigen Puffern von der Oberfldche gespiilt. Dies ist damit zu erkldren, dass die
grofleren Partikel einen hoheren Stromungswiederstand besitzen als die Partikel mit nur 30 pm
Durchmesser. Die Bindung zwischen den Epoxiden auf der Oberfldche und den Aminogruppen

der Peptide war nicht ausreichend, um eine permanente Immobilisierung zu ermoglichen.

Alternativ zu der kovalenten Immobilisierung sollte die Verwendung von Klebstoffen und Kle-
befilmen zur permanenten Fixierung der Partikel getestet werden. Die Verwendung von Se-
kundenkleber auf der ITO-Oberfldche erwies sich hierbei als ungeeignet, da die Partikel teil-
weise vom Kleber umschlossen wurden. Dadurch waren die Partikel weder fiir den Bindungs-
assay noch eine massenspektrometrische Analyse zugédnglich.

Mit Hilfe von doppelseitigen Klebebdndern konnten die Partikel permanent fixiert werden.
Nachteil bei herkdémmlichen Klebebandern ist allerdings, dass es zu einer Isolierung der ITO-
Oberflache kommt und eine Verwendung im MALDI-TOF-MS nicht mehr moglich ist. Um
dieses Problem zu umgehen, wurde ein elektrisch leitendes doppelseitiges Klebeband der
Firma 3M™ verwendet. Das 3SM™ XYZ-Axis Electrically Conductive Tape 9713 ist ein diinnes
Klebeband (89 um), welches aus vernickelten Karbon-Fasern besteht und in alle drei Raum-
richtungen leitend ist. Somit ergab sich der Vorteil, dass keine ITO beschichteten Objekttrager
verwendet werden mussten, da die Leitfihigkeit direkt durch das Klebeband gewdéhrleistet
wurde. Dadurch war es moglich, einen herkommlichen, kostengiinstigen Objekttrager zu ver-
wenden.

Als Grundlage fiir das Chip-System wurde im Folgenden ein herkommlicher Objekttrager aus
Glas mit dem elektrisch leitendenden doppelseitigen Klebeband modifiziert. Im néchsten
Schritt galt es die Partikel auf dem modifizierten Objekttrager zu immobilisieren. Dazu wurden
die Partikel im ersten Versuch auf einem blanken Glasobjekttriger verrieben und vorsichtig
auf das Chip-System iibertragen. Die Partikel konnten immobilisiert werden und haben durch
diverse Waschschritte ihre Position nicht verandert. Die Auftragung fiihrte allerdings zu einer
sehr unregelmifligen Anordnung der Partikel auf dem Chip (sieche Abbildung 10 A). Dabei
bilden die Partikel Cluster, was eine Differenzierung der einzelnen Partikel in einem Screening
erschwert, bis schlichtweg unmdéglich macht. Des Weiteren sind zwischen den Clustern grof3e
Freirdume zu erkennen, in denen keine Partikel immobilisiert wurden. Alles in Allem ist diese
Aufiragung ungeeignet, da keine zufriedenstellende Ausnutzung des Platzes stattfindet und

starke Clusterbildung auftritt.
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Um eine gleichmiBige Auftragung zu erreichen, wurde die Verwendung eines Siebes getestet.
Dabei ist von Vorteil, dass Siebe mit unterschiedlich definierter Maschenweite kommerziell
erhéltlich sind. Fiir die 75 pm groB8en TentaGel-Partikel wurde ein Sieb mit einer Maschen-
weite von 100 um verwendet. Somit konnte gewédhrleistet werden, dass ein einzelner Partikel
auch im gequollenen Zustand in eine Masche passt. Fiir die ersten Versuche wurde der Chip
mit der Klebeband-modifizierten Seite gegen das Sieb gedriickt und die Partikel auf der Ober-
fliche des Siebes verteilt. Manuell wurde leichter Druck auf die Partikel ausgeiibt, um sie in
die Maschen zu driicken. Anschlieend wurde das Sieb entfernt, wobei darauf geachtet wurde,
dass sich das Klebeband nicht vom Objekttrager 16st. Wie in Abbildung 10 B zu sehen ist,
wurde eine wesentlich bessere Verteilung der Partikel erreicht als bei der Auftragung ohne

Sieb.

Abbildung 10: Fluoreszenzscan (Emission 532 nm, Extinktion: 570 nm, Auflosung: 10 pm
pro Pixel) von TentaGel-Partikeln (75 um) auf einem Objekttrager. Die Immobilisierung er-
folgte mit Hilfe eines elektrisch leitenden, doppelseitigen Klebebandes. Aufgetragen A: unge-
ordnet, B: geordnet mit Hilfe eines Siebes mit einer Maschenweite von 100 pm.

Die Kapazitit, also die maximale Anzahl an Partikeln, die auf einen Chip passen, wurde be-
stimmt. Dazu wurde ein wie zuvor beschriebener Chip benutzt und an der Unterseite des Siebes
positioniert. Die trockenen TentaGel-Partikel wurden gleichméfBig auf dem Sieb verteilt und
auf den Chip gedriickt. AnschlieBend wurde das Sieb entfernt und der Chip im MArS vermes-
sen. Dabei wurde eine Anregungswellenlinge von 532 nm benutzt, da sich gezeigt hat, dass

TentaGel-Partikel dort eine hohe Eigenfluoreszenz aufweisen.['4]
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Die Partikelanzahl wurde automatisch mit der Software ImageJ bestimmt. Als niedrigste Flu-
oreszenzintensitit eines Partikels wurde dabei die zehnfache Intensitdt des Hintergrunds ge-
wahlt. Des Weiteren wurden eine Mindest- und MaximalgroBe (in Pixeln) angegeben, die de-
nen der Partikel entsprechen. Dies stellte sicher, dass Staubkorner und andere Verunreinigun-
gen von der Analyse ausgeschlossen wurden. Bis zu 50.000 Partikel konnten insgesamt auf
einem Chip identifiziert werden. Die Partikel wurden mit einer Dichte von 3.300 Partikel pro
cm? immobilisiert. So konnten die Partikel zum einen wesentlich dichter und zum anderen in
einer groBeren Anzahl auf dem Chip immobilisiert werden als in den bisher verdffentlichten
Chip-basierten Screenings von OBOC-Bibliotheken (sieche Kapitel 3.6.2). Dabei wurde beo-
bachtet, dass ca. 20 % der Partikel bei der Immobilisierung verloren gingen. Dieser Verlust an
Partikeln ist damit zu erkldren, dass Partikel am Sieb hingen bleiben oder sich in zweiter Lage
befinden und somit keinen direkten Kontakt mit dem Klebeband haben, wodurch sie mit dem
Sieb entfernt werden. Dies hat allerdings keinen Einfluss auf das nachfolgende Screening.
Hierbei ist es nur wichtig, dass eine Monolage aus immobilisierten Partikeln auf dem Chip
vorliegt.

Es konnte gezeigt werden, dass ein Chip hergestellt werden kann, bei dem die Partikel geordnet
in einer Monolage irreversibel immobilisiert vorliegen (siche Abbildung 11). Das elektrisch
leitende, doppelseitige Klebeband soll dabei nicht nur die fiir das Screening wichtige Immobi-
lisierung sicherstellen, sondern auch die Sequenzierung mittels MALDI-TOF-MS ermogli-
chen. In den nichsten Kapiteln sollte getestet werden, ob die Sequenzierung mittels MALDI-

TOF-MS tatsiachlich direkt auf diesem Chip moglich ist.
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LR

mit elektrisch leitendem, doppelseitigem Klebeband modifizierten Objekttrager. Im Hinter-
grund sind die diinnen, vernickelten Karbon-Fasern des Klebebands zu erkennen.

4.1.2 Peptidsequenzidentifizierung positiver Treffer

Wesentliches Ziel dieser Arbeit war es eine Methode zu entwickeln, die es ermoglicht eine
Sequenzbestimmung mit MALDI-TOF-MS, direkt auf dem Chip, durchzufithren. MALDI-
TOF-MS bietet den Vorteil, dass ortsaufgeloste Massenspektren gemessen werden konnen.
Damit kénnen Partikel, die zuvor als positiv identifiziert wurden, gezielt angesteuert und Mas-
senspektren direkt von einzelnen Partikeln gemessen werden. Daflir musste zunéchst sicherge-
stellt werden, dass die Peptide riickstandsfrei von den Partikeln abgespalten wurden. Dies ist

mit Hilfe eines geeigneten spaltbaren Linkers zwischen Partikel und Peptid moglich.

Linker-Auswahl
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Prinzipiell war es wichtig, dass die Spaltung des Linkers zwischen Partikel und Peptid ohne
fliissige Reagenzien stattfinden sollte. Der Einsatz von fliissigen Reagenzien wiirde dazu fiih-
ren, dass die Peptide von den Partikeloberflichen gespiilt und nicht mehr eindeutig einem be-
stimmten Partikel zugeordnet werden konnen. Dies ist entscheidend flir die Entwicklung einer
ortsaufgelosten On-Bead-Sequenzierung mittels MALDI-TOF-MS.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass photolabile Linker fiir die direkte Messung von Pepti-
den von den Partikeln verwendet werden kénnen.'**] Diese Linker kénnen mittels UV-Licht
vor der Sequenzierung mit MALDI-TOF-MS/MS gespalten werden und wurden bereits fiir die
direkte Sequenzierung von Peptiden aus OBOC-Peptidbibliotheken eingesetzt.l'*] Photolabile
Linker haben jedoch den Nachteil, dass wihrend der Synthese der Peptide auf den auf den
absoluten Ausschluss von Licht geachtet werden muss. Dies ist vor allem bei der mehrschrit-

tigen Split-and-Mix-Synthese von OBOC-Peptidbibliotheken schwierig.

Aus diesem Grund wurde der Linker 4-(Hydroxymethyl)benzoesdure (HMBA) verwendet.
Dieser kann mit gasformigem Ammoniak gespalten werden (siche Abbildung 12).['4] Die Pep-
tide wurden hierbei direkt {iber den HMBA-Linker an die Partikel gekoppelt. Auf den Aus-
schluss von Licht musste wihrend der Peptidsynthese nicht geachtet werden. Des Weiteren
wurde eine dritte Orthogonalitét eingefiihrt. Diese ermoglichte es, die tempordre Schutzgruppe
Fmoc wihrend der Peptidsynthese mit schwachen organischen Basen wie Piperidin abzuspal-
ten. Die permanenten Schutzgruppen wurden nach der Synthese mit starken Sduren wie TFA
entfernt. Die Peptide verblieben fiir den Bindungsassay auf den Partikeln. Die Peptide wurden
abschliefend mit gasformigem Ammoniak als Amide riickstandsfrei abgespalten, wodurch
fliissige Reagenzien vermieden wurden. Die Peptide verblieben auf oder in dem jeweiligen
Partikel und eine ortsaufgeloste MALDI-TOF-MS/MS-Messung der Peptide von den Partikeln

war moglich.

O o)
OH+ N

o) 0 NH; O
Q_Nﬁ < > Peptid — > C)—'\'ﬁ C Peptid

Abbildung 12: Abspaltung eines Peptids von einem mit HMBA-Linker modifizierten Partikel.

Spacer-Sequenz

Zwischen dem Polymerharz und der eigentlichen Peptidsequenz wurde zusitzlich eine Spacer-

Sequenz (GTERSGG) eingebaut. Diese sollte zum einen einen Abstand zwischen Partikel und
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aktiver Peptidsequenz sicherstellen, damit die Peptide fiir den Bindungspartner sterisch besser
zuginglich sind. Zum anderen sollte die Spacer-Sequenz die lonisierbarkeit, bezichungsweise
die Fragmentierbarkeit, der Peptide verbessern.['*3] Dabei half Arginin die gesamte Ionisier-
barkeit/Desorption der Peptide zu verbessern,['*”) Glutaminsiure steigerte hingegen die Frag-
mentierbarkeit! 48], Des Weiteren war die Sequenz formal elektrisch-neutral geladen und ent-
hilt die Aminosduren Serin und Threonin. Diese sind hydrophil und sollten die unspezifischen

Wechselwirkungen zwischen der Spacer-Sequenz und dem Target-Protein verringern.

Synthese der Testpeptide

Fiir die im Folgenden beschriebenen Experimente wurde ein Testpeptid synthetisiert. Dafiir
wurden TentaGel-Partikel verwendet, welche mit einem HMBA-Linker modifiziert wurden.
Nach dem Linker wurde die Spacer-Sequenz GTERSGG gekoppelt. Das Testpeptid besitzt
die Aminosiduresequenz DTHFPI (m/z (DTHFPI-GTERSGG) 1372,661). DTHFPI ist Teil des
N-Terminus von Hepcidin, ein Protein, welches fiir die Regulation der Eisenaufnahme in Sau-
getieren verantwortlich ist.['*] Dies spielt fiir die folgenden Experimente allerdings keine

Rolle, sondern wurde nur als Modellsequenz fiir die Peptidsequenzierung genutzt werden.

MALDI-Matrixauftragung

Die Herausforderung bei der Auftragung der MALDI-Matrix war es, einen diinnen Film an
Matrix auf dem Chip gleichméBig aufzutragen, ohne dabei die Peptide von den Partikeln zu
waschen. Fiir die in dieser Arbeit entwickelte Methode wurde eine handelsiibliche Airbrush
benutzt. Dabei wird die Matrix pneumatisch zerstdubt und als Aerosol auf den Chip aufgetra-
gen. Dies hat den Vorteil, dass die Matrix in kleinen Tropfchen auf die Partikel gelangte und
somit keine Peptide von den Partikeln gespiilt wurden.

Hierbei haben sich folgende Faktoren als wichtig herausgestellt: Der Abstand der Airbrush
muss so gewahlt werden, dass sich kein Fliissigkeitsfilm auf dem Chip bildet, sondern die Fliis-
sigkeit aus der Matrix direkt verdampft. Als optimaler Abstand der Airbrush zum Chip wurden
ca. 15 cm identifiziert. Ebenso musste der anliegende Druck der Druckluft so eingestellt wer-
den, dass die Matrix in einem ausreichenden Strom die Airbrush verldsst. Allerdings durfte
keine fliissige Matrix auf den Chip gelangen, da es ansonsten zu einer Vermischung der Peptide
auf dem Chip kommt. Dabei hat sich herausgestellt, dass 2 bar ausreichend sind, um eine opti-

male Matrixauftragung zu garantieren.
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Ein weiterer entscheidender Faktor war die Wahl der Matrix. StandardmafBig wird fiir die Mes-
sung der Peptide die Matrix a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (CHCA) benutzt.['>% Es ist aller-
dings bekannt, dass die verwendeten Matrix einen starken Einfluss auf die MALDI-Messung
hat. Um diesen Einfluss zu untersuchen, wurden Experimente mit vier unterschiedlichen Mat-
rices durchgefiihrt: CHCA, 2,5-Dihydroxybenzoesiure (2,5-DHB), super-DHB (Mischung aus
2,5-DHB und 2-Hydroxy-5-methoxybenzoesdure) und 2,5-Dihydroxyacetophenon (2,5-
DHAP).

Fiir dieses Experiment wurden vier Chips vorbereitet, auf denen jeweils Partikel mit dem Test-
peptid immobilisiert wurden. Fiir die Abspaltung der Peptide von den Partikeln wurde eine
Glaskammer verwendet, die in ihrer eigentlichen Funktion fiir das Anfarben von Objekttragern
benutzt wird. Diese Kammer bietet Platz flir bis zu fiinf Objekttrager. Sie wurde mit einem
Glasdeckel verschlossen und war dabei nicht luftdicht abgeschlossen. Am Boden der Kammer
befanden sich ca. 2 mL NH4OH (30 % in Wasser). Es wurde eine Halterung entwickelt, damit
die Chips den Boden der Kammer nicht beriihrten und somit nicht in Kontakt mit der Losung
kamen.

Der aus der NH4OH-Lsg. freiwerdende gasformige Ammoniak, fiihrt zur Spaltung des HMBA-
Linkers. So wurden die Peptide, wie bereits beschrieben (sieche Abbildung 12), von der Ober-
flache der Partikel abgespalten. Die Chips wurden anschlieSend mit den vier Matrices bespriiht.
2,5-DHB und super-DHB verfarbten sich nach der Auftragung der Matrix leicht braun. CHCA
und 2,5-DHAP ergaben hingegen einen gleichmifBigen Matrix-Film auf der Oberfliche der
Chips. Die Farbe der Matrix verdnderte sich wihrend der Aufiragung nicht. Auflichtmikrosko-
pische Aufnahmen konnten zeigen, dass CHCA und 2,5-DHAP (sieche Abbildung 13) feine
Kristalle auf der Oberfliche der Partikel bildeten.
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25 ym & 25 pym

Abbildung 13: Immobilisierter TentaGel-Partikel A: vor der Matrixauftragung, B nach der
Auftragung von 2,5-DHAP mittels Airbrush. Das Bild wurde aufgenommen mit einem Auf-
lichtmikroskop.

Die vier Chips wurden in einen fiir Objekttrager konzipierten MALDI-Tréger (MTP Slide-
Adapter) gespannt und in ein MALDI-TOF-MS (Bruker Autoflex II) eingeschleust. Die im
Gerit integrierte Kamera erlaubte die Ansteuerung einzelner Partikel auf dem Chip. Von den
Chips, die mit 2,5-DHB und super-DHB prépariert wurden, konnten keine Massenspektren
erhalten werden. Hingegen konnten bei den Chips, die mit CHCA und 2,5-DHAP prépariert
wurden, Peptide direkt von der Oberfldche der Partikel detektiert werden (siche Abbildung 14).
Die Signale mit der hochsten Intensitdt konnten dem protonierten Peptid zugeordnet werden.
Unter Verwendung der CHCA-Matrix wurde zusétzlich ein Adduktsignal detektiert, welches
ca. 62 Da iiber dem der Peptidmasse liegt. Die Identitit des Addukts konnte nicht geklart wer-
den. Da dieses Addukt nicht im Spektrum der Messung unter Verwendung von 2,5-DHAP
auftrat, ist davon auszugehen, dass es iiber eine Verunreinigung in der CHCA Matrix entstan-
den ist. Unter Verwendung von 2,5-DHAP wurde in geringer Intensitit das Natriumaddukt des
Peptids detektiert, was bei der MALDI-MS-Messung von Peptiden nicht uniiblich ist.

Die Messung mittels MALDI-MS sollten in einer spateren Anwendung dazu dienen, die Pep-
tidsequenz von einem einzelnen Partikel zu bestimmen. Dazu mussten die Peptide mittels
MS/MS fragmentiert werden. Hierbei zeigte 2,5-DHAP die besseren Eigenschaften. Zum einen
wurde ein besseres Signal-zu-Rausch-Verhiltnis erzielt, zum anderen wurden mehr Fragmente

detektiert.
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Abbildung 14: MALDI-MS-Spektren und MALDI-MS/MS (Vorlduferionenmasse = m/z
1372) der direkten Messung des Testpeptids (theoretisch: m/z 1372,66) auf der Oberflache
der Partikel unter Verwendung der MALDI-Matrix CHCA und 2,5-DHAP.

Es konnte gezeigt werden, dass die Verwendung einer kommerziellen Airbrush zur Aufiragung
der MALDI-Matrix geeignet ist. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die Messung eines Pep-
tids direkt von der Oberfldche der Partikel mittels MALDI-MS mdglich ist. Die Qualitit der
Spektren hiangt dabei maflgeblich von der verwendeten Matrix ab. Die Matrix 2,5-DHAB weist
dabei die besten Eigenschaften auf. So konnte das Peptid in einem sehr guten Signal-zu-

Rausch-Verhiltnis detektiert werden und eine nachfolgende Fragmentierung war moglich.

Fragmentierung

Die Sequenzierung der Peptide direkt vom Partikel stellt eine gro8e Herausforderung dar. Im
Allgemeinen ist die Fragmentierung von Peptiden mittels MS/MS ist fehlerbehaftet (siehe Ka-
pitel 3.5.4). Erschwerend kommt hinzu, dass fiir die Fragmentierung der Peptide nur maximal

12 pmol zu Verfiigung stehen. Zum Vergleich wurde das Testpeptid zum einen auf einem
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MALDI-Target und zum anderen direkt auf dem Partikel (On-Bead) gemessen. Fiir die Mes-
sung auf dem MALDI-Target wurde das Testpeptid von den Partikeln abgespalten, gelost, mit
CHCA unter Verwendung der Dried-Droplet-Methodel'3!! aufgetragen und anschlieBend mit
MALDI-MS/MS gemessen. Fiir die On-Bead-Messung wurden Partikel, beladen mit dem
Testpeptid, auf einem Chip immobilisiert, abgespalten, mit 2,5-DHAP Matrix bespriiht und
die MALDI-MS/MS direkt auf der Partikeloberfliche durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 15 dargestellt.

A MALDI-Target B On-Bead
100000 ~ 100000 -
90000 -
80000 b3 80000 -
) . 70000
3 3
T 60000 T 60000
5 po
@ ‘@ 50000
8 8
£ £ 40000 -
y1
30000 - b3
20000
10000 | | M ys| P 2 WL \
v4 1 |
0 ‘.L]hl e al iLl . e ) .)J“
200 400 600 800 1000 1200 1400 200 400 600 800 1000 1200 1400
m/z m/z

Abbildung 15: Vergleich der Fragmentierung des Testpeptids (theoretisch: m/z 1372,66) A:
auf dem MALDI-Target; B: direkt vom TentaGel-Partikel.

Der Messung des Testpeptids auf dem MALDI-Target ergab ein gutes Fragmentspektrum, in
dem viele Fragmente eindeutig zugeordnet werden konnten. Eine eindeutige Sequenzzuord-
nung war hierbei moglich. Im Gegensatz dazu ergab die Fragmentierung direkt auf dem Parti-
kel vergleichsweise wenig Fragmente. Es fiel auf, dass vor allem Fragmente mit hoheren Mas-
sen kaum detektiert werden konnten. So entstand eine Liicke zwischen den Fragmenten b4 bis
79 und zwischen y9 und y12. Eine eindeutige Identifizierung der Peptidsequenz anhand des
MS/MS-Spektrum war hierbei nicht moglich. Somit schien die Menge an Peptid, die auf der
Oberfldache der Partikel zur Verfligung stand, nicht ausreichend zu sein, um eine eindeutige

Sequenzierung der Peptide vorzunehmen.

Indirekte Kodierung der Peptidsequenz mit Hilfe von Abbruchsequenzen
Wiein Kapitel 3.5.5 beschrieben, existieren einige Methoden, um eine indirekte Identifizierung

der Peptidsequenz zu ermoglichen. Da bereits gezeigt werden konnte, dass Peptide mit guter
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Empfindlichkeit auf der Oberfldche der Partikel gemessen werden kdnnen, sollte eine Kodie-
rung der Peptidsequenz iiber Abbruchsequenzen eine Alternative zur Fragmentierung darstel-
len. Hierzu wurde die Methode von HILAIRE et al.['%] [eicht abgewandelt (siehe Abbildung 16).
Es wurden nur 5 % Boc-geschiitzte Aminosdure verwendet, im Gegensatz zu 10 % in der ur-
spriinglichen Anwendung. Dies hatte zur Folge, dass weniger Abbruchsequenzen im Vergleich
zum Volllingenpeptid, auf der Oberfliache der Beads vorlagen. Werden 10 % Boc-AA wihrend
jeder Kopplung benutzt, stehen beispielsweise nach acht Kopplungsschritten nur noch 48 %
Volllingenpeptide zur Verfligung. Bei 5 % Boc-AA sind es im Gegensatz dazu noch 70 %.
Somit konnen ldngere Peptide hergestellt werden, ohne dabei einen massiven Verlust an Voll-
langenpeptid hinzunehmen. Zudem werden weniger Abbruchsequenzen erzeugt, was die Ge-

fahr der Interaktion von kiirzeren Peptiden mit dem Protein minimiert.
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Abbildung 16: Synthese von Peptiden mit Hilfe der Abbruchsequenzmethode. Zur Erzeugung
der Abbruchsequenzen werden 5 % Boc-Aminosdure gemischt mit 95 % Fmoc-Aminosiure
benutzt.

Unter Verwendung der Abbruchsequenzmethode wurden vier Testpeptide synthetisiert (siche
Tabelle 2). Dabei enthielt das FLAG-Peptid den FLAG-7ag, wodurch dieses Peptid im
FLAG-Modellsystem als Positivkontrolle verwendet werden konnte. NK-Peptidl enthielt wie
das Testpeptid den N-Terminus von Hepcidin und NK-Peptid2 den inversen N-Terminus von
Hepcidin, wobei Isoleuzin durch ein Valin ausgetauscht wurde. Dadurch sollte sichergestellt

werden, dass auch Peptidsequenzen mit dhnlichen Aminosdurezusammensetzungen eindeutig
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sequenziert und unterschieden werden konnten. Die Sequenz von NK-Peptid3 wurde zufillig
gewihlt, wobei sie im Gegensatz zu den anderen Testpeptiden viele basische Aminosiduren
enthielt. Somit sollte ein moglichst breites Spektrum an unterschiedlichen Peptiden untersucht

werden.

Als stationdre Phase wurden weiterhin TentaGel-Partikel (75 pum) und HMBA als Linker ver-
wendet. Als Spacer-Sequenz wurde bei allen Peptiden GGGTERSGG verwendet. Die Spacer-
Sequenz hat hierbei auch den Nutzen, dass alle Abbruchsequenzen eine Masse iiber 700 Da
aufwiesen. Somit waren die Massen aller Abbruchsequenzen in dem fiir MALDI-MS giinstigen
Massenbereich. Masse-zu-Ladungsverhiltnisse unter m/z 700 sind mitunter schwer zu detek-
tieren, da Matrixcluster in diesem Massenbereich aufireten konnen.!'>?! Zusitzlich beinhaltete
die Spacer-Sequenz ein Arginin, was die Ionisierung im positiven Modus begiinstigt. Die auf
die Spacer-Sequenz folgende Peptidsequenz wurde mit der Abbruchsequenzmethode syntheti-
siert. Dabei wurden fiir jedes Peptid acht Kopplungsschritte mit 5 % Boc-AA und 95 % Fmoc-
AA durchgefiihrt.

Tabelle 2: Sequenzen und theoretische m/z der hergestellten Testpeptide. Die Aminosédurese-
quenz nach der Spacer-Sequenz (GGGTERSGG) wurde mit Hilfe der Abbruchsequenzme-
thode hergestellt.

FLAG-Peptid | NK-Peptidl NK-Peptid2 NK-Peptid3
Peptid- und DYKDDDDK - | DTHFPIGG - | VPFHTDGG - | KFVPFKKS -
Spacer-Sequenz | GGGTERSGG | GGGTERSGG | GGGTERSGG | GGG-
TERSGG
m/z (theoretisch) | 1700.75 1600,76 1586,73 1737,94

Im Anschluss der Synthese sollte untersucht werden, inwiefern eine Sequenzidentifizierung
mithilfe der Abbruchsequenzen moglich ist. Hierzu wurden die vier Partikelpopulationen mit-
einander vermischt und auf einem Chip wie zuvor beschrieben immobilisiert. Von den Parti-
keln wurden die Peptide mit gasformigem Ammoniak abgespalten und mit der Matrix bespriiht.
Der Chip wurde anschliefend ins MALDI-TOF-MS eingeschleust und ein Massenspektrum
der Peptide wurde direkt mittels MALDI-TOF-MS von der Oberfliche gemessen. Fiir den Ver-
gleich zwischen Fragmentierung und Dekodierung mithilfe der Abbruchsequenzen, wurde von
dem Volllingenpeptid ein MS/MS-Spektrum aufgenommen. Von jeder Partikelpopulation

wurden dabei drei Partikel gemessen, sodass bei vier unterschiedlichen Peptiden insgesamt 24
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Messungen durchgefiihrt wurden. Exemplarisch ist ein Vergleich eines MS (Abbruchsequen-
zen) und eines MS/MS-Spektrum in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Vergleich der Sequenzidentifizierung fiir das FLAG-Peptid mit Spacer-Se-
quenz (DYKDDDDK-GGTERSGG). A: Direkte Fragmentierung mittels MALDI-TOF-
MS/MS. B: Abbruchsequenzen des Peptids, gemessen mittels MALDI-TOF-MS.
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Um beide Methoden der Sequenzidentifizierung miteinander vergleichen zu kénnen, wurden
die erhaltenen Spektren mit der Software Spec2Seq (siehe Kapitel 4.2) automatisch ausgewer-
tet. Der Treffer mit dem hochsten Score wurde mit der tatsdchlichen Sequenz der Peptide ver-
glichen. Ausgewertet wurde, wie viele Aminosduren insgesamt im Peptid richtig erkannt wur-
den und zusitzlich wie viele dieser Aminoséduren sich an der richtigen Position im Peptid be-

finden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Vergleich der Zuverlassigkeit von Fragmentierung mittels MS/MS und Dekodie-
rung liber Abbruchsequenzen anhand von vier bekannten Testpeptiden. Die Messungen wur-
den direkt vom einzelnen Partikel durchgefiihrt. Gezeigt wird der Anteil an richtig erkannten
Aminosduren (AS) in der Sequenz sowie der Anteil der Aminoséduren an der richtigen Position
in der Sequenz.

AS erkannt mittels MS/MS AS erkannt mittels
. Fragmentierung Abbruchsequenzen
Peptid o tves 0/ wiobits o/ richti
% richtige % richtige % richtige AS %o richtige
AS Position Position
FLAG-Peptid 46 17 100 100
NK-Peptidl 63 20 100 100
NK-Peptid2 50 33 100 100
NK-Peptid3 62 16 100 100

Aus der Tabelle 3 ist eindeutig zu erkennen, dass die indirekte Sequenzidentifizierung mittels
Abbruchsequenzen wesentlich bessere Ergebnisse liefert. Fiir alle gemessenen Peptide konnten
100 % der Aminosduren an den richtigen Positionen identifiziert werden. Dabei konnten so-
wohl sehr dhnliche Peptidsequenzen (NK-Peptidl und NK-Peptid2) eindeutig voneinander
unterschieden werden als auch chemisch sehr unterschiedliche Peptidsequenzen (FLAG-Pep-

tid und NK-Peptid3) mit gleicher Zuverlassigkeit identifiziert werden.

Wie bereits in Kapitel 3.5.4 beschrieben, liefert die direkte Sequenzidentifizierung mittels
MS/MS-Fragmentierung ungeniigende Ergebnisse. Im Durchschnitt wurden nur 50 % der Ami-
nosduren erkannt und 30 % an der richtigen Position. Die Wiederfindung von 30 % ist dabei
noch schlechter als die 60 %, die in der Literatur beschrieben werden.[”3] Dies bestitigt die
These, dass bei geringen Peptidkonzentrationen auf der Oberfldche der Partikel eine zuverlds-
sige Fragmentierung nicht mehr mdoglich ist. Die Dekodierung tiber kiinstlich eingeftihrte Ab-
bruchsequenzen liefert allerdings eine einfache und zuverlassige Methode, um Peptidsequen-

zen eindeutig zu identifizieren.

4.1.3 On-Chip-Inkubation

Um die OBOC-Bibliothek auf eine Interaktion mit einem Protein hin zu untersuchen, muss
diese mit dem Zielmolekiil (Protein) inkubiert werden, was als Target-Screening bezeichnet
wird. Fiir das Modellsystem soll als Zielmolekiil der anti-FLAG-Antikoérper M2 verwendet und
anschlieBend mit einem sekunddren anti-Maus-Atto633-Antikérper angefarbt werden. Die
FLAG-Sequenz besteht aus acht Aminosduren (DYKDDDDK).[!53] Dieses Peptid wurde ur-
spriinglich als Tag (Markierung) bei der Herstellung von rekombinanten Proteinen verwendet.
Der monoklonale Mausantikorper anti-FLAG M2 wurde spezifisch gegen das FLAG-Peptid
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entwickelt und die Interaktion zwischen Peptid und Antikdrper ist in der Literatur umfassend
beschrieben.['34157] Somit stellt die Wechselwirkung zwischen FLAG-Peptid und dem anti-
FLAG-Antikorper M2 ein ideales Modell dar, um die Interaktion von einem hoch affinen Pep-
tid zu einem Protein zu untersuchen.

Die vier Testpeptide (FLAG-Peptid, NK-Peptidl, NK-Peptid2, NK-Peptid3, siche Tabelle
2) wurden fiir das Modellsystem verwendet, wobei das FLAG-Peptid die FLAG-Sequenz ent-
halt und im Folgenden als Positivkontrolle verwendet wird. Die drei weiteren Peptide enthalten
zufillige Peptidsequenzen, flir die keine Interaktion mit dem anti-FLAG-Antikorper bekannt

ist. Diese Peptide wurden als Negativkontrolle verwendet.

Im ersten Schritt sollte untersucht werden, inwiefern die hergestellten Peptide Interaktionen
mit Antikdrpern zeigen. Hierzu wurde ein Bindungsassay direkt auf der Oberfliche der Tenta-
Gel-Partikel durchgefiihrt. Die vier partikelgebundenen Testpeptide wurden jeweils mit dem
anti-FLAG-Antikdrper in Suspension inkubiert und anschlieBend gewaschen. Um die Interak-
tion zwischen Peptid und anti-FL AG-Antik6rper sichtbar zu machen, wurde im zweiten Schritt
mit einem fluoreszenzmarkierten sekundidren anti-Maus-Atto633-Antikorper inkubiert. Ab-
schliefend wurden die Ansitze gewaschen, die Partikel auf einen Objekttrager gegeben und
mit Hilfe eines Microarray-Scanners (MArS) in Hinblick auf ihre Fluoreszenz untersucht

(siehe Tabelle 4).
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Tabelle 4: Fluoreszenz-Scans von Partikeln mit den vier Testpeptiden (FLAG-Peptid, NK-
Peptidl, NK-Peptid2, NK-Peptid3) vor und nach der Inkubation mit anti-FLAG-Antikdrper
M2 und Anfirbung mit anti-Maus Atto633. Relative Fluoreszenzintensitit normiert auf die
absolute Fluoreszenzintensitit auf das FLAG-Peptid.

FLAG-Peptid NK-Peptidl NK-Peptid2 NK-Peptid3

Fluoreszenz-
Scan der Parti-
kel vor der In-
kubation

Fluoreszenz-
Scan der Parti-
kel nach Inku-
bation mit

dem anti-
FLAG-AK

Relative
Fluoreszenz- 100 % 3% -5% 6 %
intensitit

Wie in Tabelle 4 zu erkennen ist, wies die Positivkontrolle ein deutlich héheres Fluoreszenz-
signal nach der Inkubation mit dem anti-FLAG-Antikorper M2 auf als vor der Inkubation. So-
mit kann auf eine Wechselwirkung des FLAG-Peptids mit dem anti-FLAG-Antikérper M2
geschlossen werden. Wohingegen bei den Partikeln mit Peptiden der Negativkontrollen nach
der Inkubation mit dem Antikorper kein wesentlicher Anstieg der Fluoreszenzintensitét zu be-
obachten war. Demzufolge konnte davon ausgegangen werden, dass es zu keiner Wechselwir-
kung der Negativkontrollen mit dem anti-FLAG-Antikorper kam. Dies zeigte, dass die herge-
stellten Peptide ein geeignetes Modell waren, um die Interaktion eines Proteins (anti-FLAG-
Antikorper M2) mit einer bindenden Peptidsequenz (FLAG-Peptid, Positivkontrolle) zu si-

mulieren.

Die Inkubation der Partikel kann prinzipiell vor oder nach der Immobilisierung auf dem Chip
geschehen. Allerdings hat sich gezeigt, dass vorinkubierte Partikel durch die Immobilisierung
iber das Sieb stark an Fluoreszenzintensitét verlieren. Dies ist moglicherweise damit zu erkla-
ren, dass es bei der Auftragung zum Abrieb der Proteine durch die Maschen kommt. Dabei

wird wahrscheinlich die weiche PEG-Hiille der verwendeten TentaGel-Partikel mechanisch
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beansprucht. Aus diesen Griinden wurde die Inkubation mit den Antikérpern im Folgenden
direkt auf dem Chip vorgenommen. Dazu wurde der Chip in eine runde Glasschale (Pet-
rischale) gelegt und auf einem Orbitalschiittler leicht bewegt. Die Rotation wurde dabei gering
gewihlt, damit wéhrend der Inkubation keine Partikel von der Oberfliche des Chips gelost
wurden. Es wurde beobachtet, dass die Inkubation mit dem primiren Antikorper (anti-FLAG-
Ak) fiir eine Stunde nicht ausreichend war. Aus diesem Grund wurde die Inkubation mit dem
primdren Antikorper im Folgenden fiir ca. 16 Stunden durchgefiihrt. AnschlieBend wurde ge-
waschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. Fiir die Anfarbung mit dem sekundéren
anti-Maus-Atto633-Antikorper war eine Stunde ausreichend.

Ein weiterer Vorteil der Inkubation auf dem Chip ist die Durchfiihrung von zweistufigen Scree-
nings. Die Identifikation von falsch-positiven Partikeln ist bei Partikel-basierten Peptidbiblio-
theken ein generelles Problem. Dies kann mehrere Griinde haben: Aufgrund von Produktions-
fehlern kann es vorkommen, dass die PEG-Hiille der TentaGel-Partikel den Polystyrolkern
nicht vollstdndig umschlieBen. Dies hat zur Folge, dass jegliche Art von Proteinen (z. B. der
farbmarkierte sekundére Antikdrper) unspezifisch an die Partikel binden. Somit kommt es beim
Screening zu einer Detektion dieser fehlerhaften Partikel als ,,positiv*. Zusétzlich ist es nicht
ausgeschlossen, dass eine der Peptidsequenzen auf der Oberfldche der Partikel spezifisch mit
dem sekundiren Antikorper oder dem Fluoreszenzfarbstoff interagiert. Im Fluoreszenzscan
kann dies allerdings nicht von einer spezifischen Interaktion des Zielproteins unterschieden
werden. Des Weiteren ist bekannt, dass bei einigen TentaGel-Partikeln sporadisch eine hohe

Eigenfluoreszenz auftreten kann.!>8]

DING et al. haben aus diesem Grund vorgeschlagen, fehlerhafte oder unspezifisch-bindende
Partikel vor der Verwendung im Screening zu identifizieren und manuell zu entfernen.['>] Die
Moglichkeit eines zweistufigen Screenings bietet den entscheidenden Vorteil, dass die Identi-

fikation von falsch-positiven Partikeln direkt auf dem Chip geschehen kann.

Um dies zu untersuchen, wurden Partikel mit Peptiden der Negativkontrolle (NK-Peptidl,
NK-Peptid2, NK-Peptid3) zehn zu eins mit FLAG-Peptid-Partikeln gemischt. Diese Parti-
kelmischung wurde auf einem Chip immobilisiert (siche Kapitel4.1.1). Zundchst wurde ein
Prescreening der immobilisierten Partikel durchgefiihrt. Dazu wurde nur mit dem sekundéren
Antikorper und ohne das Zielmolekiil inkubiert. Partikel, die hierbei eine hohe Fluoreszenz
aufwiesen, wurden als falsch-positiv identifiziert und vermerkt. Dabei konnte nicht unterschie-
den werden, ob die detektierte Fluoreszenz durch die Bindung des sekundéren Fluoreszenz-
markierten Antikorpers oder eine hohe Autofluoreszenz der Partikel ausgeldst wurde. Dies war

allerdings auch nicht von Interesse, da nur entscheidend war, ob die detektierte Fluoreszenz im
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Target-Screening durch das Zielprotein ausgelost wurde. Sollte dies doch von Interesse sein,
kann der Chip zusétzlich vor dem Prescreening per Fluoreszenz-Scan untersucht werden. Unter
der Pramisse eine moglichst zeiteffektive Methode zu entwickeln, wurde auf diesen Schritt in

den folgenden Experimenten verzichtet.

Um Proteine von der Oberfliche des Chips nach dem Prescreening vollstindig zu entfernen,
wurde dieser in einer Lésung von 6 M Guanidiniumhydrochlorid, regeneriert. Dazu wurde der
Chip in eine Schale mit ca. 10 mL der Losung gegeben und fiir mindestens 15 min leicht ge-

schittelt.

Nach der Regeneration, sowie ausgiebigem Waschen mit Wasser und PBS-Puffer, fand das
eigentliche Target-Screening statt. Hierbei wurde zuerst mit dem anti-FL AG-Antikérper inku-
biert, nicht gebundener Antikdrper abgewaschen und mit einem sekundiren Antikdrper ange-
farbt. Nach der Inkubation und dem Waschen des Chips, wurde dieser in einem Fluoreszenz-
scanner analysiert. Die Auswertung fand anschlieBend mit der Software ImagelJl!%0] statt. Als
positiv wurden nur solche Partikel bewertet, die im Target-Screening eine dreifach hohere Flu-
oreszenz im Vergleich zum Prescreening aufwiesen.

In Abbildung 18 ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit ein Ausschnitt gezeigt, bei dem im
Prescreening drei Partikel eine erhdhte Fluoreszenz aufwiesen und somit als falsch-positiv
markiert wurden. Im darauffolgenden Target-Screening wurden zwei weitere Partikel identifi-
ziert. Diese Partikel wurden im Folgenden als positiv gewertet, da sie keine erhohte Fluores-

zenz im Prescreening zeigen.
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Prescreening Target-Screening

Abbildung 18: Fluoreszenzscan (Aufldsung 10 um per Pixel) eines Chips. Uberlagerung vom
griimem (Anregung: 532 nm; Emission 570 nm) und rotem (Anregung 635 nm; Emission
670 nm) Fluoreszenzkanal. Im griinen Fluoreszenzkanal wird die Eigenfluoreszenz der Tenta-
Gel-Partikel detektiert und der rote Fluoreszenzkanal dient zur Identifikation positiv-gescreen-
ter Partikel. Links: Prescreening mit sekunddrem Antikorper (mit rotem fluorezenzierenden
Farbstoff) zur Identifizierung von falsch-positiven Partikeln. Rechts: Target Screening nach
der Inkubation mit dem Zielprotein gefolgt vom sekundédren Antikorper. Die Partikel mit den
Nummern 1 und 2 zeigen eine signifikant hohere Fluoreszenzintensitit im Target-Screening
und werden als positiv identifiziert. Im Gegensatz dazu zeigen die Partikel mit den Nummer 3-
5 vergleichbare Intensitéten in beiden Screenings und werden als falsch-positiv bewertet.

Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass eine direkte Inkubation mit den Proteinen auf dem
Chip moglich ist. Das regenerierbare Chip-System ermdglichte es, ein vorgeschaltetes
Prescreening durchzufiihren, mit dem potenziell falsch-positive Partikel vorab identifiziert

werden konnen.

4.2 Entwicklung der Software Spec2Seq zur Identifizierung von Peptidsequenzen

Wie in Kapitel 3.5.4 (De-Novo-Algorithmen zur Identifizierung von Peptidsequenzen) be-
schrieben, existieren zahlreiche Algorithmen zur Auswertung von MS/MS-Spektren. Diese
wurden in der Regel flir die Anwendung in der Proteomics entwickelt, konnen aber auch fiir
die Auswertung synthetischer Peptide aus OBOC-Bibliotheken genutzt werden. Allerdings
sind die existierenden Softwarelosungen nicht an die speziellen Randbedingungen einer syn-
thetischen Peptidbibliothek anpassbar. Viele Voreinstellungen konnen bei OBOC-Bibliothe-
ken jedoch zuvor getroffen werden, wie z. B. die Lange der zu identifizierenden Peptide. Des
Weiteren wird bei Peptidbibliotheken oft nur eine Auswahl an Aminosduren benutzt, sodass
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nur eine gewisse Kombination an Peptiden moglich ist. Die Beriicksichtigung von nur einigen
Aminosduren bei der Auswertung ist bei den meisten Programmen nicht ohne weiteres mog-
lich. Ein entscheidender Nachteil ist zudem, dass oft unnatiirliche Aminosduren nicht in die

Auswertung einbezogen werden konnen.

AuBlerdem existiert das Problem, dass zwar ein grofles Angebot an Auswertungssoftware flir
MS/MS-Spektren von Peptiden existiert, es allerdings keine Software fiir die automatische
Auswertung von Abbruchsequenzspektren gibt. Aus diesen Griinden sollte eine Software ent-
wickelt werden, die es erlaubt, die Randbedingungen einer OBOC-Bibliothek vor der Auswer-
tung einfach zu definieren und sowohl eine Auswertung der MS/MS-Spektren als auch von
Abbruchsequenzspektren eines Peptids zuldsst. Da die Software Spektren in Sequenzen iiber-

setzten soll, wird sie im Folgenden Spec2Seq (hergeleitet von spectrum to sequence)' genannt.

Fiir die Entwicklung der Software Spec2Seq wurde die Programmiersprache Java benutzt. Java
ist eine objektorientierte Sprache, auf deren Basis Skripte und Programme entwickelt und un-
abhidngig vom Betriebssystem des Benutzers ausgefiihrt werden konnen. Zudem lassen sich
einfache graphische Oberflachen, GUIs (Graphical User Interface) genannt, programmieren,

die auch eine Anwendung fiir Laien ermdglichen.

Als Grundlage fiir den Algorithmus von Spec2Seq sollte die Brute-Force-Methode dienen.
Diese Methode findet auch bei der Entschliisselung von Passwortern Anwendung, indem alle
méglichen Kombinationen erstellt und ausprobiert werden. Ahnlich funktioniert auch die Iden-
tifizierung der Peptide mit Hilfe von MS/MS-Spektren oder Abbruchsequenzspektren. Dabei
werden die Spektren fiir alle moglichen Peptide simuliert und mit dem realen Spektrum vergli-
chen. Mit steigender Anzahl der theoretisch moglichen Spektren steigt allerdings die bendtigte
Rechenleistung enorm. Aus diesem Grund findet die Brute-Force-Methode in den Proteomics
nur noch selten Anwendung. Die Randbedingungen bei OBOC-Bibliotheken reduzieren aller-
dings wesentlich die Anzahl der theoretisch moglichen Peptide, wodurch diese Methode ange-
wendet werden kann, ohne eine besonders hohe Rechenleistungen zu bendtigen. Der zugrun-
deliegende Algorithmus flir die Auswertung von MS/MS-Spektren unterscheidet sich dabei

nicht von dem fiir die Abbruchsequenzspektren.

! Hier gilt mein Dank Dr. Dario Remmler, der die langen, (fiir ihn) willkiirlichen Bezeichnungen meiner GUIs leid
war und den Namen Spec2Seq erdacht hat.
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4.2.1 GUI fiir die Auswertung von MS/MS-Spektren

Ein Screenshot des GUIs von Spec2Seq fiir die Auswertung der der MS/MS-Spektren ist in
Abbildung 19 dargestellt. Ein MS/MS-Spektrum (ASCII-Format) wird in die Software geladen
und die Signale aus dem Spektrum werden automatisch erfasst. Hierbei werden nur die mo-
noisotopischen Massen der Fragmente beriicksichtigt. Im GUI kénnen unterschiedliche Rand-
bedingungen fiir die Auswertung der Spektren definiert werden. In dem Feld Variable Amino
Acids (siche Abbildung 19) werden die in der Erstellung der Peptidbibliothek verwendeten
Aminosduren eingetragen. Nur diese werden bei der Simulation der Peptide beriicksichtigt.
Des Weiteren konnen Sequenzabschnitte (z. B. Spacer-Sequenzen) am C- oder N-Terminus
definiert werden, die fiir alle simulierten Peptide konstant gehalten werden. Fiir die Simulation
der MS/MS-Spektren kommen nur Peptide in Frage, die in einem vordefinierten Massenbe-
reich (Abbildung 19, Mass Tol. MS) um die gemessene Parent lon Mass liegen. Dieser Bereich

wird maf3geblich von der Auflosung des verwendeten Massenspektrometers beeinflusst.
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Variable Amino Acids C-Terminal Modification

[KDYTHPIGVFS | [NH2 [~]

N-Terminal AA-Sequence C-Terminal AA-Sequence

| | [cGTERSG |

Select MS/MS-Spectrum | Show Peaks
Length of Peptide 6 AAs
Parent lon Mass 1372.623 Da
Mass Tol. MS 0.25 Da
Mass Tol. MS/IMS 1 Da

Results () Save Results

Sequence: H2ZN-DTHFPIGGTERSG-CO-NH2 ; Mass: 1372.6609; Score: 166

Sequence: H2ZN-TDHFPIGGTERSG-CO-NH2 ; Mass: 1372.6609; Score: 166

Sequence: H2N-HTDFPIGGTERSG-CO-NH2 ; Mass: 1372.6609; Score: 158

Sequence: HZN-DTHFIPGGTERSG-CO-NH2 ; Mass: 1372.6609; Score: 156

Sequence: HZN-THDFPIGGTERSG-CO-NH2 ; Mass: 1372.6609; Score: 154

Sequence: H2ZN-KKPFPIGGTERSG-CO-NH2 ; Mass: 1372.7701; Score: 148

Sequence: HZN-HDTFPIGGTERSG-CO-NH2 ; Mass: 1372.6609; Score: 148

Sequence: H2ZN-HTDFIPGGTERSG-CO-NH2 ; Mass: 1372.6609; Score: 148

| |
| |
| |
| |
| Sequence: H2ZN-TDHFIPGGTERSG-CO-NH2 ; Mass: 1372.6609; Score: 156 |
| |
| |
| |
| |
| |

Sequence: H2ZN-KPKFPIGGTERSG-CO-NH2 ; Mass: 1372.7701; Score: 146

made by Timm Schwaar

Abbildung 19: Screenshot des GUI von Spec2Seq, was bei der Auswertung von MS/MS-
Spektren zur Identifizierung von Peptidsequenzen genutzt wird.

Jedem simulierten Peptid wird ein Score (Kennzahl) zugeordnet, der ein MaB fiir die Uberein-
stimmung mit dem realen Spektrum darstellt. Die maximal erlaubte Abweichung zwischen si-
mulierten Fragmenten und detektierten Signalen im Spektrum muss im Vorhinein definiert
werden. (Abbildung 19, Mass Tol MS/MS.). Diese ist in der Regel grofer als die Abweichung,
die bei der des Vorlauferions (Parent lon Mass) zuléssig ist.

Fiir die Fragmentierung der Peptide in dieser Arbeit wurde ein MALDI-TOF-MS/MS mit CID
benutzt. Bei dieser MS/MS-Methode entstehen bevorzugt y- und b-Fragmente (sieche Kapitel
3.5.4 Peptidfragmentierung mittels MS/MS).’®) Somit kann eine identifizierte Ubereinstim-
mung mit einem Fragment aus der y- und b-Serie hoher bewertet werden als die der a-, c-, x-,
z-Serien oder Neutralverlusten. Hierbei werden erkannte y- und b-Fragmente mit 10 bewertet.
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Die selteneren
a-, c-, X-, z-Fragmente sowie der Neutralverlust von HO und NHj3 der y- und b-Fragmente
wurden hingegen mit 2 bewertet. Diese Werte werden aufsummiert und ein Score fiir jede
mogliche Peptidsequenz gebildet. Die Peptidsequenzen werden absteigend nach ihrem Score
im GUI (Abbildung 19, Results) aufgelistet. Ein Klick auf die jeweilige Peptidsequenz erzeugt
ein Fenster, in dem die erkannten Fragmente im Spektrum angezeigt werden (siche Abbildung

20).

|£| DrawGraph - O X

1372562 y13

100

90

80

70

60

50

40

354187 b3

30

20

476 623 770 915 1062 1209 1353 1500

Abbildung 20: Screenshot des Fragmentspektrums des Peptids DTHFPIGGTERSG mit der
automatischen Zuordnung von Peptidfragmenten.

Um zu zeigen, dass die entwickelte Software vergleichbare Ergebnisse zu kommerzieller Soft-
ware liefert, wurden MS/MS-Spektren zweier Peptide verglichen (sieche Tabelle 5). Als Refe-
renz flir eine kommerzielle Software wurde BioTools!'®! der Firma Bruker verwendet. Diese
Software erlaubt es ebenfalls einige Randbedingungen zu definieren. So kénnen eine C-termi-
nale Spacer-Sequenz definiert, die Lange der Peptide festgelegt und Aminosduren ausgeschlos-

sen werden, die nicht in der Sequenz vorkommen konnen. Allerdings ist es nicht moglich,
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Aminosduren, die in der Spacer-Sequenz vorkommen, auszuschlieBen. Die Einstellung von
speziellen Randbedingungen wird bei der Auswertung fiir die Proteomics iiblicherweise nicht
vorgenommen. Somit ist die Einstellung von Randbedingungen moglich, allerdings nur in Un-
termentis zu finden und somit nicht einfach vorzunehmen.

BioTools berechnet die Peptidsequenzen auf Basis der Graphen-Theorie und gibt jeder Pep-
tidsequenz einen Score. Ubereinstimmende Fragmente werden mit den gleichen Wertigkeiten
wie in Spec2Seq (10 fiir y und b, 2 fiir alle restlichen Fragmente) bewertet. Die berechneten

Peptidsequenzen werden von BioTools absteigend nach ihrem Score sortiert.

Tabelle 5: Berechnungen der Peptidsequenz auf Grundlage von MS/MS-Spektren mit Hilfe
der Software Spec2Seq und BioTools. Gezeigt sind die beiden errechneten Sequenzen mit dem
hochsten Score.

Peptidsequenz mit Spec2Seq BioTools
Spacer GGTERSG Peptidsequenz (Score) Peptidsequenz (Score)
DTHFPI — GGTERSG (166) DTHFPI — GGTERSG (554)
DTHFPI
TDHFPI — GGTERSG (166) DHTFPI - GGTERSG (204)
VPFHTD — GGTERSG (156) | PVFHTD — GGTERSG (596)
VPFHTD

VPHFTD — GGTERSG (148) | VPFHTD — GGTERSG (259)

Wie in Tabelle 5 zu erkennen ist, konnte weder die kommerzielle Software BioTools noch
Spec2Seq die Sequenzen zweifelsfrei bestimmen. Dies bestétigt, wie schwierig die Berech-
nung von Peptidsequenzen aus MS/MS-Spektren ist. Interessanterweise erkannte BioTools, im
Gegensatz zu Spec2Seq, die Sequenz DTHFPIGGTERSG eindeutig richtig, wohingegen die
Sequenz VPFHTDGGTERSG nur von Spec2Seq richtig erkannt wurde. Vermutlich sind die
grundlegend unterschiedlichen Algorithmen, die zur Ermittlung der Peptidsequenzen benutzt
werden, Ursache fiir die Abweichungen. Allerdings zeigte dieser Vergleich, dass es moglich
ist, mit Spec2Seq richtig Peptidsequenzen zu identifizieren. Dabei ist die Anwenderfreundlich-
keit von Spec2Seq fiir Peptidbibliotheken wesentlich gro3er als die von BioTools. Ein zusétz-
lich implementierter Batchprozess erlaubt es zudem, mit wenigen Einstellungen eine grof3e
Anzahl an MS/MS-Spektren automatisch auszuwerten. Wohingegen die Auswertung eines

MS/MS-Spektrums bei BioTools selbst fiir gelibte Benutzer mehrere Minuten einnimmt.
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So wurde Spec2Seq in einem Kooperationsprojekt mit Dario Remmler, aus der Gruppe von
Prof. Dr. Borner an der Humboldt-Universitidt zu Berlin, eingesetzt. Hierbei wurden Peptidse-
quenzen aus einer OBOC-Bibliothek identifizieren, die fiir die Loslichkeitsvermittlung des

hydrophoben Wirkstoffs BB17 eingesetzt werden konnen.!'43]

4.2.2 GUI fiir die Auswertung von Abbruchsequenzspektren

Prinzipiell basiert das GUI von Spec2Seq fiir die Auswertung von Abbruchsequenzspektren
(Abbildung 21) auf dem im Kapitel zuvor beschriebenen Brute-Force-Algorithmus. Allerdings
ist die Simulation und Bewertung der Spektren wesentlich einfacher. Hierbei werden fiir die
theoretisch moglichen Peptide keine komplexen Fragmentspektren simuliert, sondern die Lei-
ter der Abbruchsequenzen. Fiir die Auswertung werden nur die libereinstimmenden Ab-

bruchsequenzen verglichen (Abbildung 21, Score).
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Variable

Amino Acids C-Terminal Modification

[KDYTHPIGVFS | [nH2

R

C-Terminal Spacer Sequence

Results

[6GGTERSGG |
Length of Peptide g AAs
Mass Tol. MS 0.25 Da
Select MS-Spectrum | Show Peaks
Mass Full Length Peptide 1600.84 Da

i) Save Results Calculate

equence

: HZN-DTHFPIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:

1600.7468; Score:

Sequence:

Sequence:

Sequence:
Sequence:
Sequence:
Sequence:
Sequence:
Sequence:
: HZN-DTHPIFGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:
H2N-DTHIPFGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:
H2N-DTHYHGGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass: 1600.6853; Score: 7
H2N-DTHHYGGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass: 1600.6853; Score: 7

Sequence:
Sequence:
Sequence:
Sequence:
Sequence:
Sequence:

Sequence:
Sequence:
Sequence:

H2N-DTHFPGIGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass!

H2N-DTFFSIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:
H2N-DTFSFIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass
H2N-DTSFFIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass

H2N-DTHPFIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:
H2N-TDHFPIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:
H2N-DHTFPIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:
H2N-DTFHPIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:
H2N-DTHFIPGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:
: 1600.7468; Score;

: 1600.7356; Score: 7
: 1600.7356; Score: 7
: HZN-TDHPFIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:
H2N-DHTPFIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:
H2N-DTPHFIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:
H2N-DGDYFIGGGGGTERSGG-CO-NH2 ; Mass:

ME

: 0
1600.7468; Score: 8
1600.7468; Score: 8
1600.7468; Score: 8
1600.7468; Score: 8
1600.7468; Score: 8
]
7
i T

1600.7468; Score;
1600.7468; Score

1600.7356; Score: 7

1600.7468; Score: 7
1600.7468; Score: 7
1600.7468; Score: 7
1600.6992; Score: 7 =

made by Timm Schwaar

Abbildung 21: Screenshot des GUI von Spec2Seq, was flir die Auswertung von Abbruchse-
quenzspektren zur Identifizierung von Peptidsequenzen genutzt wird.

Wie bei dem GUI der MS/MS-Spektren konnen auch hier die Randbedingungen vom Benutzer

einfach definiert werden. Andere Einstellungen, wie die Auflosung der Fragmentmassen, fallen

dabei weg. Ein Vergleich mit kommerzieller Software war dabei nicht moglich, da keine Soft-

ware zur Auswertung von Abbruchsequenzspektren angeboten wird. Allerdings hat die An-

wendung auf die Testpeptide (siche Tabelle 3) gezeigt, dass die Spec2Seq zuverldssig Ab-

bruchsequenzspektren in die korrekte Peptidsequenzen iibersetzten kann.
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4.2.3 Exkurs: Weitere Anwendung von Spec2Seq

GUI fiir Thiolacton-Prdzisionspolymer-Bibliotheken

Wie bereits beschrieben wurde, kann der grundlegende Algorithmus von Spec2Seq fiir weitere
Anwendungen adaptiert werden. So wurde in einem Kooperationsprojekt mit Sensu Celasun
aus der Gruppe von Prof. Dr. Borner an der Humboldt-Universitéit zu Berlin ein GUI program-
miert, welches die Auswertung der Fragmentspektren von Thiolacton-Préazisionspolymere er-
moglicht.l'®?] Diese Prizisionspolymere stellen eine Alternative zu Peptiden dar und konnen
ebenfalls in OBOC-Bibliotheken verwendet werden. Fiir eine Dekodierung der Sequenz kann,
wie bei Peptiden, MALDI-MS/MS eingesetzt werden, da Prizisionspolymere systematisch im
Riickgrat fragmentieren. Allerdings war eine Auswertung bisher nur manuell moglich, da kom-
merzielle Software nur auf die Auswertung von Peptidspektren ausgelegt ist. Spec2Seq ist in
der Lage, diese Spektren automatisch auszuwerten und in eine Polymersequenz zu tlibersetzen.
So war es moglich, spezifische Wirkstoffbinder aus einer Polymerbibliothek mit Spec2Seq zu

identifizieren.['6%)

GUIL fiir die Simulation von DNA/LNA-Fragmentierungen

Im Zuge eines Kooperationsprojektes mit Steffanie Ickert aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Michael Linscheid an der Humboldt-Universitit zu Berlin wurde ein GUI entwickelt, welches
die Zuordnung von Fragmenten aus MS/MS-Spektren von DNA und LNA (Locked Nucleic
Acid) erlaubt.

Eine zentrale Funktion von Spec2Seq ist die Simulation von MS/MS-Spektren. Somit war es
moglich, auch sehr komplexe MS/MS-Spektren, wie die von DNA, LNA und deren Duplexe
(rein und gemischt), zu simulieren. Fiir diesen Zweck wurde ein GUI programmiert, das die
Identifikation anhand bekannter Basensequenzen von Fragmenten in einem gegebenen
MS/MS-Spektrum erlaubt.l'®¥] Die Schwierigkeit bei der Auswertung von DNA und LNA
MS/MS-Spektren liegt darin, dass im Gegensatz zu Peptid MS/MS-Spektren eine Vielzahl an
unterschiedlichen Strangbriichen entlang des Phosphat/Ribose-Riickgrats generiert wird. Zu-
satzlich konnen sowohl Fragmente des Einzel- als auch des Doppelstrangs auftreten. Zudem
liegt oftmals eine hohe Ladungsdiversitéit vor (Spektren wurden mit ESI-MS/MS gemessen).
Dadurch wurde in den Spektren eine gro3e Anzahl an Ionensignalen detektiert, welche die
Auswertung per Hand, auf Grund der hohen Komplexitét, nahezu unmdéglich machte. Unter

Zuhilfenahme von Spec2Seq konnten alle Signale im Spektrum eindeutig zugeordnet und so-
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mit neue Erkenntnisse iiber das Fragmentationsverhalten von DNA und LNA gewonnen wer-
den. Dies eroffnet in Zukunft die Moglichkeit, DNA/LNA anhand von ESI-MS/MS zu sequen-

zieren.

4.3 Methodenvalidierung

Es konnte erfolgreich gezeigt werden, dass es moglich ist, die Inkubation mit Protein und die
MALDI-Messung auf einem Chip hintereinander durchzufiihren. Die Zusammenfassung der
entwickelten Methode ist in Abbildung 22 dargestellt. Bisher wurden allerdings alle Schritte
einzeln durchgefiihrt, weshalb im ndchsten Schritt eine Validierung stattfinden soll, welche ein
reales Screening einer OBOC-Bibliothek simuliert. Dazu wurde das in Kapitel 4.1.3 beschrie-

bene FLAG-Modell als Grundlage fiir die Validierung herangezogen.
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Abbildung 22: Schematische Darstellung des On-Chip-Screenings. Fiir ein Modellexperiment
wurde ein Chip hergestellt, indem eine Mischung aus Partikeln mit FLAG-Peptiden und ver-
schiedenen Peptiden als Negativkontrolle durch ein Sieb (I) auf einem mit elektrisch leitendem
doppelseitigem Klebeband (II) modifizierten Objekttrager immobilisiert wurde. Fiir das
Prescreening wurde eine Inkubation mit dem sek. anti-Maus-Atto633-Ak durchgefiihrt (III),
gefolgt von einem Fluoreszenzscan zur Identifizierung von falsch-positiven Partikeln. Der
Chip wurde regeneriert und fiir das Target-Screening mit anti-FLAG-Ak inkubiert, gefolgt von
der Inkubation mit sek. Ak (IV). Zur Identifikation von positiven Partikeln wurde ein Fluores-
zenzscan durchgeflihrt. AnschlieBend wurde der Chip regeneriert, um alle Proteine zu entfer-
nen. Der Chip wurde zur Peptidspaltung in eine Kammer unter Ammoniakatmosphire gege-
ben. Die MALDI-Matrix wurde mit einer Airbrush (V) aufgetragen und das Auslesen der Se-
quenzen der positiven Treffer erfolgte mit Hilfe von MALDI-TOF-MS (VI).

Fiir die Validierung wurden peptidbeladene Partikel aus Kapitel 4.1.2 verwendet (siehe Tabelle
2). Die Synthese der Peptide erfolgte unter Anwendung der Abbruchsequenzmethode, um die
Peptidsequenz mittels MALDI-MS ermitteln zu kdnnen.
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Drei dieser Peptide binden dabei den anti-FL AG-Antikorper nicht und dienen als Negativpep-
tide. Ein anderes Peptid enthélt hingegen die FLAG-Sequenz und dient somit als Positivpeptid.
Eine Mischung aus 50.000 Partikeln, beladen mit Negativpeptiden, wurde mit 50 Partikeln
gemischt, die das FLAG-Peptid enthalten. Die Partikel mit dem FLAG-Peptid wurden unter
einem Mikroskop ausgezédhlt und die Menge der Partikel der Negativkontrolle iiber das Ge-
wicht bestimmt. AnschlieBend wurde diese Mischung durch ein Sieb auf die Oberfldche eines
modifizierten Objekttragers aufgetragen. Es konnten insgesamt 33.000 Partikel auf dem Chip
immobilisiert werden (siehe Abbildung 23). Der partielle Verlust an Partikeln wurde bereits
beobachtet und in Kapitel 4.1.1 besprochen. Fiir ein Prescreening wurde der Chip zunédchst nur
fiir eine Stunde mit dem sekundédren Antikorper inkubiert. Anschlieend wurde der Chip im
Microarray-Scanner (MArS) analysiert.

Fiir den nichsten Schritt wurden die gebundenen Proteine zundchst entfernt. Das eigentliche
Target-Screening wurde auf dem Chip tiber Nacht mit dem priméren anti-FLAG-Antikorper
inkubiert, gewaschen und fiir eine Stunde mit einem sekundiren fluoreszenzmarkierten Anti-
korper inkubiert. Hiervon wurde ebenfalls eine Messung im MArS vorgenommen (siche Ab-
bildung 23). Im Vergleich zwischen Prescreening und Target-Screening wurden zwei Partikel
als falsch-positiv identifiziert. Insgesamt konnten 35 Partikel identifiziert werden, die eine sig-

nifikant hohere Fluoreszenz im Target-Screening gegeniiber dem Prescreening zeigten.
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Abbildung 23: Fluoreszenzscan (Auflésung
10 pm per Pixel) eines Chips mit 33.000 Parti-
keln nach der Inkubation mit Anti-FLAG-An-
tikorper, gefolgt von der Anfirbung mit anti-
Maus-Atto633-Antikorper. Uberlagerung vom
griinen (Anregung: 532 nm; Emission 570 nm)
und roten (Anregung 635 nm; Emission 670
nm) Fluoreszenzkanal. Im griinen Fluoreszenz-
kanal wird die Eigenfluoreszenz der TentaGel-
Partikel detektiert und der rote Fluoreszenzka-
nal dient zur Identifikation positiv-gescreenter
Partikel.

AnschlieBend sollte mittels MALDI-MS getes-
tet werden, ob die im Screening als positiv
identifizierten Partikel das FLAG-Peptid tra-
gen. Dafiir musste der Chip zundchst regene-
riert werden, um die Proteine von den Partikeln
zu entfernen. Danach wurde ausgiebig mit
Wasser gewaschen, um fiir die MALDI-MS-
Messung Salze zu entfernen. Nach dem Trock-
nen des Chips wurden die Peptide in einer
Kammer mit NH4OH (30 % in Wasser) von den
Partikeln abgespalten. AnschlieBend wurde die
MALDI-Matrix 2,5-DAHB mit einer Airbrush
auf dem Chip aufgetragen.

Der Chip wurde ins MALDI eingeschleust und
die zuvor im Fluoreszenzscan ermittelten Ko-
ordinaten gezielt angesteuert. Das verwendete
MALDI-Massenspektrometer erlaubt dabei die
Ansteuerung von Koordinaten, mit einer Posi-
tionierungsgenauigkeit von 5 um. Eine Um-
rechnung der Koordinaten vom Scan zum
MALDI erfolgten mit Hilfe eines simplen

Scripts, basierend auf linearer Regression.

Die Peptide wurden direkt von der Partikel-

oberfliche massenspektrometrisch vermessen (siche Kapitel 4.1.2). Dabei wurden die Ab-
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bruchsequenzspektren erhalten, welche automatisch von der Software Spec2Seq in Peptidse-
quenzen iibersetzt wurden. Fiir alle 35 Partikel konnte erfolgreich die FLAG-Peptidsequenz
(DYKDDDDK) identifiziert werden. Zusdtzlich wurden die beiden falsch-positiven Partikel
gemessen. Auf diesen konnte keine Peptidsequenz detektiert werden. Dies bestétigt die An-
nahme, dass defekte Partikel falsch-positive Ergebnisse liefern konnen. Somit konnte auch be-
statigt werden, dass es mit der entwickelten Methode mdglich ist, proteinbindende Peptide se-

lektiv aus einer Vielzahl peptidbeladener Partikel zu identifizieren.

4.4 Peptidbibliothek zur Identifizierung von anti-FLAG-Ak-Bindern

Im néchsten Schritt sollte die entwickelte Methode auf eine reale OBOC-Bibliothek {ibertragen
werden. Als Target-Protein wurde, wie im Kapitel zuvor, der M2 anti-FLAG-Antikorper ver-
wendet. Es ist bekannt, dass dieser Antikorper selektiv das Epitop DYKXXD bindet.['%4 Tm
Gegensatz zu vielen anderen Antikérpern, muss dabei der C- oder N-Terminus des Peptids
nicht frei sein, da der Antikorper Side-On bindet.

Fiir die Synthese der Peptidbibliothek 1 wurden die fiinf L-Aminosduren: Threonin, Isoleucin,
Asparaginsiure, Lysin, and Tyrosin verwendet.? Die Bibliothek wurde nach der tiblichen Split-
and-Mix-Methode synthetisiert. Die Split-and-Mix-Zyklen wurden acht Mal wiederholt,
wodurch sich eine theoretische Grof3e von 390.625 unterschiedlichen Peptiden ergibt. Wahrend
jedes Zyklus wurden 5% Boc-geschiitzte Aminosduren verwendet, um Abbruchsequenzen zu
erzeugen. Zwischen dem Partikel und den randomisierten Sequenzen wurde eine, zum Modell-
system dhnliche, Spacer-Sequenz GGGTERSGG verwendet. Vier der fiinf eingesetzten Ami-
nosduren kamen in der FLAG-Sequenz vor. Dadurch ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass
Sequenzen entstehen, die das Epitop enthalten. Dementsprechend handelt es sich bei der Pep-

tidbibliothek 1 um eine gegen das Paratop des Antikorpers gerichtete Bibliothek.

4.4.1 Bindungsassay

Auf einem Chip wurden ca. 12.000 Partikel der Peptidbibliothek 1 immobilisiert. Prescree-
ning und Target-Screening wurde entsprechend der Beschreibung in Kapitel 4.3 durchgefiihrt.
Dabei wurden ungefiahr 10 % der Partikel, die im Target-Screening ein hohes Fluoreszenzsig-
nal aufweisen, durch das Prescreening als falsch-positiv identifiziert. Dieser Wert liegt iiber

dem des Modellsystems aus Kapitel 4.3. Ursache hierfiir ist, dass neben defekten Partikeln,

2 Die Peptidbibliothek 1 wurde von Maike Lettow in einem Forschungspraktikum synthetisiert.
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Sequenzen existieren, an denen der sekunddre anti-Maus-Antikdrper unspezifisch bindet, was
zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren kann. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass bei kom-
plexeren OBOC-Bibliotheken der Anteil an falsch-positiven Partikeln entsprechend hoher ist.
Hierbei wird noch einmal die Notwendigkeit eines Prescreenings deutlich. Hatten diese Parti-
kel nicht zuvor ausgeschlossen werden konnen, wére erst bei der aufwendigen Bestimmung
der Affinititen der Peptide aufgefallen, dass die Sequenzen nicht selektiv an das Target binden.
Im Screening konnten insgesamt 33 Partikel als spezifisch an den anti-FLAG-Antik6rper-bin-

dend identifiziert werden.
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jet-Screening

Abbildung 24: Fluoreszenzscan (Auflosung 10 um per Pixel) eines Chips mit ca. 12.000 Par-
tikeln der Peptidbibliothek 1 fiir die Identifizierung von anti-FLAG-Ak-Bindern. Uberlagerung
von griinem (Anregung: 532 nm; Emission 570 nm) und rotem (Anregung 635 nm; Emission
670 nm) Fluoreszenzkanal. Im griinen Fluoreszenzkanal wird die Eigenfluoreszenz der Tenta-
Gel-Partikel detektiert und der rote Fluoreszenzkanal dient zur Identifikation positiv-gescreen-
ter Partikel. Links: Prescreening mit sekundirem anti-Maus-Atto633-Ak zur Identifizierung
von falsch-positiven Partikeln. Rechts: Target-Screening nach der Inkubation mit dem anti-
FLAG-Ak gefolgt von anti-Maus-Atto633-Antikdrpern.
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4.4.2 Sequenzierung

Der Chip wurde nach dem Screening gewaschen, die Peptide abgespalten und die MALDI-
Matrix aufgetragen. Die Positionen der im Screening als positiv identifizierten Partikel wurden
im MALDI angesteuert. Die Peptide wurden direkt auf der Oberfliche der Partikel gemessen.
Zusitzlich zu den positiven, wurden 16 Peptide von Partikeln im MALDI gemessen, die keine
Wechselwirkung mit dem Antikérper aufwiesen. Die erhaltenen Abbruchsequenzspektren
wurden mittels Spec2Seq automatisch ausgewertet. Die Sequenzen sind im Anhang 8.4 in Ta-

belle 18 und Tabelle 19 aufgelistet.

Statistisch kann jede Aminosdure in der Peptidbibliothek 1 zu 20 % auftreten. Dies ist auch
anndhernd der Fall fiir die Sequenzen der zufillig ausgewéhlten 16 negativen Peptide (zwi-
schen 17 und 24 %). Somit konnte gezeigt werden, dass in der Bibliothek vorkommende Ami-
nosdure statistisch verteilt sind. In Abbildung 25 ist die relative Haufigkeit der Aminosiduren
an jeder Position der Sequenz dargestellt. Auch hier zeigt sich, dass an jeder Position der Se-
quenz die Verteilung der Aminosduren ausgeglichen ist.

Die Sequenzen der anti-FLAG-Antik6rper-bindenden Peptide wiesen hingegen keine statisti-
sche Verteilung auf. Asparaginsdure und Tyrosin kamen mit jeweils einem Drittel relativer
Héaufigkeit am meisten in den Sequenzen vor. Im Gegensatz dazu wurden Lysin und Threonin
in nur knapp 10 % der Sequenzen identifiziert. Somit kann allgemein geschlussfolgert werden,
dass eher saure Sequenzen vom Antikorper erkannt werden. Dies ergibt Sinn, da die FLAG-
Sequenz mit insgesamt fiinf Asparaginsduren und nur einem Lysin einen negativen isoelektri-
schen Punkt hat.

Die Haufigkeiten der Aminosduren sind innerhalb der Sequenzen der anti-FLAG-Antikorper-
bindenden Peptide nicht statistisch verteilt. Asparaginsdure kam vor allem am N-Terminus,
Position zwei und acht der Peptide, vor. Wie zu erkennen ist, scheint das Tyrosin an Position
zwei eine entscheidende Rolle fiir die Bindung zu spielen, da es in 80 % der Sequenzen an
dieser Position vorkam. Zwischen Position vier und sieben waren die Aminoséduren gleichma-

Biger verteilt, wobei hydrophobe Aminosduren anscheinend bevorzugt werden.
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Abbildung 25: Sequenz-Logos erstellt mit dem Online-Tool WebLogo!!] aus 33 anti-FLAG-
Ak-bindenden Peptiden und 16 zufillig ausgewihlten Peptiden. Die Grof3e der Buchstaben
entspricht dabei der relativen Haufigkeit der korrespondierenden Aminosédure in den Sequen-
zen.

In 10 der 33 Sequenzen wurde das literaturbekannte Epitop DYKXXD gefunden. Vierzehn
weitere Sequenzen wiesen das Epitop zum groBten Teil (vier von fiinf AS) auf. In acht Sequen-
zen kam das Epitop hingegen nicht vor. Bei diesen Sequenzen wird davon ausgegangen, dass
es sich um sogenannte Mimotope handelt. Dies sind Peptidstrukturen, die die Erkennungs-
merkmale eines Epitops nachahmen.['%] Bei den negativen Peptiden konnte das Epitop nicht

nachgewiesen werden.

4.4.3 Affinititsbestimmung ausgewiihlter Peptide zum anti-FLAG-Ak

Um abschitzen zu konnen, inwiefern die Hochdurchsatzmethode in der Lage ist, bindende
Peptide zu identifizieren, wurden drei Peptide in Hinblick auf die Bindungsaffinitit zum anti-
FLAG-Antikorper untersucht. Peptid 1 (DYKDYDKD) wurde als bindend identifiziert und die
Sequenz beinhaltete das literaturbekannte Epitop. Peptid 2 (DYIDYDYK) wurde ebenfalls als
bindend identifiziert, beinhaltete das Epitop allerdings nicht. Die Sequenz DYDIYIYD wurde
fiir das Peptid 3 ausgewihlt und stellt eine Konsens-Sequenz aller 33 bindenden Peptide dar.
Diese hat an jeder Position die Aminosdure mit der hochsten relativen Hiufigkeit (sieche Ab-
bildung 25).

Fluoreszenzassay
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Diese Sequenzen wurden auf TentaGel-Partikeln direkt mit SPPS synthetisiert. Zusitzlich
wurde das FLAG-Peptid als Positivkontrolle und ein weiteres Peptid (DTHFPIGG) als Nega-
tivkontrolle verwendet. Fiir eine Abschitzung der Bindungsaffinitdten wurde mit den festpha-
sengebundenen Peptiden direkt ein Assay durchgefiihrt. Hierzu wurden die Partikel mit dem
anti-FLAG-Antikorper und anschlieBend mit dem anti-Maus-Atto633-Antikorper inkubiert.
Die Partikel wurden auf einem Objekttrager aufgebracht und ein Fluoreszenzscan im MArS
durchgefiihrt. Der Scan ist im Anhang 8.5 (Abbildung 42) zu sehen und die Ergebnisse sind in
Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Sequenzen des FLAG-Peptids der drei positiven Peptide und deren relative Fluo-
reszenzintensitit aus dem Fluoreszenzassay, gemessen direkt auf TentaGel-Partikeln. Die Flu-
oreszenzintensitit der FLAG-peptidtragenden Partikel wurde auf 100 % gesetzt und die der
Negativkontrolle auf 0 %.

Relative
Peptide Sequenz
Fluoreszenzintensitit

FLAG DYKDDDDK 100%
Peptid1 DYKDYDKD 97%
Peptid2 DYIDYDYK 37%
Peptid3 DYDIYIYD 73%

Das Peptid 1 zeigte hierbei vergleichbare Fluoreszenzintensititen zu dem FLAG-Peptid. Auch
das Konsens-Peptid war mit 73 % relativer Fluoreszenzintensitét vergleichbar mit dem FLAG-
Peptid. Eindeutig weniger Intensitdt (37 %) konnte beim Peptid 2 detektiert werden. Zwar
schien der Antikorper das Peptid noch zu erkennen, allerdings wesentlich schwécher als alle

anderen Peptide.

Surface Plasmon Resonance (SPR)

Da der Fluoreszenzassay nur eine semi-quantitative Aussage iiber die Bindungsaffinitit zu-
lasst, sollte im ndchsten Schritt die Affinitdt mittel SPR bestimmt werden. Hierzu wurde der
anti-FLAG-Antikorper auf einem SPR-Chip (HC200) immobilisiert. Fiir die Peptide wurden
Verdiinnungsreihen von 6 nM bis 1 uM verwendet. Die Ergebnisse der SPR-Messungen sind

in Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Auswertung der SPR-Messungen fiir das FLAG-Peptid (DYKDDDDK), das
Peptid 1 (DYKDYDKD und Peptid 2 (DYIDYDYK), welche im Screening als positiv identi-
fiziert wurden und dem Konsens-Peptid 3 (DYDIYIYD). Fiir die Messungen wurde der anti-
FLAG-Antikorper auf einem SPR-Chip (HC200) immobilisiert und die Peptidlosungen wur-
den in Konzentrationen zwischen 6 nM bis 1 uM direkt injiziert. Die Signalintensitit im Ge-
lichgewicht ist gegen die Konzentration aufgetragen. Die Gleichgewichtsdissoziations-
konstante ergibt sich aus dem Wendepunkt der gefitteten Funktion. Die angegebenen Unsi-
cherheiten ergeben sich aus dem Standardfehler des Fits.

Die Datenpunkte wurden mit Hilfe von Gleichung 4 gefittet und somit die Dissoziations-
konstanten ermittelt. Auffillig ist, dass die Rmax-Werte der gefitteten Kurven unterschiedlich
sind. Fiir das FLAG-Peptid, Peptid 1 und 3 sind die Rmax-Werte gleich, allerdings ist der Rmax-
Werte des Peptids 2 nur halb so hoch wie der der anderen Peptide. Zu erwarten wére, dass diese
Werte fiir alle Peptide dhnlich sind, da fiir alle Experimente der gleiche SPR-Chip verwendet
wurde und die Massen der Peptide vergleichbar sind. Zu erkldren ist dies dadurch, dass das
Peptid 2 nach den anderen Peptiden gemessen wurde. Wahrscheinlich kam es mit vorschrei-
tender Messung zu einer teilweisen Denaturierung der Antikorper auf der Goldoberflache des
SPR-Chips. Dadurch konnten weniger Peptide an die Antikdrper binden als bei den Messungen
zuvor, was eine Verringerung des Rmax-Werte zur Folge hatte.

Die berechnete Dissoziationskonstanten des FLAG-Peptids zum anti-FLAG-Antikorper
(Kp = 50 £ 30 nM) stimmt ausreichend gut mit der Literatur (Kp =31 nM [15%]) {iberein. Fiir
das Epitop-beinhaltende Peptid 1 und das Konsens-Peptid 3 konnten sogar etwas niedrigere

Dissoziationskonstanten berechnet werden. Unter Beriicksichtigung der Unsicherheiten, ist der
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Unterschied zwischen den Peptiden vermutlich vernachldssigbar. Fiir Peptid 2 konnte hingegen
eine zehnfach hohere Dissoziationskonstante im Vergleich zum FLAG-Peptid bestimmt wer-

den.

Insgesamt sind die Ergebnisse der SPR-Messungen mit denen des Fluoreszenzassays ver-
gleichbar. Nur fiir Peptid 2 konnte eine wesentlich hohere Dissoziationskonstante nachgewie-
sen werden. Grund hierfiir ist das unterschiedliche Format beider Methoden. Beim Fluoreszen-
zassay sind die Peptide dicht auf der Oberflache der Partikel und wechselwirken dort mit dem
Antikorper. Dadurch konnen Aviditdtseffekte auftreten, die eine Bindung zum Protein (Anti-
korper) verstirken.['®”] Bei der SPR hingegen ist der Antikdrper immobilisiert und interagiert
mit den Peptiden in der Losung. Hierbei kann von einer monovalenten Bindung ausgegangen
werden und Aviditdtseffekte haben keinen Einfluss auf die Affinitdt. Der Effekt der multiva-
lenten Bindung von Proteinen tritt auch beim Screenen von OBOC-Bibliotheken auf, weshalb
auch schwichere Binder wie Peptid 2 identifiziert werden. Die hohe Affinitit des Konsens-
Peptids 3 zeigt allerdings, dass diese Effekte das Screening von OBOC-Bibliotheken nicht do-
minieren.

Um multivalente Effekte zu minimieren, miisste die Oberflichenbeladung an Peptiden auf den
Partikeln reduziert werden. Allerdings muss dabei wiederum die Menge an Peptid fiir eine
massenspektrometrische Identifizierung der Peptidsequenz ausreichend sein. TentaGel-Parti-
kel wurden grundsétzlich fiir die Peptidsynthese entwickelt. Dadurch ist die Dichte der Peptide
sowohl im Kern als auch auf der Oberfldche, hoch. Um ein optimales Screening von OBOC-
Bibliotheken zu ermdoglichen, sollten Partikel entwickelt werden, bei denen die Dichte der Pep-

tide niedrig eingestellt werden kann, die Beladung im Kern hingegen hoch ist.

4.5 Peptidbibliotheken zur Identifizierung von IgG-Bindern

Wie in Kapitel 3.2 beschrieben wurde, sind antikdrperbindende Proteine und Peptide fiir die
pharmazeutische Forschung von groBem Interesse.l'%® Sowohl in der in-vitro-Diagnostik als
auch in dem stark an Popularitit gewinnenden Forschungsfeld der therapeutischen Antikdrper
besteht ein groBer Bedarf an selektiven IgG-Bindern. Die Separation von Antikorpern aus Blut-
plasma oder Zellkulturiiberstinden erfolgt meist unter Verwendung von Protein-A-Affinitéts-
sdulen. Der Vorteil von Peptiden gegeniiber den Protein-basierten Sdulen ist, dass die Peptide
vollsynthetisch hergestellt werden konnen und somit keine mikrobiellen Kontaminationen ent-

halten. Des Weiteren sind Peptide kleiner und robuster als Proteine, weshalb die Affinititssiu-
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len hoher beladen und ldnger benutzt werden kdnnen. So wurden bereits mehrere Peptide iden-
tifiziert, die selektiv an humane Antikorper binden. In der in-vitro-Diagnostik werden hdufig
Antikdrper benutzt, die urspriinglich aus der Maus stammen. Peptide, die selektiv Mausanti-
korper binden, sind hingegen nicht bekannt. Eine Aufreinigung von Maus-IgG auf Basis von

Peptiden ist somit noch nicht moglich.

4.5.1 Screening der Peptidbibliothek 2 gegen Maus-IgG

Um selektive Maus [gG-bindende Peptide zu identifizieren, wurde die Peptidbibliothek 2 her-
gestellt, gescreent und die identifizierten Peptide charakterisiert. Fiir die Synthese der Pep-
tidbibliothek 2 wurden acht L-Aminosduren verwendet: Serin, Isoleuzin, Glyzin, Glutamin-
sdure, Arginin, Phenylalanin, Prolin und Histidin. Die Lénge aller Peptide betrug dabei sieben
Aminosduren, woraus sich eine theoretische Gréfle von 2.091.152 Peptiden ergibt. Wihrend
jeden Zyklus wurden 5 % Boc-geschiitzter Aminoséuren verwendet, um Abbruchsequenzen zu
erzeugen. Wie bei Peptidbibliothek 1 wurde eine Spacer-Sequenz (GGGTERSGG) zwischen
dem Partikel und den randomisierten Sequenzen gekoppelt.

31.000 Partikel der hergestellten Peptidbibliothek 2 wurden auf einem Chip immobilisiert.
Fiir das Screening wurde polyklonales Maus-IgG verwendet. Die Anfiarbung erfolgte mit dem
sekundidren Ziege-anti-Maus-Atto633-Antikorper. Mit diesem wurde wieder vorab ein
Prescreening durchgefiihrt, gefolgt von dem Target-Screening mit der 16 stiindigen Maus IgG
Inkubation und anschlieBender Anfirbung mit dem anti-Maus-Atto633-Antikorper. Die Fluo-

reszenz-Scans des Prescreenings und des Target-Screenings sind in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Fluoreszenzscan (Auflésung 10 um per Pixel) eines Chips mit ca. 31.000 Par-
tikeln der Peptidbibliothek 2 fiir die Identifizierung von IgG-Bindern. Uberlagerung von grii-
nem (Anregung: 532 nm; Emission 570 nm) und rotem (Anregung 635 nm; Emission 670 nm)
Fluoreszenzkanal. Im griinen Fluoreszenzkanal wird die Eigenfluoreszenz der TentaGel-Parti-
kel detektiert und der rote Fluoreszenzkanal dient zur Identifikation positiv-gescreenter Parti-
kel. Beim Prescreening wurde mit einem anti-Maus-Atto633-Antikorper und beim Target-
Screening mit einem polyklonalen Maus-IgG, gefolgt von einem anti-Maus-Atto633-Antikor-
per, inkubiert.

78



Ergebnisse und Diskussion

Beim Prescreening wurden ca. 50 % der Partikel mit hoher Fluoreszenzintensitét als falsch-
positiv detektiert, was wesentlich mehr ist als bei den Chips aus Kapitel 4.3 und 4.4 (vgl. Ab-
bildung 23 und Abbildung 24). Dies ist damit zu erkldren, dass der sekundére Antikrper eben-
falls aus einem Sdugetier (Ziege) stammt. Vor allem der konstante Teil der Antikorper (F-
Teil) ist konserviert in Sdugetieren.['%) Diese weisen dhnliche Strukturen auf, die mit den Pep-
tiden dhnliche Wechselwirkungen eingehen konnen. Somit ist es denkbar das einige Peptide
aus der der Peptidbibliothek 2 sowohl Mausantikorper als auch den Ziegenantikorper gebunden
haben. Insgesamt konnten im Target-Screening 18 Partikel identifiziert werden, die im

Prescreening keine Wechselwirkungen mit dem sekundidren Antikdrper aufwiesen.

Sequenzierung

Die Peptide der 18 als positiv identifizierten Partikel wurden iiber die Abbruchsequenzen mit-
tels MALDI-TOF-MS gemessen. Die MALDI-Messungen fanden dabei direkt auf der Ober-
fliche der Partikel statt. Die mittels Spec2Seq decodierten Sequenzen sind in Tabelle 7 darge-

stellt.

Tabelle 7: Sequenzen der Peptide, die im Screening eine Affinitit zu polyklonalem Maus-IgG
aufzeigten.

Sequenz Pos1 Pos2 Pos3 Pos4 Pos5 Pos6 Pos7

1 G-IHGP

2 G I H P F G
3 I I I F H G
5 F G S I I G F
6 I F F P P H
8 F F S P S P .
9 F F S F -
P G I
H F F
F F

G
P
G
S

Farbkodierung: Blau = basische AS, rot = saure AS, gelb = hydrophobe AS, orange = aromatische AS,
griin = polare AS.
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Bei acht eingesetzten Aminosduren wiirde bei einer statistischen Normalverteilung jede Ami-
nosdure zu 12,5 % vorkommen. Dies wurde bei den sequenzierten positiven Peptiden nicht
beobachtet. Besonders hdufig kamen die aromatische Aminosidure Phenylalanin (18 %), die
basische Aminosdure Arginin (16 %) und die hydrophobe Aminosdure Isoleucin (15 %) vor.
Mit geringer relativer Haufigkeit konnten die saure Aminosiure Glutaminsdure (6 %) und die
polare Aminosdure Serin (7 %) in den Sequenzen nachgewiesen werden. Glutaminsdure kam
nur in insgesamt drei Sequenzen vor, wobei in Sequenz 10 drei Glutaminsduren hintereinander
nachgewiesen wurden. Insgesamt konnten, im Gegensatz zu der Bibliothek aus Kapitel 4.4,
keine Tendenzen von Aminosduren an bestimmen Positionen in der Sequenz beobachtet wer-
den. Nur an Position 7 trat Arginin in knapp 50 % der Sequenzen auf.

Die identifizierten Sequenzen weisen keine Ahnlichkeiten zu bereits verdffentlichten 1gG-Bin-
dern auf. AuBBerdem ergab die Suche in Peptiddatenbanken keinerlei Treffer, sodass davon aus-
zugehen ist, dass es sich bei den identifizierten Sequenzen um bisher unbekannte Maus-IgG-
Binder handelt. Um die Affinitit zu bestdtigen, wurden vier Sequenzen ausgewdhlt, resynthe-

tisiert und mittels SPR charakterisiert.

Die Peptide IgG BP1 (GRIHGPR), IgG BP2 (GIHPFGR), IgG BP3 (GEPFSIP) und IgG BP4
(SHSGIFR) wurden fiir die Affinitdtsbestimmung ausgewihlt. Diese wurden per SPPS synthe-
tisiert und Verdiinnungen zwischen 1 bis 100 uM hergestellt. Das polyklonale Maus-IgG
wurde auf einem SPR-Chip (HC1500) immobilisiert und von jeder Peptidlosung ein SPR-Sen-
sogramm aufgenommen. Die Messungen sind im Anhang 8.6 dargestellt. Fiir die Berechnung
der Dissoziationskonstante wurde die Signalintensitit (Response) im Gleichgewichtszustand

gegen die Konzentration an Peptid aufgetragen (siche Abbildung 28).
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Abbildung 28: Auswertung der SPR-Messungen flir die Peptide IgG BP1 (GRIHGPR), IgG
BP2 (GIHPFGR), IgG BP3 (GEPFSIP) und IgG BP4 (SHSGIFR). Fiir die Messungen wurde
polyklonales Maus-IgG auf einem SPR-Chip (HC1000) immobilisiert und die Peptidlosungen
in Konzentrationen zwischen 1 pM bis 100 uM direkt injiziert. Die Signalintensitdt im Gleich-
gewicht ist gegen die Konzentration aufgetragen. Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante
ergibt sich aus dem Wendepunkt der gefitteten Funktion (Gleichung 4). Die angegebenen Un-
sicherheiten ergeben sich aus der Standardfehler des Fits.

Die Datenpunkte wurden wie in Abbildung 26 mit Hilfe von Gleichung 4 gefittet. Auch hier
fallt auf, dass die Rmax-Werte variieren. Insbesondere zwischen IgGBP1 und IgGBP3 ist die
Differenz zwischen den Rmax-Werten, mit iiber einer Gro3enordnung, sehr grof3. Diese Unter-
schiede konnen nicht mit einer zeitbedingten Denaturierung der Antikorper auf der Oberflache
des SPR-Chips erklart werden. Grund fiir die hohen Abweichungen bei diesen Messungen ist
wahrscheinlich, dass polyklonales Maus-IgG fiir die Herstellung des SPR-Chips verwendet
wurde. Somit wurde eine heterogene Mischung aus unterschiedlichen Antikdrpern immobili-
siert. Die Peptide binden hierbei wahrscheinlich unterschiedliche Antikérper, wodurch die ma-
ximale Anzahl an Bindungspartnern, fiir die jedes Peptid stark variabel ist.

Die ermittelten Kp-Werte der gemessenen Peptide sind hingegen untereinander vergleichbar
und liegen zwischen 14 — 60 uM. Insgesamt sind die resultierenden Kp-Werte drei Gro3enord-
nungen grofer als die der Peptidbinder, die beim Screening der Peptidbibliothek 1 identifiziert
wurden (sieche Kapitel 4.4.3). Da es sich bei der Peptidbibliothek 1 um eine, gegen ein Paratop

eines spezifischen Antikorpers gerichtete Bibliothek handelt, sind die Ergebnisse nicht ver-
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gleichbar. Allerdings sind die erhaltenen Affinitdten auch geringer als die vieler literaturbe-
kannter Peptide (siehe Kapitel 3.2). Grund fiir die vergleichsweise geringen Affinitdten kann
sein, dass die Anzahl der gescreenten Peptide zu gering war. So wurde von LANCET et al. be-
rechnet, dass bei einer grofBeren Menge gescreenter Liganden (Peptide) die Affinitat der besten
Binder, die identifiziert werden kénnen, erhoht wird.['7%1 Zudem ist die Auswahl der verwen-
deten Aminoséduren sehr begrenzt. Z. B. wurde nur zwei aromatische Aminosduren verwendet.
Aromatische Aminoséduren spielen eine wichtige Rolle in der Interaktion zwischen Peptid und
Protein, da die Bindung tliber sog. 7-7-Stacking vermittelt wird. Es ist bekannt, dass gerade z-
m-Stacking bei vielen Protein-Protein- und Protein-Peptid-Wechselwirkungen eine wichtige
Rolle spielt.['"1-172] Eine Erweiterung der Aminosdureauswahl hitte allerdings zur Folge, dass
die Bibliotheksgrof3e stark ansteigen wiirde. Es wire dementsprechend nicht mehr ausreichend,
nur einen Chip mit maximal 50.000 Partikeln zu screenen. Um eine redundante Anzahl an
Partikeln zu screenen, miissten mehrere Chips parallel gescreent werden. Dies wire mit einer
starken Erhohung des Arbeitsaufwandes verbunden. Eine Losung des Problems ist, einen An-
reicherungsschritt vor dem Chip-Screening zu schalten, der es ermoglicht, die Anzahl an Par-

tikeln mit nicht bindenden Peptiden stark zu reduzieren.

4.5.2 Entwicklung einer magnetischen Anreicherung

Im Folgenden galt es eine Methode zu entwickeln, um die Anzahl der Partikel, die in einer
OBOC-Bibliothek untersucht werden konnen, zu erhdhen. Hierbei sollte mit Hilfe einer mag-
netischen Anreicherung die Anzahl an nicht-bindenden Partikeln reduziert werden. Die Gruppe
von KODADEK konnte bereits zeigen, dass es moglich ist, selektive Binder mittels Magnettren-
nung zu identifizieren.'''l Das Konzept ist in Kapitel 3.6 beschrieben (siche Abbildung 8).
Diese Verdffentlichung wurde als Grundlage fiir die Entwicklung einer Methode verwendet.
Somit sollte das Screenen von 1.000.000 Partikeln einer OBOC-Bibliothek in kurzer Zeit mog-

lich sein.

Fiir die Entwicklung der Methode wurde das Modellsystem auf Basis des FLAG-Peptids ver-
wendet.? Hierbei wurden das FLAG-Peptid als Positivkontrolle und das Peptid DTHFPIGG als
Negativkontrolle eingesetzt. Die Peptide wurden auf TentaGel-Partikeln synthetisiert und alle
Inkubationsexperimente direkt auf den Partikeln durchgeftihrt. Als primérer Antikdrper wurde

3 Die magnetische Anreicherung wurde in Zusammenarbeit mit Michael Linke entwickelt. Die ausfiihrliche Be-
schreibung der Methodenentwicklung ist in der Masterarbeit ,,Entwicklung einer magnetischen Anreicherungsme-
thode fiir Peptidbibliotheken zur Identifizierung von Proteinbindern beschrieben.
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der M2 anti-FLAG-Antikorper verwendet und als sekundérer Antikorper ein Biotin-markierter
anti-Maus-Antikorper. Die verwendeten magnetischen Mikropartikel bestanden aus einem Ei-
sen-(I1I)-oxid-Kern, ummantelt von Polystyrol. Auf der Oberfldche der Partikel ist Streptavidin
adsorbiert. Das Streptavidin kann eine Wechselwirkung mit dem Biotin am sekundédren Anti-
korper eingehen. Die Streptavidin-Biotin-Bindung ist die stérkste, bisher in der Natur beobach-
tete nicht-kovalente Bindung.['”3] Bindet der primére Antikorper an die Partikel, konnen, wie
in Abbildung 8 dargestellt, Partikel mit FLAG-Peptid auf der Oberfliche mit Hilfe eines Mag-

neten aus der Losung gezogen werden.

Die Separation der Partikel sollte in einer Durchflusszelle stattfinden (siehe Abbildung 29).
Hierbei wird die Suspension mit Hilfe einer Spritze durch die Zelle gedriickt. Die Spritze ist
dazu mit einem kurzen Schlauchstiick mit der Durchflusszelle verbunden. Um einen konstan-
ten Fluss zu garantieren wurde die Spritze in eine automatische Spritzenpumpe gespannt. Un-
terhalb der Durchflusszelle befindet sich ein Permanentmagnet. Binden die magnetischen Mik-
ropartikel iiber die Antikorper an die Partikel, werden die Partikel in der Durchflusszelle zu-
riickgehalten. Die restlichen Partikel werden mit dem Laufpuffer weggespiilt. Wird der Magnet
anschlieBend von der Durchflusszelle entfernt, konnen die zuriickgehaltenen Partikel in einem

Auffanggefill gesammelt werden.

Spritze

Durchflusszellﬂ

Auffanggefai
Magnet |

Abbildung 29: Aufbau der magnetischen Anreicherung. Die Partikelsuspension wurde mit
Hilfe einer Spritze durch eine Durchflusszelle gedriickt. Partikel, an denen magnetische Mik-
ropartikel gebunden haben, wurden von einem Permanentmagneten unter der Durchflusszelle
zuriickgehalten. Die restlichen Partikel wurden weggespiilt. Durch die Entfernung des Magne-
ten, konnten die angereicherten Partikel in einem Auffanggefill gesammelt werden.

Um die Funktionsweise der magnetischen Anreicherung zu testen, wurden 50 Partikel mit dem
FLAG-Peptid mit ca. 1.000.000 Partikeln der Negativkontrolle gemischt. Die Partikel mit dem
FLAG-Peptid wurden unter einem Mikroskop ausgezihlt, die Menge der Partikel der Negativ-

kontrolle wurde iiber das Gewicht bestimmt. Das Partikelgemisch wurde zunédchst mit dem
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priméren anti-FLAG-Antikorper inkubiert, gefolgt von der Inkubation mit dem sekundaren bi-
otinylierten anti-Maus-Antikorper. Fiir ein direkte Anfirbung wurde im Anschluss zusitzlich
mit dem sekundéren anti-Maus-Atto633-Antikorper inkubiert. Abschlieend wurden die Strep-

tavidin-modifizierten, magnetischen Mikropartikel zu der Partikelsuspension gegeben.

Die Durchflusszelle wurde zundchst komplett mit einem Laufpuffer gespiilt. Hierbei galt es
drauf zu achten, dass keine Luftblasen im System sind. Die Partikelsuspension wurde direkt
nach der Inkubation in das Schlauchstiick vor der Durchflusszelle transferiert. AnschlieSend
wurde die Spritze an dieses Schlauchstiick angeschlossen. Mit Hilfe der Spritzenpumpe wur-
den 20 mL Laufpuffer mit einer gleichméBigen Flussgeschwindigkeit in das System gegeben.
Dabei hat sich eine Flussrate von 5 mL/min als optimal herausgestellt. Die Partikel, die nicht
vom Magneten zuriickgehalten wurden, wurden mit dem Laufpuffer aus der Durchflusszelle
gespiilt. Der Magnet wurde anschlieBend entfernt und die zuriickgehaltenen Partikel im Auf-

fanggefiBl gesammelt. Ungefahr 1.000 Partikel wurden dabei erhalten.

Da die Partikel vor der Anreicherung mit einem fluoreszenzmarkierten sekunddren Antikorper
angefarbt wurden, konnen die FLAG-peptidtragenden Partikel einfach mit einem Fluoreszenz-
scan identifiziert werden. Die magnetischen Mikropartikel hatten dabei keinen Einfluss auf den
Fluoreszenzscan. Es konnte bei 41 Partikeln eine hohe Fluoreszenz nachgewiesen werden, was
einer Wiederfindungsrate von 82 % entspricht.

So konnte mit Hilfe eines Magneten eine Anreicherung um das ca. 800fache erreicht werden.
Dieses Experiment hat gezeigt, dass mit einer vorgeschalteten Anreicherung ein Chip ausrei-
chend wire, um 1.000.000 Partikel zu analysieren. Ohne magnetische Anreicherung, wiren 34

Chips fiir die gleiche Anzahl an Partikeln néotig.

4.5.3 Screening der Peptidbibliothek 3 gegen Maus-1gG

Die Peptidbibliothek 3 wurde unter Verwendung der Split-and-Mix-Methode hergestellt.*
Wihrend jedes Zyklus wurden 5 % Boc-geschiitzter Aminosduren verwendet, um Abbruchse-
quenzen zu erzeugen. Insgesamt wurden elf unterschiedliche L-Aminosiduren verwendet, bei
einer Lange von acht Aminoséuren je Peptid. Dadurch ergibt sich eine theoretische Anzahl von
214.358.881 (ca. 200 Mio.) unterschiedlichen Peptiden in der Bibliothek. Als Aminosduren
wurden Glycin, Serin, Prolin, Glutamin, Isoleucin, Glutaminsdure, Arginin und die aromati-

schen Aminosduren Tyrosin, Tryptophan, Histidin und Phenylalanin verwendet. Von dieser

4 Die Peptidbibliothek 3 wurde von Michael Linke in seiner Masterarbeit ,,Entwicklung einer magnetischen An-
reicherungsmethode fiir Peptidbibliotheken zur Identifizierung von Proteinbindern® synthetisiert.
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Bibliothek sollten 1.000.000 Partikel {iber eine magnetische Anreicherung auf ihre Wechsel-
wirkung mit Maus-IgG untersucht werden. Des Weiteren wurde zum Vergleich ein Chip her-

gestellt werden, bei dem nicht-angereicherte Partikel gescreent wurden.

Magnetische Anreicherung

Aus ca. 1.000.000 Partikeln dieser Peptidbibliothek 3 sollten, wie in Kapitel 6.13 beschrieben,
positive Beads magnetisch angereichert werden. Im Gegensatz zu den Experimenten aus Ka-
pitel 4.5 wurde kein polyklonales Maus-IgG verwendet, sondern ein monoklonaler Mausanti-
korper (BAM-mab 01 (CBZ), IgG1). Mit diesem wurden die Partikel inkubiert, gewaschen und
mit dem sekundéren biotinylierten anti-Maus-Antikorper inkubiert. Anschliefend wurden die
magnetischen Mikropartikel zugegeben. Die Partikel wurden in die Durchflusszelle unter der
sich ein Magnet befand (siche Kapitel 4.5.2) gegeben und mit 20 mL Laufpuffer gespiilt. Die
zuriickgehaltenen Partikel wurden im Auffanggefdll gesammelt. Nach der Anreicherung wur-

den ca. 6.000 Partikel erhalten.

Bindungsassays

Fiir das Screening wurden zwei Chips hergestellt. Auf Chip 1 wurden die 6.000 Partikel im-
mobilisiert, die nach der magnetischen Anreicherung erhalten wurden. Auf Chip 2 wurden ca.
23.000 Partikel der Peptidbibliothek 3 (ohne Anreicherung) immobilisiert. Fiir das Chip-
Screening wurden die beiden Chips gleich behandelt. Als primdrer Antikérper wurde der
BAM-mab 01 (CBZ) und als sekundirer Antikdrper der anti-Maus-Atto633-Antikorper ver-
wendet. Es wurden jeweils ein Prescreening und ein Target-Screening durchgefiihrt. Die Tar-
get-Screenings sind in Abbildung 30 und die Prescreenings im Anhang 8.7 (Abbildung 55)
dargestellt.
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Abbildung 30: Fluoreszenz-Scans (Aufldsung 10 um per Pixel) zweier Chips mit Uberlage-
rung von griiner (Anregung: 532 nm; Emission 570 nm) und roter (Anregung 635 nm; Emis-
sion 670 nm) Fluoreszenz. Die griine Fluoreszenz detektiert die Eigenfluoreszenz der Tenta-
Gel-Partikel und die rote Fluoreszenz indiziert die Bindung des anti-Maus-Atto633-Antikor-
pers. Links: Chip mit Partikeln, die nach einer magnetischen Anreicherung gewonnen wurden.
Rechts: Partikel aus der Bibliothek ohne Anreicherung. Target-Screening: Beide Chips wurden
inkubiert mit dem Antikérper BAM-mab 01 (CBZ), gefolgt von der Anfarbung mit anti-Maus-
Atto633-Antikorper.

Sequenzierung

Die Peptide wurden anschlieBend von den Partikeln abgespalten, die Chips mit einer MALDI-
Matrix bespriiht und die Peptid-Abbruchsequenzspektren direkt auf der Oberflache der Partikel
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mit MALDI-MS gemessen. Die Ubersetzung der Abbruchsequenzspektren fand mit Hilfe von
Spec2Seq statt. Bei Chip 1 konnte die Sequenzen von allen neun Partikeln eindeutig bestimmt
werden. Die Sequenzierung auf Chip 2 gelang nur bei einem von zwei Partikeln. Die identifi-

zierten Sequenzen von Chip 1 und Chip 2 sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Sequenzen der Peptide, die im Screening eine Affinitdt zum monoklonalen Anti-
korper BAM-mab 01 (CBZ) zeigten. Auf Chip 1 wurden Partikel immobilisiert, die zuerst mit-
tels Magneten angereichert wurden. Auf Chip 2 wurden ca. 23.000 Partikel der OBOC-Bibli-
othek ohne Anreicherung immobilisiert.

Chip Sequenz Pos1 Pos2 Pos3 Pos4 PosS Pos6 Pos7 Pos8

1 1 | H | W
1 2 | G | H

1 3 | w |

1 4 | F

1 5 | Y | F

16F

1 7 | W | H

1 8 | S | p |1 |H|Q |1 |s |
19HSYWY

21WFWHFP

Allgemein ist bei den identifizierten Sequenzen zu erkennen, dass aromatische Aminosiduren
mit einer hohen relativen Haufigkeit auftraten. Zudem kam Glutaminsiure sehr hiufig vor,
Arginin hingegen nur sehr selten. Somit sind die meisten, als bindend identifizierten Sequen-
zen, sauer. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von den erhaltenen Sequenzen aus Kapitel 4.4
(siehe Tabelle 7). Die Unterschiede konnen damit erklart werden, dass bei den Experimenten
in Kapitel 4.4 polyklonales Maus-IgG benutzt wurde. Dabei handelt es sich um eine Mischung
aus vielen unterschiedlichen Mausantikorpern unterschiedlicher Subklassen. Im Gegensatz
dazu ist der monoklonale Antikérper BAM-mab 01 (CBZ) ein definiertes Protein der Subklasse
IgG,.[174

Allerdings ist die Anzahl der Sequenzen insgesamt zu klein, um klare statistische Aussagen
treffen zu konnen. Der hohe Anteil an aromatischen Aminosiuren in den Sequenzen scheint
allerdings zu bestdtigen, dass - 7-Stacking einen groBBen Einfluss auf die Peptid-Protein-Bin-

dung hat.
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Affinitdtsbestimmung mittels SPR

Im néchsten Schritt sollten die Affinitdten ausgewidhlter Peptide bestimmt werden. Dazu wur-
den zwei Sequenzen ausgewihlt, die mit Hilfe der Anreicherung identifiziert wurden (Chip 1).
Des Weiteren wurde die Sequenz, die im direkten Screening (Chip 2) identifiziert wurde, re-
synthetisiert. Von Chip 1 wurden Peptid IgG BP5 (WIEESWEF) und Peptid IgG BP 6
(WHEERGY W) resynthetisiert. Peptid IgG BP5 hat auf Grund des hohen Glutaminsiure-An-
teils einen niedrigen isoelektrischen Punkt. Peptid IgG BP 6 ist mit zwei Glutaminsduren und
einem Arginin nur leicht sauer. Zum Vergleich wurde das Peptid [gG BP 7 (EWFWHFPR) von
Chip 2 resynthetisiert. Diese Sequenz enthélt eine Glutaminsdure und ein Arginin, wodurch
das Peptid anndhernd neutral ist. Zusétzlich wurde ein literaturbekanntes Peptid (HFRRHL)
mit einer Dissoziationskonstante von 26 uM gegen humanes IgG synthetisiert.[!7>]

Die Dissoziationskonstanten sollten, wie in den Kapiteln zuvor, mittels SPR bestimmt werden.
Hierzu wurde auf einem SPR-Chip (HC1500) der monoklonale Antikdorper BAM-mab 01
(CBZ) immobilisiert. Die Peptide wurden in Verdiinnungen zwischen 1 bis 250 uM gemessen.
Die Intensitit der Signale im Gleichgewicht ist gegen die Konzentration an Peptid aufgetragen

und in Abbildung 31 dargestellt.

200~ = IgGBP 5 (Chip 1)
] e 19GBP 6 (Chip 1)
1754 A IgGBP 7 (Chip2)
i v Literaturpeptid
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%‘ 125 S
Y ]
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Abbildung 31: Auswertung der SPR-Messungen fiir die Peptide IgG BP5 (WIEESWEF) und
IgG BP 6 (WHEERGY W) identifiziert auf Chip 1 (magnetische Anreicherung), IgG BP 7
(EWFWHFPR) identifiziert auf Chip 2 (ohne Anreicherung) und das Literaturpeptid
(HFRRHL). Fiir die Messungen wurde der monoklonale Antikérper BAM-mab 01 (CBZ) auf
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einem SPR-Chip (HC1500) immobilisiert und die Peptidlosungen in Konzentrationen zwi-
schen 1 bis 250 uM direkt injiziert. Die Signalintensitdt im Gleichgewicht ist gegen die Kon-
zentration an Peptid aufgetragen. Die Gleichgewichtsdissoziationskonstante ergibt sich aus
dem Wendepunkt der gefitteten Funktion. Die angegebenen Unsicherheiten ergeben sich aus
dem Standardfehler des Fits.

Die Signalintensitdt im Gleichgewicht wurde mit Hilfe von Gleichung 4 gefittet. Die Rmax-
Werte der einzelnen Fit variieren dabei wesentlich weniger als in Abbildung 28. Bei der Her-
stellung des SPR-Chips wurde ein monoklonaler Antikorper verwendet. Somit kann es nicht
zu einem heterogenen Bindungsverhalten kommen, wie bei SPR-Messungen aus Abbildung 28
beobachtet wurde. Die Werte der von IgG BP5 bis 7 sind anndhernd vergleichbar. Der R max-
Werte des Literaturpeptids ist hingegen doppelt so hoch. Im Allgemeinen ist der Rmax-Werte
abhéingig von der Masse der bindenden Peptide und deren Brechungsindex. Da der Brechungs-
index eines Peptids von den enthaltenen Aminosduren abhiangt!!’?l und die Sequenz sehr unter-
schiedliche zu den anderen Sequenzen ist, kann dies der Grund fiir die hoheren Rmax-Werte des
Literaturpeptids sein.

Die groflen Unsicherheiten erlaubten nur eine ungefdhre Abschdtzung der Dissoziations-
konstanten. Fiir das Literaturpeptid konnte ein Kp-Wert von 77 + 44 uM nachgewiesen wer-
den. Dieser ist damit mehr als doppelt so hoch wie der Literaturwert (26 uM!!'7*]). Ein Grund
fiir eine Abweichung konnte sein, dass sich der Literaturwert auf humanes IgG und nicht auf
Maus-IgG bezieht.

Die Dissoziationskontanten des Peptids IgG BP 7, welches ohne Anreicherung identifiziert
wurde, sind vergleichbar mit den erhaltenen Kp-Werten Kapitel 4.5 (Abbildung 28). Zudem
weist das Peptid IgG BP 7 zum Literaturpeptid vergleichbare Affinititen auf.

Bei den Peptiden IgG BP 5 und IgG BP 6 konnten Dissoziationskonstanten bestimmt werden,
die ca. 10fach niedriger sind als alle anderen IgG-Binder. Das Peptid IgG BP 5 weist mit einem
Kp-Wert von 1 uM den niedrigsten Wert auf, der in dieser Arbeit fiir ein IgG-bindendes Peptid
bestimmt werden konnte.

Somit konnte gezeigt werden, dass mit groBeren OBOC-Bibliotheken affinere Binder identifi-
ziert werden konnen. Dabei ist es allerdings wichtig, eine moglichst grof3e Partikelanzahl zu
screenen. Dies kann erreicht werden, indem ein vorgelagerter Anreicherungsschritt durchge-
fithrt wird. So kénnen mit Hilfe eines magnetischen Anreicherungsschritts zum einen mehr

bindende Peptide und zum anderen stirker bindende Peptide identifiziert werden.
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4.6 Methodenvergleich

Die Chip-basierte Analyse von OBOC-Bibliotheken mit einer vorgeschalteten Anreicherung
stellt eine geeignete Hochdurchsatzmethode dar, um Peptid-basierte Proteinbinder zu identifi-
zieren. Der Zeit-, Material- und Gerédteaufwand ist dabei vergleichsweise gering. Der verwen-
dete Chip wird aus einem herkdmmlichen Glasobjekttrager und einem elektrisch leitenden,
doppelseitigen Klebeband hergestellt. Beides sind Standardmaterialien, wodurch die Material-
kosten fiir die Herstellung eines solchen Chips weniger als einen Euro betragen. Die Auftra-
gung der Partikel durch ein Sieb ist ebenfalls sehr einfach, wodurch die Herstellungszeit des
Chips, fiir den geiibten Anwender, nicht ldnger als 20 min in Anspruch nimmt. Dies ist ein
enormer Vorteil gegeniiber bereits verdffentlichten Arbeiten, wie der von WANG et al., dessen
Chips mittels Halbleitertechnologie sehr aufwendig hergestellt werden miissen (siehe Kapitel
3.6.2).1%] Zudem bieten die Chips von WANG et al. maximal Raum fiir 800 Partikel,['%! wo-
hingegen auf den in dieser Arbeit entwickelten Chips bis zu 50.000 Partikel immobilisiert wer-

den konnen.

Um die Menge an gescreenten Partikeln weiter zu vergrofern, wurde eine magnetische Anrei-
cherung durchgefiihrt. Im Gegensatz zu MENDES et al.l''!l (siehe Kapitel 3.6.3) wurde eine
Durchflusszelle verwendet, die die reproduzierbare Anreicherung einer Million Partikel er-
laubt. Bei der Durchflusszelle handelt es sich um eine Standardzelle fiir die Messung der Ab-
sorption. Somit musste kein spezielles mikrofluidisches System entwickelt werden.[!!?] Die
Durchfiihrung der Anreicherung nahm, inklusive aller Inkubationsschritte, insgesamt drei
Stunden in Anspruch. Die ca. 6000 angereicherten Partikel aus Peptidbibliothek 3 konnten
auf einen Chip immobilisiert werden. Da theoretisch die sechsfache Menge an Partikeln auf
einen Chip passt, wire denkbar, tiber 6.000.000 Partikel unter Verwendung der magnetischen
Anreicherung zu screenen. Dazu konnen entweder sechs Anreicherungen hintereinander
durchgefiihrt oder die Anreicherung weiterentwickelt werden. Die Vorinkubation mit dem Tar-
get-Protein sollte dabei auch problemlos mit sechs Millionen Partikeln gleichzeitig funktionie-
ren. Da die Inkubationszeit der Partikel der zeitaufwendigste Schritt ist, wiirde die Durchfiih-

rung von sechs Anreicherungen die Gesamtzeit nicht wesentlich verlangern.

Fiir die Identifizierung falsch-positiver Partikel wurde ein Prescreening (Vorscreening) durch-
geflihrt. Gerade in dem Screening der groBen Peptidbibliotheken 2 und 3 hat sich gezeigt,
dass der Anteil an falsch-positiven Partikeln sehr grofl war. Dies bestétigt die Ergebnisse eini-

ger Veroffentlichungen, dass TentaGel-Partikel teilweise eine hohe Autofluoreszenz aufweisen
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und zuvor identifiziert werden miissen.!'*8] Des Weiteres werden Peptide identifiziert, die se-
lektiv den sekundédren Antikorper binden und nicht das Target-Protein. Das Prescreening ver-
hindert somit, dass nichtbindende Peptide identifiziert, umsonst synthetisiert und aufwendig
charakterisiert werden. Die Durchfiihrung des Precreenings nimmt dabei insgesamt zwei Stun-
den in Anspruch, was gering ist im Vergleich zum Aufwand und der Zeit, die eine Synthese

und Charakterisierung nichtbindender Peptide einnehmen wiirde.

Fiir das Target-Screening zur Identifizierung der selektiv bindenden Peptide muss zunéchst der
primére Antikorper fiir 16 Stunden inkubiert werden. Die Inkubation mit dem sekundéren An-
tikorper benotigt eine Stunde. Inklusive Waschschritten und Durchfiihrung des Fluoreszenz-
Scans dauert das Target-Screening ca. 19 Stunden, wobei die Inkubation mit dem Target-Pro-
tein liber Nacht stattfinden kann. Fiir die Messung der Fluoreszenz-Scans wird ein herkdmm-
licher Microarray-Scanner (z. B. MArS) verwendet. Diese Gerédte werden in vielen Analytikla-
boren genutzt und sind relativ gilinstig in der Anschaffung. Dies ist vor allem ein Vorteil ge-
geniiber den sehr teuren COPAS-Geréten (sieche Kapitel 3.6.1), wie die von CHO et al. fiir die

Hochdurchsatzanalyse von OBOC-Bibliotheken verwendeten. %]

Die Abspaltung der Peptide und das Aufbringen der MALDI-Matrix dauert insgesamt drei
Stunden. Hierfiir wird eine handelsiibliche Airbrush benutzt, welche glinstig in der Anschaf-
fung und einfach in der Handhabung ist. Auf aufwendige Matrixauftragungsmethoden, z. B.

mittels Elektrospray,!'””l wurde verzichtet.

Die anschlieBende Sequenzierung erfolgt direkt auf dem Chip, wodurch keine Zeit zur Sepa-
ration der Partikel bendtigt wird. Dies ist in den meisten Screeningverfahren von OBOC-Bib-
liotheken einer der zeitintensivsten Schritte. Die Koordinaten der positiven Partikel im Fluo-
reszenzscan werden automatisch in MALDI-Koordinaten umgerechnet, wodurch die Positio-
nen im MALDI gezielt angesteuert werden konnen. An diesen Positionen werden die jeweili-
gen Massenspektren direkt aufgenommen. Dies wurde in der Arbeit manuell durchgefiihrt. Da
allerdings nur eine Liste von Koordinaten abgearbeitet werden muss, ist eine Automatisierung
dieses Vorgangs ohne Weiteres denkbar. Die Zeit fiir die Messung der MS-Spektren betrug im
Schnitt eine Stunde. Die anschlieBende Auswertung der Spektren kann voll automatisch mit
der Software Spec2Seq geschehen. Die Rechenzeit der Software hidngt dabei stark von der
verwendeten Hardware und der theoretischen Grof3e der Bibliothek ab. So dauerte die Auswer-
tung der 18 Spektren, die beim Screening der Peptidbibliothek 2 gemessen wurden, ca. eine

Minute.’

5 Gerechnet auf einem Windows 10 System (CPU: Intel® Core™ i7, RAM: 16 GB).
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Alles in Allem dauert die gesamte Durchfiihrung, vom ersten Schritt der Anreicherung bis zum
Sequenzieren der Peptide, knapp zwei Tage. Dies ist ungefihr doppelt so schnell wie die
Durchfiihrung eines tiblichen Phagen-Displays, welcher in der Regel vier Tage benétigt. Die
Anzahl der Peptide (109) ist dabei geringer als im Phagen-Display, mit dem bis zu 10'° Peptide
gescreent werden konnen.!781 Allerdings ist die priasentierte Hochdurchsatztechnik zur Ana-
lyse von OBOC-Bibliotheken eine chemische, vollsynthetische Alternative zu den biologi-
schen Phagen-Displays. Somit kann die entscheidendste Limitierung des Phagen-Displays um-
gangen und z. B. D-Aminosduren oder unnatiirlichen Aminoséuren bei der Erstellung der Bib-
liotheken eingesetzt werden. Diese Moglichkeit, in Verbindung mit der in dieser Arbeit vorge-
stellten Hochdurchsatzmethode, eroffnet den potenziellen Einsatz in der Pharmaforschung, da

fast alle Schritte des Screenings leicht automatisiert werden konnen.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich eine Hochdurchsatzmethode entwickelt werden,
mit der schnell und einfach Peptid-basierte Binder fiir Proteine identifiziert werden kénnen.
Grundlage der Hochdurchsatzmethode ist ein Chip, auf dem ein Bindungsassay und die mas-
senspektrometrische Peptidsequenzierung hintereinander ausgefiihrt werden konnen (siehe
Abbildung 32). Ein aufwendiger, manueller Separationsschritt der Partikel entféllt somit.

Der Chip basiert auf einem herkommlichen Objekttrager, der mit einem elektrisch leitenden
doppelseitigen Klebeband modifiziert wurde. Durch das Format eines herkommlichen Objekt-
tragers, kann der Chip in vielen Geridten eingesetzt werden. Das Klebeband garantiert dabei
eine permanente Fixierung der Partikel auf der Oberflache des Chips. Die Auftragung der Par-
tikel erfolgt durch ein Sieb. Dies garantiert die gleichméBige Anordnung der immobilisierten
Partikel. Es konnte gezeigt werden, dass dabei die Position der Partikel iiber das gesamte Scree-
ning hinweg konstant ist. Ein Bindungsassay konnte direkt auf dem Chip durchgefiihrt werden.
Dadurch, dass die Partikel irreversibel auf dem Chip fixiert sind, konnen mehrere Screenings
hintereinander durchgefiihrt werden. Da bekannt ist, dass die verwendeten TentaGel-Partikel
oft eine hohe Eigenfluoreszenz aufweisen, ist es wichtig, diese vor dem Screening zu identifi-
zieren. So konnten in einem Prescreening diese Partikel identifiziert und bei der spéateren Aus-
wertung der Bindungsassays ausgeschlossen werden. Dies verhindert die Identifizierung von
falsch-positiven Peptiden, was beim Screening von OBOC-Bibliotheken ansonsten ein gravie-
rendes Problem darstellt.

Die Leitfihigkeit des Klebebandes ermoglicht neben der Immobilisierung der Partikel die
MALDI-TOF-MS-Messungen direkt auf dem Chip. Fiir die riickstands- und fliissigkeitsfreie
Abspaltung der Peptide von den Partikeln mit gasformigem Ammoniak, wurde der HMBA-
Linker verwendet. Fiir die Auftragung der MALDI-Matrix wurde eine herkdmmliche Airbrush
verwendet. Die MALDI-Matrix 2,5-DHAP zeigte dabei die besten Eigenschaften.
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Abbildung 32: Schematische Darstellung der
entwickelten Hochdurchsatzmethode fiir die
Identifizierung von Peptid-basierten Protein-
bindern aus OBOC-Bibliotheken.

Zusammenfassung

Bei den MALDI-MS-Messungen konnten
die m/z der Peptide eindeutig detektiert
werden. Allerdings gestaltete sich die
Messung von MS/MS-Spektren als
schwierig. Dabei wurden nur ca. 30 % der
Aminosduren in den Testpeptiden richtig
erkannt. Ursache hierfiir waren die gerin-
gen Mengen an Peptid auf der Oberflache

der Partikel.

Aus diesem Grund musste eine Methode
gefunden werden, die es erlaubte, die Pep-
tidsequenz unter den gegebenen Bedin-
gungen zu bestimmen. Als geeignet stellte
sich die Kodierung der Peptidsequenz
mittels Abbruchsequenz heraus. Hierfiir
wurden bei der Peptidsynthese mittels
Fmoc-Strategie 5 % Boc-Aminoséure ein-
gesetzt. Somit entstanden kiirzere Peptide,
Abbruchsequenzen genannt. Die Ab-
bruchsequenzen konnten mittels MALDI-
TOF-MS detektiert und die Sequenzen

eindeutig bestimmt werden.

Fiir die Auswertung der Massenspektren
wurde die Software Spec2Seq entwickelt.
Diese ermdglicht es, Massenspektren von
Peptiden aus OBOC-Bibliotheken gezielt
auszuwerten. Es konnte gezeigt werden,
dass Spec2Seq vergleichbare Ergebnisse
zu kommerzieller Software liefert, bei zu-
gleich wesentlich einfacherer Handha-
bung. Zudem erlaubt Spec2Seq die Aus-

wertung von Abbruchsequenzspektren,

woflir bisher noch keine Softwareldsung existierte. Da der grundlegende Algorithmus von
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Spec2Seq gut adaptierbar ist, konnten auch MS/MS-Spektren von Thiolacton-Prazisionspoly-
meren und DNA/LNA ausgewertet werden. So wurde die Software bereits in mehreren Verof-

fentlichungen verwendet.[145 162-163]

Die entwickelte Hochdurchsatzmethode (siehe Abbildung 32) wurde im Anschluss an realen
OBOC-Bibliotheken angewendet. Die Peptidbibliothek 1 wurde auf Binder gegen den anti-
FLAG-Antikorper gescreent. Bei der Synthese der Bibliothek wurden gezielt Aminosiduren
verwendet, die im Epitop gegen den anti-FLAG-Antikorpers vorkommen. Somit handelt es
sich um eine gezielt gegen das Paratop des Antikorpers gerichtete Peptidbibliothek. Die Bibli-
othek umfasste dabei ca. 400.000 unterschiedliche Peptide. 12.000 Partikel der Bibliothek wur-
den gescreent, wobei 33 Peptide als bindend identifiziert wurden. AnschlieBend wurde die Se-
quenz der Peptide bestimmt. In 24 der 33 identifizierten Peptidsequenzen konnte das Epitop
des anti-FLAG-Antikorpers komplett oder partiell nachgewiesen werden. Bei den neun ande-
ren Sequenzen handelt es sich wahrscheinlich um Mimotope, also Sequenzen, die die Erken-
nungsmerkmale des Epitops nachahmen. Fiir die Charakterisierung der erhaltenen Peptide wur-
den zwei Peptide resynthetisiert, wobei eins das bekannte Epitop aufwies und das andere nicht.
Zusitzlich wurde ein Konsensus-Peptid synthetisiert, welches eine Art Mittelwert iiber alle
identifizierten Peptide darstellt. Mittels SPR wurden die Dissoziationskonstanten aller Peptide
ermittelt. Das gefundene Peptid, welches das Epitop enthielt, und das Konsensus-Peptid wiesen
dabei vergleichbare Dissoziationskonstanten zu dem FLAG-Peptid auf (ca. 10-50 nM). Das
Peptid, welches nicht das Epitop in der Sequenz aufwies, wies eine ungefahr 10fach hdhere
Dissoziationskonstante auf. Allerdings zeigt die hohe Affinitit des Konsensus-Peptids, dass
bevorzugt starke Binder identifiziert werden konnten. Die Identifizierung eines Binders fiir den
anti-FLAG-Antikorper hatte dabei nur bedingt eine reale Anwendung und diente eher als eine
Validierung der Hochdurchsatzmethode.

Im néchsten Schritt wurde eine nicht-gerichtete OBOC-Bibliothek hergestellt und gegen Maus-
IgG gescreent. Diese Peptidbibliothek 2 bestand aus {iber 2 Mio. unterschiedlichen Peptiden
und war somit wesentlich gro3er als Peptidbibliothek 1. Es wurden rund 31.000 Partikel auf
einem Chip immobilisiert und gegen Maus-IgG gescreent. Dabei wurden 18 Peptidsequenzen
als IgG-bindend identifiziert. Vier dieser Peptide wurden resynthetisiert und deren Dissoziati-
onskonstanten mittels SPR bestimmt. Dabei konnten Kp-Werte zwischen 20 - 60 uM nachge-
wiesen werden. Diese Werte sind vergleichbar zu literaturbekannten, linearen, IgG-bindenden
Peptiden dhnlicher Linge.

Im Anschluss sollte getestet werden, ob es mdglich ist, mit einer gréBeren OBOC-Bibliothek

affinere Binder zu identifizieren. Dazu wurde die Peptidbibliothek 3 hergestellt, die insgesamt
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iiber 200 Mio. unterschiedliche Peptide enthielt. Da diese Bibliothek noch einmal wesentlich
grofler war, wurde eine magnetische Anreicherung vorgeschaltet. Somit konnten aus 1 Mio.
Partikeln ca. 6.000 Partikel angereichert werden. Die angereicherten Partikel wurden anschlie-
end auf einem Chip gescreent. Dabei wurden elf Peptide als bindend identifiziert. Zwei der
identifizierten Peptide wurden resynthetisiert und die Dissoziationskonstanten mittels SPR be-
stimmt. Die erhaltenen Kp-Werte von 1 und 5 uM waren ungefiahr eine GroBenordnung kleiner
als die der nichtangereicherten Bibliothek. Somit konnte z. B. das Peptid WIEESWEF in einer
Affinitdtschromatographie eingesetzt werden, um Antikorper aus Mausserum oder Zellkultu-
riberstdnden zu gewinnen. Protein A weist eine wesentlich niedrigere Dissoziationskonstante
(Kp = 14 nM) auf, die aber Probleme mit der schonenden Elution der Antikorper verursacht.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass Peptide mit vergleichbaren Dissoziationskonstanten,
wie die in dieser Arbeit ermittelten, IgG aus Zellkulturiiberstinden extrahieren konnen.[>]
Beim Screening von unterschiedlichen, realen OBOC-Bibliotheken konnten Peptidbinder mit
Affinitdtskonstanten im nano- und mikromolaren Bereich identifiziert werden. So konnte auch
die praktische Anwendung der entwickelten Hochdurchsatzmethode eindrucksvoll bewiesen
werden. Die Ergebnisse der Screenings der drei Peptidbibliotheken sind in Tabelle 9 aufge-
fiihrt.

Tabelle 9: Vergleich der in dieser Arbeit untersuchten Peptidbibliotheken.

Peptidbibliothek 1 | Peptidbibliothek2 | Peptidbibliothek 3

Theoretische 390.625 2.091.152 214.358.881
Grofle
Target An.ti:FLAG- Polyklonales Monoklonales

Antikrper M2 Maus-1gG Maus-I1gG
Gescreente Parti- 12.000 31.000 1.000.000
kel
Bester Binder DYDIYIYD GRIHGPR WIEESWEF
Kbp-Wert 12 nM 14 uM 1 uM

Ausblick

Beim Screening der Peptidbibliotheken 2 und 3 konnten mikromolare Peptidbinder identifi-
ziert werden. Diese Affinitdten sind geeignet flir einen Einsatz in der Affinitdtschromatogra-
phie. Fiir eine Verwendung von Peptiden als Wirkstoff werden hingegen wesentlich hohere
Affinitdten im nano- bis pikomolaren Bereich bendtigt. Eine Moglichkeit wire die Verwen-

dung zyklischer Peptide. Es ist bekannt, dass diese auf Grund ihrer starreren Form stirkere
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Bindungen zu Proteinen ermoglichen.[*?] Hierfiir miissten geeignete Synthesewege gefunden

werden, die eine Kodierung mittels Abbruchsequenzen zulassen.

Eine weitere Moglichkeit bestiinde darin, die Menge an gescreenten Partikeln zu erhohen.
Beim Screening der Peptidbibliotheken in dieser Arbeit wurden maximal 1 Mio. Partikel ver-
wendet. Ziel sollte allerdings sein, alle Peptide einer OBOC-Bibliothek zu screenen. Somit

kann sichergestellt werden, dass die Binder mit den hochsten Affinitdten identifiziert werden.

Das Hauptproblem beim Screening einer groBen Anzahl an Partikeln ist die stark zunehmende
Gesamtmasse. Beim Screening von 200 Mio. Partikeln mit einem Durchmesser von 75 uM
wiren z. B. 40 g notig, eine praktisch schwer handhabbare Masse. Durch den Einsatz von klei-
neren Partikeln konnte dieses Problem umgangen werden. So wiegen z. B. 200 Mio. Partikel
mit einem Durchmesser von 30 um nur 3 g. Allerdings entstehen dadurch gravierende Prob-
leme, wie die 10fach geringe Menge an Peptid pro Partikel. Es ist unklar, ob eine Sequenzie-
rung mittels MALDI-TOF-MS mit diesen Partikeln noch mdéglich ist.

Das Screening der Peptidbibliothek 1 hat ein inhdrentes Problem der Peptidbibliotheken ge-
zeigt. So wurde neben hochaffinen Bindern auch ein Peptid identifiziert, welches wesentlich
schwicher an das Protein bindet. Ursache dafiir ist, dass es auf Grund der hohen Dichte der
Peptide auf der Oberflache der Partikel zu Avidititseffekten kommt. Eine Losung wire die
Entwicklung von maB3geschneiderten Kern-Schale-Partikeln. Hierbei wiére die Dichte der Pep-
tide auf der Schale gering genug, um starke monovalente Binder zu identifizieren. Der Kern
weist hingegen eine sehr hohe Anzahl an Peptiden auf, wodurch eine Sequenzbestimmung mit-
tel MS gewihrleistet werden konnte. Solche Konzepte befinden sich bereits in der Entwick-
lung, allerdings sind die bendtigten Partikel nicht kommerziell erhéltlich.

Es konnte in dieser Arbeit das Screening von OBOC-Bibliotheken optimiert werden. Fiir eine
effizientere Identifikation von noch affineren Bindern, miissen im néchsten Schritt neue (Kern-
Schale-) Partikel entwickelt werden, um die TentaGel-Partikel, die heutzutage im iiberwiegen-

den Teil der Literatur verwendet werden, abzulGsen.
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6.1 Reagenzien und Losungsmittel

Experimental Teil

Die verwendeten Chemikalien wurden bei folgenden Firmen kommerziell erworben:

Reagenz

Firma (Bestellnummer)

(3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilan (= 98 %)

Sigma-Aldrich, 440167

2,5-DHAP

Sigma-Aldrich, A12185

2,5-DHB

Bruker, 201346

Acetonitril (> 99,9 %)

Fisher Chemical, 10799704

Ammoniumdihydrogenphosphat

Sigma-Aldrich, A1645

BAM-mabl (CBZ) (1 mg/mL)

Bundesanstalt fiir Materialforschung

und -priifung

Anti-FLAG-Ak M2 (1 mg/mL)

Sigma -Aldrich, F1804-50UG

Anti-Maus-Atto633-Ak (1 mg/mL)

AttoTec, 78102-1ML-F

Anti-Maus-Biotin-Ak (1 mg/mL)

Sigma-Aldrich, B7264

Boc-Arg-OH J&K Chemicals
Boc-GIn-OH J&K Chemicals
Boc-Glu(OtBu)-OH Alfa Aesar

Boc-Gly-OH

Iris Biotech

Boc-His(Tos)-OH

Iris Biotech

Boc-Ile-OH

Iris Biotech

Boc-Lys(Boc)-OH

Iris Biotech

Boc-Phe-OH Sigma-Aldrich
Boc-Pro-OH Sigma-Aldrich
Boc-Ser-OH J&K Chemicals
Boc-Trp-OH Sigma-Aldrich
Boc-Tyr-OH Sigma-Aldrich

Dichlormethan (DCM) (> 98 %)

Th. Geyer GmbH & Co. KG, 2356

Dinatriumhydrogenphosphat (= 99 %, Dihydrat)

Sigma, 71643

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
(EDC)

Sigma-Aldrich, E1769
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Ethanol (> 99,8 %)

Sigma-Aldrich, 493511

Fmoc-Arg(Pbf)-OH

Bachem

Fmoc-Asp(OtBu)-OH

Sigma-Aldrich

Fmoc-Gln-OH

J&K Chemicals

Fmoc-Glu(OtBu)-OH

Sigma-Aldrich

Fmoc-Gly-OH

Bachem

Fmoc-His(Trt)-OH

Sigma-Aldrich

Fmoc-Ile-OH

Carl Roth

Fmoc-Lys(Boc)-OH

Iris Biotech

Fmoc-Phe-OH Bachem
Fmoc-Pro-OH Bachem
Fmoc-Ser(tBu)-OH Bachem
Fmoc-Thr(tBu)-OH Bachem

Fmoc-Trp-OH

Sigma-Aldrich

Fmoc-Tyr(tBu)-OH

Sigma-Aldrich

Guanidin-Hydrochlorid

Sigma-Aldrich, G3272-25G

KH2PO4 (299,5 %)

Sigma-Aldrich, 60218

2-(N-Morpholino)ethansulfonsdure (MES)

Carl Roth, 4256.2

N,N-Dimethylformamid (DMF) (> 99,8 %)

Merck, 1.00387

NaCl (>99,5%)

Sigma-Aldrich, 7647-14-5

Natriumdihydrogenphosphat (> 99 %, Dihydrat)

Fluka, 71502/AppliChem, A3902

N-Hydroxysuccinimid (NHS) (98 %)

Sigma-Aldrich, 130672

O-(6-Chlorbenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetra-
methyluronium hexafluorophosphat (HCTU)
(>98 %)

Novabiochem, 8510120025

Peptide Calibration Standard I1

Bruker, 222570

Piperidin (= 98,5 %)

Sigma-Aldrich, 104094

Polysorbate 20

Sigma-Aldrich, P7949

PS-MAG-SA (10 mg/mL Suspension)

Durchmesser: 1,43 pm

microParticles GmbH, S2472
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Eisenoxidgehalt (Gew.-%): > 30 %

TentaGel® HL NH2
Durchmesser: 75 pm

Kapazitit: 0,47 mmol/g

Rapp Polymere, HL12902

TentaGel® M NH:
Durchmesser: 30 um

Kapazitit: 0,23 mmol/g

Rapp Polymere, M30352

Toluol (getrocknet)

AppliChem, A0527

Trifluoressigsdure (99 %)

Sigma-Aldrich, T6508

Triisopropylsilan (TIS) (98%)

Sigma-Aldrich, 233781

TWEEN 20

Sigma Aldrich, P7949

a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure

Bruker, 201344

Polyklonales Maus-IgG (1 mg/mL, Protein A ge-

reinigt)

Sigma Aldrich, PP54

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansul-
fonsdure (HEPES)

Sigma Aldrich, H4034-100G

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

AppliChem GmbH, 131669

Es wurden ausschliefllich L-Aminosduren verwendet.

Milli-Q-Wasser wurde mit einem Milli-Q Synthesis/A10 Reinstwassersystem der Firma Mil-

lipore (Merck) aufbereitet. Der spezifische Widerstand betrug dabei > 18,2 Q und der gesamte

organische Kohlenstoff <5 ppb.

6.2 Puffer und Losungen

Der pH-Wert der hergestellten Losungen wurde mittels pH-Meter tliberpriift. Die folgenden

Puffer und Losungen wurden bei 4 °C gelagert.

Puffer und Losungen ‘ Zusammensetzung

PBS-Pufter, pH 7,4

100

0,005 M KH,PO4
0,01 M Na,;HPOy4
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0,1 M NaCl

PBS-Puffer, pH 8 0,005 M NH;PO4
0,095mM Na;HPO4

BSA-T-PBS-Puffer, pH 7,4 0,005 mol/L KH,PO4

0,01 mol/L Na,HPO4
0,1 mol/L NaCl

10 g/ BSA

1 mL/L Tween20

MALDI-Matrix CHCA:

10 mg in ACN/TFA (0,1 Vol.-% in Milli-Q-Was-
ser, 2/1 (v/v))

2,5-DHB:

10 mg/mL 2,5-DHB-L6sung (ACN/ TFA (0,1 Vol.-
% in Milli-Q-Wasser, 1/1 (v/v))

Super DHB:

10 mg/mL Super-DHB-Losung (ACN/ TFA
(0,1 Vol.-% in Milli-Q-Wasser, 1/1 (v/v))

2,5-DHAP:

20 mg in Ethanol/ Ammoniumcitrat (18 mg/ml in
MilliQ-Wasser) (3: 1 v/ v)

Peptide Calibration Standard II- 80 pmol/ul in TFA (0,1 Vol.-% in Wasser)

Stammlosung
Kaisertest Losung A: 0,28 mol/L Ninhydrin in Ethanol (95%)
Losung B: 42,5 mol/L Phenol in Ethanol (95%)
Losung C: 0,001 mol/L KCN in Pyridin
6.3 Geriite
Geriite, Bezeichnung Hersteller

Analysenwaage: Mettler Toledo XS105DU mit Drucker: | Mettler-Toledo GmbH
Mettler Toledo RS-P42

MALDI-Targets:

Steel™ 600/384 Bruker Daltonik GmbH
MTP Slide-Adapter II Bruker Daltonik GmbH
pH-Elektrode, InLab® Micro Mettler-Toledo GmbH
HANNA Instruments
pH-Meter, pH 211 Microprocessor pH-Meter Deutschland GmbH
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Pipetten:
Eppendorf Research® (variabel),

Transferpette® (variabel)

Eppendorf AG,
BRAND

Trockenschrank, Modell 5002

Memmert GmbH & Co. KG

Vortexmischer, Reax top

Heidolph Instruments GmbH
& Co. KG

High Precision Durchflusszelle, 137-1-40 Hellma Analytics
GroBe: 50x 10 x 1 [mm)]

Magnet: Material: NdFeB, Haftkraft: 302 N Magnetkontor
GroBe: 50 x 25 x 12.5 [mm],

Pole parallel zur Kante

Minizentrifuge: neo-Lab-Minizentrifuge D-6015 neolLab

Analysesieb @ 100 mm / Maschenweite 100 pm,
551.045.222-027

Linker Industrie-Technik

Spritzenpumpe Pump 11 Elite Harvard Apparatus
Thermomixer, compakt, Model: 5350-23169 Eppendorf AG
Vacuum Drying Oven, VDL 23, E2.1 Binder GmbH
Airbrush Pistole Kit AT-AK-01 Agora-Tec

6.4 Verbrauchsmaterialien
Material, Bezeichnung Firma

Einmalspritzen mit —kantilen, HSW NORM-JECT®
(2-teilig, 1 mL, 5 mL)

Henke-Sass, Wolf
GmbH

PP-Reaktor 2ml mit PE Fritte und Stempel

Multisyntech

Glass Slides for MALDI Imaging (ITO-Slides)

Bruker Daltonik
GmbH

UV-Kiivette mikro (70 pL, z=8.5)

Brand GmbH & Co.
KG

Glasobjekttrager, Model 7525M, GroBe: 75 x 25 [mm)]

J. Melvin Freed
Brand
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HC-1500-SPR-Sensorchip

XanTec

HC-200-SPR-Sensorchip

XanTec

Einmal-Pipettenspitzen

Brand GmbH & Co.
KG

Brand GmbH & Co.

Low retention Tips mit Filter KG
Eppendorf microcentrifuge tube 0,5 mL, 1.5 mL, 2 mL und 5 mL | Eppendorf AG
EppendorfloBind microcentrifuge tube 1,5 mL und 2 mL Eppendorf AG

XYZ-Axis Electrically Conductive Double-Sided Adhesive Tape | 3M™

(9713)

6.5 Analytische Methoden

MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Gerit
Firma
Ionenquelle
Laser
Analysator
Spannung
Mode

Software

UV/Vis-Spektroskopie
Gerit

Firma

Optik

Lichtquelle

Spektrale Bandbreite
Wellenldngenbereich

Detektor

Autoflex III Smartbeam

Bruker Daltonik GmbH

Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation
Smartbeam Laser (355 nm), 200 Hz
Flugzeitanalysator (TOF)

24 kV

Reflektor, Linear

FlexControl 1.3 (Steuerung), FlexAnalysis 1.0 (Auswertung),
BioTools 3.2 (Sequenzierung), Spec2Seq

Evolution 220 UV-Visible Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientic GmbH

Zweistrahlphotometer, Czerny-Turner-Monochromator
Xenon Blitzlampe

Variabel 1 nm, 2 nm

190-1100 nm

Zwei Silizium-Photodioden
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Software

Microarray-Scanner
Gerit

Firma

Laser

Emissionsfilter
Detektor

Software

SPR

Gerit

Firma
Autosampler
Pumpe
Flusszelle

Software

Digitalmikroskop
Gerit

Firma

Detektor

V)

Software

Experimental Teil

Insight 1.4.40 (Steuerung, Auswertung)

MATS microarray scanner

DITABIS AG

Solid State Laser: 532 nm; 635 nm

Griine Emission (570 nm), Rote Emission (670 nm)
Photomultiplierrohre (PMT)

SpotScout Pro 1.0

R7500DC Dual Channel System
Reichert Technologies

SR8100

SR8500

Zweikanalflusszelle

SPR Autolink

Digital Microscope VHX-600
Keyence

1/1.8-inch CMOS image sensor Virtual pixels: 1600 (H) x 1200

Keyence
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6.6 Peptidsynthese
6.6.1 Vorbereitung der Partikel

Die TentaGel HL NH; Partikel wurden in DMF vorgequollen und mit DMF gewaschen. HMBA
(0.1 mol/L, 4 Aq.), HCTU (7.2 Aq.) und NMM (16 Aq.) wurden in DMF geldst und fiir eine
Stunde zu den Partikeln gegeben. Die Kopplung wurde wiederholt, gewaschen und die Voll-
stindigkeit der Reaktion mit dem Kaisertest iiberpriift. Fiir die Kopplung der ersten Amino-
siure wurde Gly-Fmoc und (3 mol/L, 10 Aq.) DIC (5 Aq.) in DCM geldst und fiir 20 min bei
2 °C geriihrt. Diese Losung wurde zu den Partikeln gegeben, gefolgt von der tropfenweisen
Zugabe von DMAP (0.1 Aq, 50 mmol/l in DMF). Nach 10 h wurden die Partikel mit DMF und
DCM gewaschen. Die Reaktion wurde wiederholt (16 h). Im nidchsten Schritt wurden die Par-
tikel mit einer Abspaltlosung aus DMF/Piperidin (4/1, v/v) fiir 15 min behandelt und anschlie-
Bend gewaschen (5x 1 mL DMF, 5x 1 mL DCM, 5x 1 mL DMF). Die Menge abgespaltenen
Fmoc-Derivats wurde mittels UV-Spektroskopie quantifiziert. Dafiir wurde die Abspaltlosung
in DMF/Piperidin (4/1, v/v) geeignet verdiinnt und in Mikro-Kiivetten iiberfiihrt. Die Absorp-
tionsspektren wurden bei einer Wellenldnge von 300 nm mit dem UV/VIS-Spektrometer auf-

genommen.

6.6.2 Peptidsynthese ohne Abbruchsequenzen

Die gesamte Peptidsynthese wurde in einem 2 mL Spritzenreaktor mit Polyethylen-Fritte
durchgefiihrt. Die TentaGel HL NH> wurde wie in Kapitel 6.6.1 beschrieben vorbereitet und in
einem Spritzenreaktor vorgelegt. Die Aminosduren wurden, bezogen auf die Beladung der
TentaGel-Partikel (8 Aq., 0,1 M) in DMF mit NMM (16 Aq.) als Base und HCTU (7,2 Aq.)
als Aktivierungsreagenz, fiir 1 h gekoppelt und anschlieBend gewaschen (5 - 1 mL DMF, 5 -
1 mL DCM, 5x 1 mL DMF). Nachfolgend wurden die Partikel mit 500 pl Capping-Losung aus
Essigsdureanhydrid/ 2,6-Lutidin/DMF (5/6/89, v/v/v) fiir 15 min behandelt und anschlieend
gewaschen (5 - 1 mL DMF, 5 - 1 mL DCM, 5 - 1 mL DMF). Im néchsten Schritt wurden die
Partikel mit einer Abspaltlosung aus DMF/Piperidin (4/1, v/v) fiir 15 min behandelt und an-
schlieBend gewaschen (5 - 1 mL DMF, 5 - 1 mL DCM, 5 - 1 mL DMF). Die Menge abgespal-
tenen Fmoc-Derivats wurde mittels UV-Spektroskopie quantifiziert. Daflir wurde die Abspalt-
16sung in DMF/Piperidin (4/1, v/v) geeignet verdiinnt und in Mikro-Kiivetten iiberflihrt. Die
Absorptionsspektren wurden bei einer Wellenldnge von 300 nm mit dem UV/VIS-Spektrome-

ter aufgenommen.

105



Experimental Teil

Die Abspaltung der permanenten Schutzgruppen mit einer Mischung aus 95 % TFA, 2,5 %
TIS, 2,5 % Milli-Q-Wasser. AbschlieBend wurden die Partikel intensiv mit DCM gewaschen

und in vacuo getrocknet.

Synthese des Testpeptids

Das Testpeptid wurde, wie im Abschnitt zuvor beschrieben, nach der Fmoc-Peptidsynthese-
methode synthetisiert. Dabei wurde die Peptidsequenz DTHFPIGTERSGG unter Verwendung
der Fmoc-Peptidsynthese hergestellt.

Fiir die MALDI-TOF-MS-Messung wurde ein Gefd3 mit einer Spatelspitze der Partikel in eine
Kammer mit 2 mL wiéssriger Ammoniaklosung (30 % in Wasser) am Boden gestellt. Der
HMBA-Linker wurde innerhalb von 2 h gespalten. Die Partikel wurden aus der Kammer ge-
nommen und 200 pl einer Losung von Essigsdure/Milli-Q-Wasser/Acetonitril (3/3/4, v/v/v)
wurde zu den Partikeln gegeben. Die Partikel wurden suspendiert und anschlie3end zentrifu-
giert. 1 ul des Uberstandes wurde mit 1 pl CHCA-MALDI-Matrix gemischt und MALDI-
TOF-MS gemessen. Der Erfolg der Synthese wurde mittels MALDI-TOF-MS/MS bestatigt
(siehe Abbildung 14).

6.6.3 Peptidsynthese mit Abbruchsequenzen

Die Fmoc-Aminosiuren wurden bezogen auf die Beladung der TentaGel-Partikel (8 Aq.,
0,1 M) und 0,4 Aq. der entsprechenden Boc-geschiitzten Aminosidure in DMF mit NMM
(16 Aq.) als Base und HCTU (7,2 Aq.) als Aktivierungsreagenz fiir 1 h gekoppelt und anschlie-
Bend gewaschen (5 - 1 mL DMF, 5 - 1 mL DCM, 5x 1 mL DMF). Nachfolgend wurden die
Partikel mit 500 pl Capping-Losung aus Essigsdureanhydrid/ 2,6-Lutidin/DMF (5/6/89, v/v/v)
fiir 15 min behandelt und anschlieBend gewaschen (5 - 1 mL DMF, 5 - 1 mL DCM, 5 - 1 mL
DMF). Im néichsten Schritt wurden die Partikel mit einer Abspaltlosung aus DMF/Piperidin
(4/1, v/v) fiir 15 min behandelt und anschlieBend gewaschen (5 - 1 mL DMF, 5 - 1 mL DCM,
5 - 1 mL DMF). Die Menge abgespaltenen Fmoc-Derivats wurde mittels UV-Spektroskopie
quantifiziert. Dafiir wurde die Abspaltlosung in DMF/Piperidin (4/1, v/v) geeignet verdiinnt
und in Mikro-Kiivetten iiberfiihrt. Die Absorptionsspektren wurden bei einer Wellenldnge von
300 nm mit dem UV/VIS-Spektrometer aufgenommen.

Die Abspaltung der permanenten Schutzgruppen erfolgte mit einer Mischung aus 95 % TFA,
2,5 % TIS, 2,5 % Milli-Q-Wasser. AbschlieBend wurden die Partikel intensiv mit DCM gewa-

schen und in vacuo getrocknet.
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Synthese der Testpeptide

Die Herstellung der Testpeptide (siehe Tabelle 2) wurde in einem 2 mL Spritzenreaktor durch-
gefiihrt. Die TentaGel HL NH; Partikel wurden wie in Kapitel 6.6.1 beschrieben vorbereitet
und in einem Reaktor vorgelegt. Zundchst wurde die Spacer-Sequenz GGGTERSGG unter
Verwendung der Fmoc-Peptidsynthese (siche Kapitel 6.6.2.) hergestellt. Die Peptidsequenz
nach der Spacer-Sequenz wurde wie im Abschnitt zuvor beschrieben mit Hilfe der Abbruchse-

quenzmethode synthetisiert.

Fiir die MALDI-TOF-MS-Messung wurde ein Gefal3 mit einer Spatelspitze der Partikel in eine
Kammer mit 2 mL wiéssriger Ammoniaklosung (30 % in Wasser) am Boden gestellt. Der
HMBA-Linker wurde innerhalb von 2 h gespalten. Die Partikel wurden aus der Kammer ge-
nommen und 200 pl einer Losung von Essigsdure/Milli-Q-Wasser/Acetonitril (3/3/4, v/v/v)
wurde zu den Partikeln gegeben. Die Partikel wurden suspendiert und anschlieBend zentrifu-
giert. 1 pl des Uberstandes wurde mit 1 pl CHCA-MALDI-Matrix gemischt und MALDI-
TOF-MS gemessen. Der Erfolg der Synthese wurde mittels MALDI-TOF-MS/MS bestatigt
und ist in Anhang 8.1 dargestellt.

6.6.4 Synthese Peptidbibliothek 1°

Fiir die Synthese der Peptidbibliothek 1 wurden 20 mg TentaGel HL NH2 wie in Kapitel 6.6.1
vorbereitet. Die Synthese wurde in 2 mL Spritzenreaktor durchgefiihrt. Eine Spacer-Sequenz
(GGTERSGG) wurde unter Verwendung der Fmoc-Peptidsynthese synthetisiert (siche Kapitel
6.6.2). Das variable Peptidsegment wurde manuell synthetisiert, indem die Partikel in fiinf glei-
che Aliquote aufgeteilt wurden. Die Kopplung jedes Aliquots wurde unter Verwendung von 8
Aq. jeder Fmoc-geschiitzten Aminosdure (Thr, Ile, Asp, Lys, Tyr) und 0,4 Aq. der entspre-
chenden Boc-geschiitzten Aminosiure in DMF mit HCTU (4 Aq.) und NMM (8 Aq.) fiir 1
Stunde oder iiber Nacht durchgefiihrt. Alle Aliquote wurden zum Waschen und zur Fmoc-
Entschiitzung gemischt. Dieser Zyklus des Aufteilens und Mischens wurde achtmal wieder-
holt. AnschlieBend wurden die Seitenkettenschutzgruppen und Boc-Schutzgruppen, mit 1 mL
einer Losung aus 95 % TFA, 2,5 % TIS, 2,5 % Milli-Q-Wasser fiir 2 h abgespalten. Abschlie-

Bend wurden die Partikel intensiv mit DCM gewaschen und in vacuo getrocknet.

6 Synthese wurde durchgefiihrt von Mike Lettow.
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6.6.5 Synthese Peptidbibliothek 2

Fiir die Synthese der Peptidbibliothek 2 wurden 500 mg TentaGel HL NH2 wie in Kapitel
6.6.1 vorbereitet. Eine Spacer-Sequenz (GGGTERSGG) wurde unter Verwendung der Fmoc-
Peptidsynthese synthetisiert (siche Kapitel 6.6.2). Das variable Peptidsegment wurde wie in
Kapitel 6.6.4 synthetisiert. Die Kopplung jedes Aliquots wurde unter Verwendung von 8 Aq.
jeder Fmoc-geschiitzten Aminosiure (Gly, His, Ile, Ser, Phe, Pro, Glu, Arg) und 0,4 Aq. der
entsprechenden Boc-geschiitzten Aminosdure durchgefiihrt. Dieser Zyklus des Aufteilens und

Mischens wurde siebenmal wiederholt.

6.6.6 Synthese Peptidbibliothek 37

Fiir die Synthese der Peptidbibliothek 3 wurden 500 mg TentaGel HL NH2 wie in Kapitel
6.6.1 vorbereitet. Eine Spacer-Sequenz (GGTERSGG) wurde unter Verwendung der Fmoc-
Peptidsynthese synthetisiert (siehe Kapitel 6.6.2). Das variable Peptidsegment wurde wie in
Kapitel 6.6.2 synthetisiert. Die Kopplung jedes Aliquots wurde unter Verwendung von 8 Aq.
jeder Fmoc-geschiitzten Aminosiure (Gly, Ser, Pro, Glu, Iso, Gln, Arg, Tyr, His, Phe, Trp) und
0,4 Aq. der entsprechenden Boc-geschiitzten Aminosiure durchgefiihrt. Dieser Zyklus des

Aufteilens und Mischens wurde achtmal wiederholt.

6.7 Immobilisierung der Partikel auf ITO-Slides

Es wurden unmittelbar vor der Silanisierung der /70-Slides 80 ml einer 1 Vol-% (3-Glycidy-
loxypropyl)trimethoxysilan-Losung in Toluol (mit 1 ml Wasser gesittigt) hergestellt. Die /70-
Slides wurden in einem Objekttrager-Farbetrog gestellt und die (3-Glycidyloxypropyl)trime-
thoxysilan Losung hinzugegeben. Das ITO-Slide wurde fiir 1 h inkubiert und anschlieend aus-
giebig zuerst mit Toluol und anschlieBend mit Wasser gewaschen. Die /7O-Slides wurden im
Trockenschrank bei 90 °C getrocknet und bis zu Verwendung trocken und kiihl gelagert.

Eine Spatelspitze der Partikel wurde in 50 ul Phosphatpuffer (pH 8) suspendiert, in eine abge-
trennte Silikonkammer einer Silikonmaske (7 - 7 mm, 1,6 mm Tiefe) auf die silanisierten /70-
Slides gegeben und diese bei 60 °C in einem Wéarmeschrank fiir 2 h getrocknet. Anschlieend
wurde ausgiebig mit Phosphatpuffer (pH 8) und Wasser gewaschen und bei RT getrocknet.

7 Synthese wurde durchgefiihrt von Michael Linke.
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6.8 Chip Priparation

Ein Glasobjekttrager der GroBe 7,5 - 2,5 cm wurde mit dem Klebeband XYZ-Axis Electrically
Conductive Double-Sided Adhesive Tape modifiziert. Der modifizierte Objekttrager (Chip)
wurde in einen speziell angefertigten Halter (BAM, Werkstatt Adlershof) eingespannt. Das
Sieb (Maschenweite 100 um) wurde auf die modifizierte Oberseite des Chips gedriickt. Die
getrockneten Partikel wurden auf dem Sieb verteilt, damit die Partikel die Maschen des Siebes
fiillen konnen. Es wurde leichter Druck auf die Partikel ausgeiibt, sodass eine Befestigung der
Partikel auf der Chipoberflache gewéahrleistet wurde. Das Sieb wurde anschlieBend, mit allen
nicht-gebundenen Partikeln entfernt. Auf dem Chip wurde eine Monolayer von geordneten

Partikeln erhalten.

6.9 Bindungsassay

Fiir die Bindungsassays wurden die Partikel wie in Kapitel 6.8 beschrieben auf einem Chip
immobilisiert. Die Partikel auf dem Chip wurden in PBS-T-BSA (pH 7,5; 0,1 % Tween 20; 1
% BSA) fiir 1 h vorgequollen. Anschlielend erfolgte die Inkubation mit den Antikorpern:

Prescreening

Der sekundére Antikorper anti-Maus-Atto633-Antikérper wurde 1:10.000 in PBS-T-BSA ver-
diinnt. Der Chip wurde in einer Petrischale mit 10 mL dieser Losung bedeckt und auf einem
Orbitalschiittler bei 50 rpm fiir 1 h inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Chip aus der Lo-
sung genommen, dreimal mit Milli-Q-Wasser gewaschen und direkt in den Fluoreszenzscanner
tiberfiihrt. Dabei wurde ein Scan bei einer Laserwellenldnge von 532 nm durchgefiihrt, um die
Partikel mittels Autofluoreszenz zu lokalisieren. Der Scan bei der Wellenldnge 635 nm wurde
verwendet, um falsch-positive Partikel zu detektieren. Die PMT-Gain wurde fiir 532 nm auf
65 % und fiir 635 nm auf 70% gestellt. Die Auflosung der Scans betrug 10 um. Zur Regenera-
tion wurde der Chip 30 min in einer wéssrigen 6 M Guanidinhydrochloridlosung behandelt,
5 min in MilliQ-Wasser leicht geschiittelt und anschlieBend dreimal mit PBS-T BSA gewa-

schen.

Target-Screening
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Der primidre Antikorper (Ausgangskonzentration 1 mg/mL) wurde 1: 10.000 in PBS-T BSA
verdiinnt. Die Inkubation fand in einer Petrischale, auf einem Orbitalschiittler (50 rpm) fiir 16 h
statt. Der Chip wurde anschlieen fiinfmal mit PBS-T BSA gewaschen. Nach dem Waschen
wurde 1 h lang mit dem Anti-Maus-1gG-Atto633-Antikdrper (1: 10.000 in PBS-T BSA) inku-

biert. Das Fluoreszenzscannen wurde wie beim Prescreening durchgefiihrt.

Auswertung

Fiir die Auswertung wurden die Scans des Prescreenings und Target-Screenings in die Soft-
ware ImagelJ geladen. Fiir die Identifizierung von positiven Treffern wurden die Scans bei der
Wellenldnge 635 nm verwendet. Partikel wurden als positiv gewertet, wenn die detektierte,
mittlere Fluoreszenzintensitit eines Partikels im Target-Screening dreifach hher war als im

Prescreening.

6.10 Peptidabspaltung und Matrixauftragung

Zur Peptidspaltung von der Partikeloberfliche wurde der Chip in eine Kammer mit 2 mL wiss-
riger Ammoniaklosung (30 % in Wasser) am Boden gestellt. Der HMBA-Linker wurde inner-
halb von 2 h gespalten. Die Matrixauftragung wurde unter Verwendung einer Airbrush durch-
geftihrt. Pro Chip wurden 2 mL 2,5-DHAP Matrixlosung verwendet. Der Chip wurde 15 cm
unter der Spitze der Airbrush platziert. Mit einem konstanten Druck von 2 bar wurde Druckluft
durch die Airbrush gegeben. Dies stellte die Bildung einer diinnen Matrixschicht auf der Ober-
flache der Partikel sicher.

6.11 Sequenzierung mittels MALDI-TOF-MS/MS

Fir die MS/MS-Experimente wurden Partikel auf einem Chip immobilisiert (siche Kapitel
6.8). Die Peptide wurden mittels Ammoniak von den Partikeln abgespalten und mit Matrix
bespriiht (Kapitel 6.10). Die MS-Spektren wurden direkt im positiven Reflektronmodus mit
einer durchschnittlichen Laserschussanzahl von 500 direkt vom Partikel gemessen. Die
MS/MS-Spektren wurden mit durchschnittlich 5500 Laserschiissen aufgenommen. Die Vor-
lauferionen wurden in einem Massenfenster von m/z = + 10 selektiert. Argon wurde als Kolli-
sionsgas benutzt. Die Datenauswertung fand mit Spec2Seq statt, welches automatisch die Frag-

mentspektren in Peptidsequenzen iibersetzt.
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6.12 Dekodierung der Abbruchsequenzspektren mittels MALDI-TOF-MS

Fiir die Dekodierung iiber die Abbruchsequenzen mittels MALDI-TOF-MS wurden die Parti-
kel auf einem Chip immobilisiert (siche Kapitel 6.8). Die Peptide wurden von den Partikeln
abgespalten und die Matrix aufgebracht (siehe Kapitel 6.10). Die Position der ausgewéhlten
Partikel wurde im MALDI angesteuert. Der eingebaute Schrittmotor erlaubte dabei eine Ge-
nauigkeit von 5 um. Die MS-Spektren wurden im positiven Reflektronenmodus mit durch-
schnittlich 1500 Laserschiissen direkt von den Partikeln erhalten. Die erhaltenen Abbruchse-
quenzspektren wurden unter Verwendung eines maflgeschneiderten Software Seq2Spec aus-

gewertet, wobei die entsprechenden Peptidsequenzen automatisch identifiziert wurden.

6.13 Magnetische Anreicherung

50 Partikel mit dem FLAG-Peptid wurden mit 26 mg (ca. 1.000.000 Partikel) einer Mischung
aus Partikeln mit NK1-NK3-Peptid gemischt. Die Partikel wurden in 1 mL der anti-FLAG-
Antikorper (1:10.000 in PBS-T-BSA) fiir 1 h inkubiert und anschlieBend mit PBS-Puffer (5 -
1 mL) gewaschen. Im nédchsten Schritt wurden die Partikel in 1 mL der Anti-Maus-Biotin-Ak
(1:10.000 in PBS-T-BSA) fiir 1 h inkubiert und anschlieBend mit PBS-Puffer (5 - 1 mL) gewa-
schen. Daraufhin wurden die Partikel in 1 mL BSA-T-PBS-Puffer suspendiert und 10 uL der
magnetischen Mikropartikel (PS-MAG-SA, 1,43 um, Eisenoxid) hinzugegeben.

Die Durchflusszelle wurde an zwei Schlauchstiicke angeschlossen. Das eine Schlauchstiick
wurde an einer Spritze (60 mL) befestigt. Unter der Durchflusszelle wurde ein Magnet positi-
oniert. Die Spritze wurde in eine automatische Spritzenpumpe eingespannt. Das zweite
Schlauchstiick wurde an einem Zentrifugenrdhrchen (50 mL) befestigt. Die Spritze wurde mit
dem Laufpuffer (BSA-T-PBS) aufgefiillt. Mit Hilfe der Spritzenpumpe wurde zundchst die
Durchflusszelle mit Laufpuffer gespiilt bis keine Luftblasen mehr vorhanden waren. Von der
Spritze wurde das Schlauchstiick entfernt. Die vorinkubierten Partikel wurden in den Schlauch
iiberfiihrt und dieser wieder an die Spritze angeschlossen. Der Laufpuffer wurde mit Hilfe der
Spitzenpumpe durch die Durchflusszelle gedriickt und in dem Zentrifugenréhrchen aufgefan-
gen. Dabei wurde eine Flussrate von 5 mL/min gewahlt. Nachdem die 60 mL Laufpuffer ver-
braucht waren, wurde der Magnet entfernt und die zurlickgehaltenen Partikel aus der Zelle in
ein zweites Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt. Abschliefend wurden die Partikel mit PBS-Puffer
(5 - 1 mL) und MilliQ (5 - 1 mL) gewaschen.
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6.14 Screenings
6.14.1 Screening zur Methodenvalidierung

Fiir die Methodenvalidierung wurden 1,3 mg (ca. 50.000 Partikel) einer Mischung aus Parti-
keln mit NK-Peptidl, NK-Peptid2 und NK-Peptid3 eingewogen. 50 Partikel mit FLAG-Peptid
wurden unter einem Durchlichtmikroskop ausgezidhlt und mit den 1,3 mg Partikeln gemischt.
Um eine vollstindige Durchmischung zu garantieren, wurden die Partikel suspendiert, intensiv
geschiittelt und anschlieen in vacuo getrocknet. Die getrockneten Partikel wurden wie in Ka-
pitel 6.8 beschrieben auf einem Chip immobilisiert. Ca. 33.000 Partikel konnten auf dem Chip

immobilisiert werden.

Das Prescreening wurde durchgefiihrt, wie in Kapitel 6.9 beschrieben. Fiir das Target-Scree-
ning wurde der anti-FLAG-Antikorper (1: 10.000 in PBS-T BSA) verwendet und wie in Kapi-
tel 6.9 verfahren. Es konnten 35 Partikel als positiv identifiziert werden. Anschlieend wurde
der Chip 30 min mit einer wiassrigen 6 M Guanidinhydrochloridlésung behandelt, 5 min in
Milli-Q-Wasser leicht geschiittelt und ausgiebig mit Milli-Q-Wasser gespiilt.

Die Peptide wurden von den Partikeln abgespalten und mit MALDI-Matrix bespriiht (siche
Kapitel 6.10). Der Chip wurde in den MTP Slide-Adapter II gespannt und in das MALDI-TOF-
MS eingeschleust. Die Position der 35 positiven Peptide wurde mit einem EXCEL-Script in
die MALDI-Positionen umgerechnet. Die Positionen wurden angesteuert und die Peptide von

den Partikeln wie in Kapitel 6.12 beschrieben sequenziert.

6.14.2 Screening der Peptidbibliothek 1

Eine Spatelspitze der Partikel aus Peptidbibliothek 1 wurde wie in Kapitel 6.8 beschrieben
aufeinem Chip immobilisiert. Ca. 12.000 Partikel konnten auf dem Chip immobilisiert werden.
Das Prescreening wurde durchgefiihrt, wie in Kapitel 6.9 beschrieben. Fiir das Target-Scree-
ning wurde der anti-FLAG-Antikorper (1: 10.000 in PBS-T BSA) verwendet und wie in Kapi-
tel 6.9 verfahren. Es konnten 33 Partikel als positiv identifiziert werden. AnschlieBend wurde
der Chip 30 min mit einer wéssrigen 6 M Guanidinhydrochloridlésung behandelt, 5 min in
Milli-Q-Wasser leicht geschiittelt und ausgiebig mit Milli-Q-Wasser gespiilt.

Die Peptide wurden von den Partikeln abgespalten und mit MALDI-Matrix bespriiht (siche
Kapitel 6.10). Der Chip wurde in den MTP Slide-Adapter II gespannt und in das MALDI-TOF-
MS eingeschleust. Die Position der 33 positiven Peptide wurde mit einem EXCEL-Script in

die MALDI-Positionen umgerechnet. Die Positionen wurden angesteuert und die Peptide von
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den Partikeln wie in Kapitel 6.12 beschrieben sequenziert. Zusitzlich wurden 16 Partikel an-

gesteuert und sequenziert, die als negativ identifiziert wurden.

6.14.3 Screening der Peptidbibliothek 2

Eine Spatelspitze der Partikel aus Peptidbibliothek 2 wurde wie Kapitel 6.8 beschrieben auf
einem Chip immobilisiert. Ca. 31.000 Partikel konnten auf dem Chip immobilisiert werden.
Das Prescreening wurde durchgefiihrt, wie in Kapitel 6.9 beschrieben. Fiir das Target-Scree-
ning wurde polyklonales Maus-IgG (1: 10.000 in PBS-T BSA) verwendet und wie in Kapitel
6.9 verfahren. Es konnten 18 Partikel als positiv identifiziert werden. AnschlieBend wurde der
Chip 30 min mit einer wéssrigen 6 M Guanidinhydrochloridlésung behandelt, 5 min in Milli-
Q-Wasser leicht geschiittelt und ausgiebig mit Milli-Q-Wasser gespiilt.

Die Peptide wurden von den Partikeln abgespalten und mit MALDI-Matrix bespriiht (siche
Kapitel 6.10). Der Chip wurde in den MTP Slide-Adapter II gespannt und in das MALDI-TOF-
MS eingeschleust. Die Position der 18 positiven Peptide wurde mit einem EXCEL-Script in
die MALDI-Positionen umgerechnet. Die Positionen wurden angesteuert und die Peptide von

den Partikeln wie in Kapitel 6.12 beschrieben sequenziert.

6.14.4 Screening der Peptidbibliothek 3

Fiir Chip 1 wurden 26 mg der Peptidbibliothek 3 magnetisch angereichert (siche Kapitel
6.13). Die angereicherten Partikel wurden erhalten und wie in Kapitel 6.8 beschrieben auf Chip
1 immobilisiert. Ca. 6000 Partikel wurden immobilisiert. Fiir Chip 2 wurde eine Spatelspitze
der Partikel aus Peptidbibliothek 2 wie Kapitel 6.8 beschrieben immobilisiert. Ca. 23.000
Partikel konnten auf dem Chip immobilisiert werden. Beide Chips wurden im Bindungsassay
komplett gleich behandelt.

Das Prescreening wurde durchgefiihrt, wie in Kapitel 6.9 beschrieben. Fiir das Target-Scree-
ning wurde der monoklonale Antikérper BAM-mab 01 (CBZ) (1: 10.000 in PBS-T BSA) ver-
wendet und wie in Kapitel 6.9 verfahren. Es konnten auf Chip 1 11 Partikel und auf Chip 2
zwei Partikel als positiv identifiziert werden. AnschlieBend wurden die Chips 30 min mit einer
wassrigen 6 M Guanidinhydrochloridlosung behandelt, 5 min in Milli-Q-Wasser leicht ge-
schiittelt und ausgiebig mit Milli-Q-Wasser gespiilt.

Die Peptide wurden von den Partikeln abgespalten und mit MALDI-Matrix bespriiht (siche
Kapitel 6.10). Die Chips wurden in den MTP Slide-Adapter II gespannt und in das MALDI-
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TOF-MS eingeschleust. Die Position der positiven Peptide wurde mit einem EXCEL-Script in
die MALDI-Positionen umgerechnet. Die Positionen wurden angesteuert und die Peptide von

den Partikeln wie in Kapitel 6.12 beschrieben sequenziert.

6.15 SPR-Messungen

6.15.1 SPR-Chip-Vorbereitung

Als FlieBpuffer wurde wihrend aller Experimente HBS-EP (0,01 M HEPES, pH 7,4, 0,15 M
NaCl, 3 mM EDTA, 0,005% Tween 20) verwendet. Die Immobilisierung des Antikorpers
wurde auf einem Gold-Biosensor-Chip unter Verwendung des folgenden Amin-Kopplungs-
protokolls durchgefiihrt: Der Kopplungspuffer wurde durch Auflésen von EDC (0,1 M) in
MES/NHS-Puffer (50 mM MES, pH 6,0, 0,1 M NHS) hergestellt. Dieser wurde direkt tiber
Probe- und Referenzkanal fiir 4 min (20 pl / min) injiziert. 10 pg des Antikérpers wurden in
100 uL 1 mM Natriumacetat (pH 5,0) verdiinnt und 1,5 min lang (50 pl/min) iiber den Proben-
kanal injiziert. AbschlieBend wurden 1 M Ethanolamin in Milli-Q-Wasser fiir 1 min

(20 uL/min) sowohl iiber die Probe als auch iiber den Referenzkanal injiziert.

6.15.2 SPR-Messung ausgewihlter Binder aus Peptidbibliothek 1

Zwei beim Screening der Peptidbibliothek 1 identifizierte Peptide, ein Konsenspeptid und das
FLAG-Peptid, wurden von peptides & elephants GmbH (Hennigsdorf, Deutschland) syntheti-
siert. Zur Bestimmung ihrer Affinitdt wurde ein monoklonaler Anti-FLAG-Antikorper M2 auf
einem HC200-Chip immobilisiert (siche Kapitel 6.15.1). 1 uM der Peptide wurde in 1 mL
HBS-EP-Puffer gelost. Die Stammlosung wurde verdiinnt (6 nM, 18 nM, 55 nM, 166 nM,
500 nM und 1000 nM). Die Sensogramme wurden durch Injizieren der Verdiinnungen sowohl
iiber den Proben- als auch den Referenzkanal fiir 3,5 min (20 pL/min) gemessen. Das auf dem
Referenzkanal gemessene Signal wurde von dem auf dem Probenkanal gemessenen Signal
subtrahiert. Zur Bestimmung der Affinitdtskonstante wurde die Signalintensitit des Gleichge-
wichtszustands gegen die Konzentration des injizierten Peptids aufgetragen. Der Fit der Mess-
punkte fand mit der Software Origin statt. Dieser Fit folgte Gleichung 4, wodurch die Dissozi-

ationskonstante ermittelt werden konnte.
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6.15.3 SPR-Messung ausgewihlter Binder aus Peptidbibliothek 2

Vier im Screening von Peptidbibliothek 2 identifizierte Peptide wurden unter Verwendung der
Fmoc-Peptidsynthese synthetisiert (siche Kapitel 6.6.2). Zur Bestimmung der Dissoziations-
konstanten wurde polyklonales Maus-IgG auf einem HC1500-Chip immobilisiert (siche Kapi-
tel 6.15.1). 10 uM der Peptide wurden in 1 mL HBS-EP-Puffer geldst. Die Stammldsung
wurde verdiinnt (1 uM, 5 uM, 10 puM, 50 uM, 100 uM). Die Sensogramme wurden durch In-
jizieren der Verdiinnungen sowohl liber den Proben- als auch den Referenzkanal fiir 5 min
(10 pL/min) gemessen. Das auf dem Referenzkanal gemessene Signal wurde von dem auf dem
Probenkanal gemessenen Signal subtrahiert. Zur Bestimmung der Affinititskonstante wurde
die Signalintensitit des Gleichgewichtszustands gegen die Konzentration des injizierten Pep-
tids aufgetragen. Der Fit der Messpunkte fand mit der Software Origin statt. Dieser Fit folgte

Gleichung 4, wodurch die Dissoziationskonstante ermittelt werden konnte.

6.15.4 SPR-Messung ausgewiihlter Binder aus Peptidbibliothek 3

Zwei Peptide, die im Screening von Chip 1 und ein Peptid von Chip 2 (sieh Kapitel 6.14.3)
identifiziert wurden, wurden unter Verwendung von Fmoc-Peptidsynthese synthetisiert.® Zu-
satzlich wurde ein literaturbekanntes Peptid synthetisiert. Zur Bestimmung der Dissoziations-
konstanten wurde der monoklonale BAM-mab 01 (CBZ) Antikdrper auf einem HC1500-Chip
immobilisiert (siehe Kapitel 6.15.1). 10 uM der Peptide wurden in 1 mL HBS-EP-Puffer ge-
16st. Die Stammlésung wurde verdiinnt (1 uM, 4 uM, 16 uM, 64 uM, 256 uM). Die Senso-
gramme wurden durch Injizieren der Verdiinnungen sowohl iiber den Proben- als auch den
Referenzkanal fiir 5 min (10 pL/min) gemessen. Das auf dem Referenzkanal gemessene Signal
wurde von dem auf dem Probenkanal gemessenen Signal subtrahiert. Zur Bestimmung der Af-
finitatskonstante wurde die Signalintensitdt des Gleichgewichtszustands gegen die Konzentra-
tion des injizierten Peptids aufgetragen. Der Fit der Messpunkte fand mit der Software Origin
statt. Dieser Fit folgte Gleichung 4, wodurch die Dissoziationskonstante ermittelt werden

konnte.

8 Synthese wurde durchgefiihrt von Michael Linke.
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6.16 Software Spec2Seq

Spec2Seq wurde mit Hilfe der Programmiersprache Javal! 7! entwickelt. Fiir das Schreiben der
Software wurde das Open-source Integrated Development Environment (IDE) ,,Eclipse IDE
for Java Developers“[!8)] verwendet. Spec2Seq erlaubt die Ubersetzung von Massenspektren
in die korrespondierende Aminosduresequenz. Dabei konnen Fragmentspektren und Ab-
bruchsequenzspektren ausgewertet werden. Mit dem eingebauten Fragment-Predictor-Tool
konnen Peaks, Fragmente und Abbruchsequenzen einer bekannten Sequenz zugeordnet wer-
den. Ein eingebauter Batch-Prozess erlaubt die parallele Analyse mehrerer Spektren. Beim
Ausfiihren der Datei 6ffnet sich zundchst das Hauptmenii (Abbildung 33), wo die unterschied-

lichen Funktionen ausgewéhlt werden konnen.

Ik
|
O
>

Peptide Sequencing by MS/MS

Peptide Ladder-sequencing

Frapmentation Predictor /| Spectrum Analy zer

Ladder-Sequence Predictor / Spectrum Analy zer

| MS/M5s-Sequencing Batch Process |
| Ladder-sequencing Batch Process |

Abbildung 33: Hauptmenii von Spec2Seq.

6.16.1 Auswertung von Fragmentspektren mittels Spec2Seq

Um die Fragmentspektren auszuwerten, wurde im Hauptmenii die Schaltfliche Peptide Se-
quencing by MS/MS ausgewihlt. In einem neuen Fenster (Abbildung 34) konnte die Analyse
der Fragmentspektren vorgenommen werden. Dazu mussten zuerst die variablen Aminosiuren
festgelegt werden (Abbildung 34, 1). AnschlieBend musste die C-terminale Modifikation fest-
gelegt werden (Abbildung 34, 2). Da bei der Abspaltung der Peptide von den Partikeln immer

das Sdureamid entstand, wurde hierbei immer ,,-NH2* ausgewéhlt. Konstante Peptidsequenzen
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am C- oder N-Terminus wurden definiert (Abbildung 34, 3 bzw. 4). Hier wurde bei den ana-
lysierten Peptiden im Feld C-Terminal AA-Sequence die Spacer-Sequenz (z. B. GGG-
TERSGG) eingetragen. Durch das Betétigen der Schaltflache Select MS/MS-Spectrum (Abbil-
dung 34, 5) wurde die ASCII -Datei (z. B. *.txt oder *.dat) des Fragmentspektrums ausgewahlt.
Beim Betdtigen der Schaltfliche Show Peaks wurde ein Fenster gedftnet, in dem das Spektrum,
mit allen fiir die Analyse beriicksichtigten Peaks, angezeigt wurde. Die Anzahl der Aminoséu-
ren, im variablen Segment der Peptidsequenz, wurde im Feld Length of Peptide (Abbildung
34, 6) eingetragen. Die Masse des Vorlduferions wurde automatisch aus der Dateibezeichnung
ausgelesen und in das Feld Parent Mass eingetragen (Abbildung 34, 7). Fiir die Toleranzen bei
den Massen des Vorlauferions und der Fragmente wurden die voreingestellten Werte verwen-
det (Abbildung 34, 8 und 9). Das Betdtigen der Schaltfliche Calculate startete die Analyse des
Spektrums (Abbildung 34, 10). Sollten die Ergebnisse in einer externen ASCII-Datei gespei-
chert werden, wurde die CheckBox bei Save Results aktiviert (Abbildung 34, 11). Die identi-
fizierten Sequenzen wurden, nach Score sortiert, unter Results aufgelistet (Abbildung 34, 12).
Das Betitigen der Schaltfliche einer der Sequenzen zeigte das Spektrum mit den jeweils zu-

geordneten Peaks (siche Abbildung 20).
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2

Variable Amino Acids 1 ¢ Terminal Modification

| | [WH2_ |~

N-Terminal AA-Sequence C-Terminal AA-Sequence

| K | 4

Select MS/MS-Spectrum | Show Peaks

Length of peptide ,: 6 7AA5

Parent Mass [ Joa

Mass Tol. MS b2s |8 Da

Fragment Mass Toleren... "o ]9 Da 10

Results 19 i Save Results 11

Sequence 1

Sequence 2

Sequence 3

Sequence 4

Sequence 5

Sequence 6

Sequence 7

Sequence 8

Sequence 9

Sequence 10

made by Timm Schwaar

Abbildung 34: Das Fenster Peptide Sequencing by MS/MS der Software Spec2Seq zur Aus-
wertung von Fragmentspektren.

Die Analyse der Fragmentspektren konnte mit der Software auch im Batch-Prozess durchge-
fithrt werden. Hierzu musste im Hauptmenii die Schaltfliche MS/MS-Sequencing Batch Pro-
cess betitigt werden. Darauthin 6ffnete sich ein neues Fenster (sieche Abbildung 35). Hierbei
musste wie im Abschnitt zuvor beschrieben vorgegangen werden. Das Betdtigen der Schaltfla-
che Select MS/MS-Spectra ermdglichte das Offnen mehrerer ASCII-Dateien gleichzeitig (Ab-
bildung 35, 7). Wichtig hierbei war es, dass die Masse des Vorlduferions in der Dateibezeich-
nung stand. Durch das Betidtigen der Schaltfliche Calculate startete die Auswertung (Abbil-
dung 35, 8). Im rechten Fenster der Auswertung wurden die Dateinamen dargestellt. Mit einem
einfachen Klick auf den Dateinamen erschienen im linken Fenster der Auswertung die identi-

fizierten Sequenzen. Ein Doppelklick auf die Sequenz 6ffnete das Spektrum mit den jeweils
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zugeordneten Peaks (sieche Abbildung 20). Mit dem Betdtigen der save Schaltfliche wurden
die Ergebnisse in eine Excel-Tabelle exportiert (Abbildung 35, 9).

=) - O x
Variable Amino Acids 1 C-Terminal Modification Length 3
2
I | [NH2_ [~ il
C-Terminal AA-Sequence 4 Mass Tol. MS Mass Tol MS/IMS
| | ozs |5 |1 | 6

7
| SelectMsMs Spectra | | Calculate |

Save as
9

one .xls - save

Abbildung 35: Das Fenster MS/MS-Sequencing Batch Process der Software Spec2Seq zur
paralelen Batch-Auswertung mehrerer Fragmentspektren.

6.16.2 Auswertung von Abbruchsequenzspektren mittels Spec2Seq

Um die Abbruchsequenzspektren auszuwerten, wurde im Hauptmenti die Schaltfliche Peptide
Ladder-Sequencing ausgewihlt. In einem neuen Fenster (Abbildung 36) konnte die Analyse
der Abbruchsequenzspektren vorgenommen werden. Dazu mussten zuerst die variablen Ami-
noséduren festgelegt werden (Abbildung 36, 1). Hier wurden alle Aminosduren eingetragen, die
zur Synthese der jeweiligen Peptidbibliothek verwendet wurden. Anschlieend musste die C-
terminale Modifikation festgelegt werden (Abbildung 36, 2). Da bei der Abspaltung der Pep-
tide von den Partikeln immer das Sdureamid entstand, wurde hierbei immer ,,-NH2* ausge-
wahlt. Die Spacer-Sequenz wurde im Feld C-Terminal Spacer-Sequence eingetragen (Abbil-
dung 36, 3). Die Anzahl der Aminosduren, im variablen Segment der Peptidsequenz, wurde im
Feld Length of Peptide (Abbildung 36, 4) eingetragen. Fiir die Toleranzen bei den Massen des
Volllangenpeptids wurde der voreingestellte Wert von 0,25 Da verwendet (Abbildung 36, 5).
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Durch das Betdtigen der Schaltfliche Select MS-Spectrum (Abbildung 36, 6) wurde die ASCII
-Datei (z. B. *.txt oder *.dat) des Abbruchsequenzpektrums ausgewédhlt. Beim Betétigen der
Schaltfliche Show Peaks wurde ein Fenster gedftnet, in dem das Spektrum mit allen fiir die
Analyse berticksichtigten Peaks gezeigt wurde. Die Masse des Vollldngenpeptids wurde auto-
matisch aus dem Spektrum ausgelesen. Hierflir verwendete Spec2Seq den hochsten Peak im
Spektrum. Diese Masse wurde von der Software automatisch in das Feld Parent Mass einge-
tragen (Abbildung 36, 7). Das Betétigen der Schaltfliche Calculate startete die Analyse des
Spektrums (Abbildung 36, 9). Sollten die Ergebnisse in einer externen ASCII-Datei gespei-
chert werden, wurde die CheckBox bei Save Results aktiviert (Abbildung 36, 8). Die identifi-
zierten Sequenzen wurden nach den gefundenen Abbruchsequenzen sortiert unter Results auf-
gelistet (Abbildung 36, 10). Doppelklick auf eine der Sequenzen zeigte das Spektrum mit den

jeweils zugeordneten Peaks.
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Variable Amino Acids 1 C-Terminal Modification

|| w2 [+

C-Terminal Spacer Sequence 3

4

Length of peptide AAs
Resolution 025 3 Da
6
Select MS-Spectrum | Show Peaks |
7
Parent Mass Da 9

Results 10 ) Save Results 8

made by Timm Schwaar

Abbildung 36: Das Fenster Peptide Ladder-Sequencing der Software Spec2Seq zur Auswer-
tung von Abbruchsequenzspektren.

Die Analyse der Abbruchsequenzspektren konnte mit Spec2Seq auch im Batch-Prozess durch-
gefiihrt werden. Hierzu musste im Hauptmenti die Schaltfliche Ladder-sequenzing Batch Pro-
cess betdtigt werden. Darauthin 6ffnete sich ein neues Fenster (Abbildung 37). Hierbei musste
wie im Abschnitt zuvor beschrieben vorgegangen werden. Das Betdtigen der Schaltflache Se-
lect MS-Spectra ermdglichte das Offnen mehrerer ASCII-Dateien gleichzeitig (Abbildung 37,

7). Die Massen des Volllingenpeptids werden im Programm automatisch erfasst. Hierbei wird
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immer der intensivste Peak im Spektrum verwendet. Durch das Betdtigen der Schaltfliche Cal-
culate startet die Auswertung (Abbildung 43, 8). Im rechten Fenster der Auswertung werden
die Dateinamen dargestellt. Mit einem einfachen Klick auf den Dateinamen erscheinen im lin-
ken Fenster der Auswertung die identifizierten Sequenzen. Ein Doppelklick auf die Sequenz
Offnet das Spektrum mit den jeweils zugeordneten Peaks. Mit dem Betétigen der save Schalt-

flache werden die Ergebnisse in eine Excel-Tabelle exportiert

£ - O x
Variable Amino Acids 1 C-Terminal Modification Length 3
| | [wmz [v]2 ]
C-Terminal AA-Sequence 4 Mass Tol. MS N-Terminale AA-Sequenz

| | o2s | 5 6

7 8
| selectms-spectra | [ caleulate | [ cancel |

Save as 9 | Select Sequence |

one .xls b d save

Abbildung 37: Das Fenster Ladder-Sequencing Batch Process der Software Spec2Seq zur
Batch-Auswertung mehrere Fragmentspektren parallel.
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8 Anhang

8.1 MALDI-TOF-MS-Messungen der Testpeptide
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Abbildung 38: MS-Spektren des Testpeptids: FLAG-Peptid. Spektren und Auswertung wur-
den mit Spec2Seq erstellt. Peaks, die Abbruchsequenzen zugeordnet werden konnten, wurden
markiert. In der Beschriftung der Peaks sind das gefundene m/z, die Abweichung zum theore-
tischen m/z und die Aminosdure, die der Differenz zum Peaks davor entspricht.
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Abbildung 39: MS-Spektren des Testpeptids: NK1-Peptid. Spektren und Auswertung wurden
mit Spec2Seq erstellt. Peaks, die Abbruchsequenzen zu geordnet werden konnten, wurden mar-
kiert. In der Beschriftung der Peaks sind das gefundene m/z, die Abweichung zum theoreti-
schen m/z und die Aminoséure, die der Differenz zum Peaks davor entspricht.
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Abbildung 40: MS-Spektren des Testpeptids: NK2-Peptid. Spektren und Auswertung wurden
mit Spec2Seq erstellt. Peaks, die Abbruchsequenzen zugeordnet werden konnten, wurden mar-
kiert. In der Beschriftung der Peaks sind das gefundene m/z, die Abweichung zum theoreti-
schen m/z und die Aminoséure, die der Differenz zum Peaks davor entspricht.
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Abbildung 41: MS-Spektren des Testpeptids: NK3-Peptid. Spektren und Auswertung wurden
mit Spec2Seq erstellt. Peaks, die Abbruchsequenzen zugeordnet werden konnten, wurden mar-
kiert. In der Beschriftung der Peaks sind das gefundene m/z, die Abweichung zum theoreti-
schen m/z und die Aminoséure, die der Differenz zum Peaks davor entspricht.
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8.2 Auswertung von MS/MS-Spektren mittels Spec2Seq

Anhang

Tabelle 10: Die drei am hochsten bewerteten Sequenzen des Testpeptids DYKDDDDK-
GGGTERSGG (m/z 1770,8) sortiert nach Score, welcher Mal} fiir die iibereinstimmenden
Fragmente ist. Ausgewertet wurden die Aminosduren nach der Spacer-Sequenz GGG-
TERSGG. Die Peptide wurden von drei unterschiedlichen Partikeln gemessen.

Partikel Detektierte Masse des Vorliuferions Sequenz Score
TTPKIYYK 174
1 1770,9 KDIYYSPK 172
KDIYHIPK 172
KDTYFDPK 162
2 1770,9 KDTYFPDK 162
DKTYFDPK 160
TDKTHHFK 138
3 1770,9 TDKTHFHK 138
KPYGHHFK 136

Tabelle 11: Die drei am hdchsten bewerteten Sequenzen des Testpeptids VPFHTDGG-
GGGTERSGG (m/z 1586,7) sortiert nach Score, welcher Mal} fiir die iibereinstimmenden
Fragmenten ist. Ausgewertet wurden die Aminosduren nach der Spacer-Sequenz GGG-
TERSGG. Die Peptide wurden von drei unterschiedlichen Partikeln gemessen.

Partikel Detektierte Masse des Vorliuferions Sequenz  Score
SVGHTDDV 160
1 1586,8 SVGHTDVD 160
SVGHTTID 160
SGISHDVD 150
2 1586,8 SGTVHDVD 150
SGISHTID 150
SGISHDTI 158
3 1586,8 SGTVHDTI 158
SGISHTDI 158

Tabelle 12: Die drei am hochsten bewerteten Sequenzen des Testpeptids KFVPFKKS-
GGGTERSGG (m/z 1737,9) sortiert nach Score, welcher Mal} fiir die iibereinstimmenden

138



Anhang

Fragmenten ist. Ausgewertet wurden die Aminosduren nach der Spacer-Sequenz GGG-
TERSGG. Die Peptide wurden von drei unterschiedlichen Partikeln gemessen.

Partikel Detektierte Masse des Vorliduferions Sequenz Score

KKTDYKVV 118
1 1737,9 KKTYDKVV 118

KKSKKFKS 110

VYPIYKVV 154
2 1737,9 VYPIFKDV 154

KKSKFKKS 152

HTGGFPDI 132
3 1737.9 HTSSSPDI 130

DIPSSPDI 130

Tabelle 13: Die drei am hochsten bewerteten Sequenzen des Testpeptids DTHFPIGG-
GGGTERSGG (m/z 1600,8) sortiert nach Score, welcher Mal3 fiir die iibereinstimmenden
Fragmenten ist. Ausgewertet wurden die Aminosduren nach der Spacer-Sequenz GGG-
TERSGG. Die Peptide wurden von drei unterschiedlichen Partikeln gemessen.

Partikel Detektierte Masse des Vorliuferions Sequenz Score

KKSKFKKS 154
1 1600,8 KITFFTHS 152

KITFFHTS 152

DIGVDVII 150
2 1600,8 TSPVDVII 150

DIGVDPDI 150

DTGIIPDI 138
3 1600,8 DTHFPGGI 136

IPGTIVFEP 132

8.3 Auswertung von Abbruchsequenzspektren-Spektren mittels Spec2Seq

Tabelle 14: Die drei am hochsten bewerteten Sequenzen des Testpeptids DYKDDDDK-
GGGTERSGG (m/z 1770,8) sortiert nach gefundenen Abbruchsequenzen (TP). Ausgewertet
wurden die Aminosduren nach der Spacer-Sequenz GGGTERSGG. Die Peptide wurden von
drei unterschiedlichen Partikeln gemessen.
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Partikel

Detektierte Masse des Volllingenpeptids

Sequenz

TP

1770,7

DYKDDDDK

DYKDDDKD

DKYDDDDK

1770,8

DYKDDDDK

DYKDDDKD

DKYDDDDK

1770,8

DYKDDDDK

DYKDDDKD

DKYDDDDK

o o0 O XX X V| XX o« O
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Tabelle 15: Die drei am hdchsten bewerteten Sequenzen des Testpeptids VPFHTDGG-
GGGTERSGG (m/z 1586,7) sortiert nach gefundenen Abbruchsequenzen (TP). Ausgewertet
wurden die Aminosduren nach der Spacer-Sequenz GGGTERSGG. Die Peptide wurden von
drei unterschiedlichen Partikeln gemessen.

Partikel

Detektierte Masse des Vollléiingenpeptids

Sequenz

TP

1586,8

VPFHTDGG

VPEFDTHGG

VPFTDHGG

1586,9

VPFHTDGG

VPFHDTGG

VPEFTHDGG

1586,6

VPFHTDGG

VPFHDTGG

VPEFTHDGG

o o0 O O 0 O X oo O

Tabelle 16: Die drei am hochsten bewerteten Sequenzen des Testpeptids KFVPFKKS-
GGGTERSGG (m/z 1737,9) sortiert nach gefundenen Abbruchsequenzen (TP). Ausgewertet
wurden die Aminosduren nach der Spacer-Sequenz GGGTERSGG. Die Peptide wurden von
drei unterschiedlichen Partikeln gemessen.

Partikel Detektierte Masse des Volllingenpeptids Sequenz TP
KFVPFKKS 9

1 1737,9
KFVPKFKS 8
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1738,1
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Tabelle 17: Die drei am hochsten bewerteten Sequenzen des Testpeptids DTHFPIGG-
GGGTERSGG (m/z 1600,8) sortiert nach gefundenen Abbruchsequenzen (TP). Ausgewertet
wurden die Aminosduren nach der Spacer-Sequenz GGGTERSGG. Die Peptide wurden von
drei unterschiedlichen Partikeln gemessen.

Partikel

Detektierte Masse des Volllingenpeptids

Sequenz

TP

1600,7

DTHFPIGG

DTHPFIGG

TDHFPIGG

1600,8

DTHFPIGG

DTHPFIGG

TDHFPIGG

1600,8

DTHFPIGG

DTHPFIGG

TDHFPIGG

o 0 O O X O O X O
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8.4 Peptidsequenzen der des Screenings der Peptidbibliothek 1

Tabelle 18: Sequenzen, die wahrend des Screenings mit dem M2 anti-FLAG-Antikorper als
bindend identifiziert wurden.

Sequenz Pos 1 Pos 2 Pos3 Pos 4 Pos S Pos 6 Pos 7 Pos 8
1
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Farbkodierung: Blau = basische AS, rot = saure AS, gelb = hydrophobe AS, orange = aromatische AS,
griin = polare AS.
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Tabelle 19: Sequenzen, von zufillig ausgewéhlten Peptiden, die wéhrend des Screenings keine
Interaktion mit M2 anti-FLAG-Antikorper aufwiesen.

Sequenz Pos 1 Pos 2 Pos 3 Pos 4 Pos 5 Pos 6 Pos 7 Pos 8
1

2
3
4
5
6
7
8
9

Farbkodierung: Blau = basische AS, rot = saure AS, gelb = hydrophobe AS, orange = aromatische AS,
griin = polare AS.

8.5 Affinititsranking der anti-FLAG-Ak-bindenden Peptide

Fluoreszensassay

Peptid 3 Peptid 1 Peptid 2 FLAG-Peptid Negativkontrolle

Abbildung 42: Fluoreszenzscan (Anregung 635 nm; Emission 670 nm) von den Peptiden 1-3,
dem FLAG-Peptid und einer Negativkontrolle, immobilisiert auf TentaGel-Partikel, nach der
Inkubation mit dem anti-FLAG-Ak, angefarbt mittels anti-Maus-Atto633-Antik 6rper.

SPR-Messungen
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Abbildung 43: SPR-Messungen fiir das FLAG-Peptid (DYKDDDDK) gegen den auf einem
HC200 SPR-Chip immobilisierten FLAG-Antikorper.
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Abbildung 44: SPR-Messungen fiir das Peptid 1 (DYKDYDKD) gegen den auf einem HC200

SPR-Chip immobilisierten

FLAG-Antikorper.
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Abbildung 45: SPR-Messungen fiir das Peptid 2 (DYIDYDYK) gegen den auf einem HC200
SPR-Chip immobilisierten FLAG-Antikorper.
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Abbildung 46: SPR-Messungen fiir das Peptid 3 (DYDIYIYD) gegen den auf einem HC200
SPR-Chip immobilisierten FLAG-Antikorper.
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8.6 Affinititsbestimmung ausgewihlter Peptide zu Maus-IgG
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Abbildung 47: SPR-Sensogramme fiir das Peptid IgG BP1 (GRIHGPR) gemessen auf einem
HC1500 SPR-Chip mit polyklonalem Maus-IgG.
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Abbildung 48: SPR-Sensogramme fiir das Peptid IgG BP2 (GIHPFGR) gemessen auf einem
HC1500 SPR-Chip mit polyklonalem Maus-IgG.
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Abbildung 49: SPR-Sensogramme fiir das Peptid IgG BP3 (GEPFSIP) gemessen auf einem
HC1500 SPR-Chip mit polyklonalem Maus-IgG.

400 —1uM
. ——5uM
350 — 10 uM
] —— 50 M
300 ——100 uM
250+
; 200+
= -
150
100
50
04 o ol gpeb i it
0 200 400 600 800

Zeit [s]

Abbildung 50: SPR-Sensogramme fiir das Peptid IgG BP4 (SHSGIFR) gemessen auf einem
HC1500 SPR-Chip mit polyklonalem Maus-IgG.
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Abbildung 51: SPR-Sensogramme fiir das Peptid IgG BPS (WIEESWEF) gemessen auf ei-
nem HC1500 SPR-Chip mit monoklonalem Maus-IgG.
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Abbildung 52: SPR-Sensogramme fiir das Peptid IgG BP6 (WHEERGY W) gemessen auf
einem HC1500 SPR-Chip mit monoklonalem Maus-IgG.
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Abbildung 53: SPR-Sensogramme fiir das Peptid IgG BP7 (EWFWHFPR) gemessen auf ei-
nem HC1500 SPR-Chip mit monoklonalem Maus-IgG.
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Abbildung 54: SPR-Sensogramme fiir das Literaturpeptid!!’>! (HFRRHL) gemessen auf einem
HC1500 SPR-Chip mit monoklonalem Maus-IgG.
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8.7 Prescreenings der Peptidbibliothek 3
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Abbildung 55: Fluoreszenz-Scans (Auflosung 10 pm per Pixel) zweier Chips mit Uberlage-
rung von griiner (Anregung: 532 nm; Emission 570 nm) und roter (Anregung 635 nm; Emis-
sion 670 nm) Fluoreszenz. Die griine Fluoreszenz detektiert die Eigenfluoreszenz der Tenta-
Gel-Partikel und die rote Fluoreszenz indiziert die Bindung des anti-Maus-Atto633-Antikor-
pers. Links: Chip mit Partikeln, die nach einer magnetischen Anreicherung gewonnen wurden.
Rechts: Partikel aus der Bibliothek ohne Anreicherung. Prescreening: Beide Chips wurden mit
dem anti-Maus-Atto633-Antikdrper inkubiert.
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