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nach photolytischer Abspaltung einer Schutz-
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Dietmar Leipert, Peter Heiduschka, Jiirgen Mack,
Hans-Joachim Egelhaaf, Dieter Oelkrug und
Giinther Jung*

Biopolymermodifizierte Oberfldchen finden Anwendun-
gen in der Biosensorik, der Diagnostik, der Zellanbindung
und der Nanotechnologie.l' 2 Die mikrostrukturierte Immo-
bilisierung von Makromolekiilen an festen Trégern gelingt mit
der Photolithographie iiber photoaktivierbare Gruppen. Mit
der Maskentechnik konnten z.B. Peptide und Nucleotide
ortsaufgelost auf einer Glasoberfliche synthetisiert werden.!
Mit photoaktivierbaren Benzophenonen, Diazirinen® und
PhenylazidderivatenP! wurden Proteine gezielt auf Oberfla-
chen angebunden, oder photoaktive Gruppen wurden iiber
selbstorganisierte Monolagen von Alkanthiolen auf Gold
immobilisiert.’)  Caged* Biotin, ein Biotinderivat, das Avidin
nicht bindet, kann kovalent an ein Substrat gebunden und
photochemisch iiber die Maskentechnik zu einer Bindung an
Avidin angeregt werden.”l Morgan et al.’! immobilisierten
Avidin auf ein mit Thiolgruppen bedecktes Goldsubstrat und
inkubierten es mit Photobiotin (einem Nitroarylazidderivat
von Biotin). Mit der Photolithographie wurde das Photobiotin
fiir die kovalente Anbindung von Antikérpern aktiviert. Auf
dem gleichen Prinzip beruht die direkte Anbindung von
Photobiotin auf ein Kohlenstoffsubstrat.!!

Wir berichten hier iiber eine neuartige, allgemein an-
wendbare Methode zur Immobilisierung von Antikorpern,
Rezeptoren, Makromolekiilen und niedermolekularen Ver-
bindungen an lichtadressierbare Orte eines leitfihigen Sub-
strates. Dazu kombinieren wir photolithographische Techni-
ken mit der Elektropolymerisation eines Biopolymers auf
einer leitfahigen Oberfliche. In vorangehenden Arbeiten
haben wir gezeigt, dafl Peptide mit N-terminaler 3-Hydroxy-
phenylessigsdure (HPA) anodisch iiber diese Phenolgruppe
polymerisiert werden konnen und dann fest auf der Ober-
fliche haften.’! Die Peptidfunktionalisierung der Oberfla-
chen von Glaskohlenstoffelektroden (GCE) und Platinelek-
troden wurde durch fluoreszenzmarkierte Antikorper nach-
gewiesen.’l Besonders vorteilhaft ist dabei, daB keine
weiteren Reagentien notwendig sind und die Polymerisation
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nur vom angelegten Potential und vom Elektrolyten abhéngig
ist.

Das Innovative des neuen Verfahrens liegt darin, durch
Einsatz der 2-Nitrobenzyl(Nbz)-Gruppe (Schema 1) die phe-
nolische Hydroxygruppe gegen oxidative Polymerisation
temporir zu schiitzen und nur nach Belichtung polymerisier-
bare Monomere freizusetzen. Nbz ist selektiv photolytisch
abspaltbar, chemisch inert, geniigt den Bedingungen der

Q\/O DELHRTQPPRFRPESQLSSQKK

1. DIC/ HOBT

o
Q\/ COOH
NO,
1

1. DIC/ HOBT

Q\/ (o] KKAKAK-Aca-Aca-K(Biot)
NO, m

HO KKAKAK-Aca-Aca-K(Biot)
m

+1.0V

o
KKAKAK-Aca-Aca-K(Biot)
o}
o}
KKAKAK-Aca-Aca-K(Biot)
n

3
NO
-| - CX
CHO
4

o

~—

Schema 1. Synthese der Nbz-HPA-Peptide 2 und 3 sowie photolytische
Entschiitzung von 3 zu 4 und dessen elektrooxidative Polymerisation.
Aca = 6-Aminocapronsdure.
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Festphasensynthese und wurde zur Maskierung von Tyrosin
verwendet.[” 1% Die Peptidsequenzen werden in Automaten
zur multiplen Synthese an fester Phase synthetisiert und im
letzten Schritt mit der photolabil geschiitzten 3-Hydroxyphe-
nylessigsdure (Nbz-HPA) 11" N-terminal gekuppelt.

Um die ortsaufgeloste elektrochemische Polymerisation zu
verwirklichen, wurde eine elektrochemische FluB3zelle kon-
struiert (Abb. 1). Die Losung der Nbz-geschiitzten Peptide 2
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Abb. 1. DurchfluBzelle fiir die ortsaufgeloste Elektropolymerisation nach
photolytischer Abspaltung der Nbz-Schutzgruppe. Die einzelnen Kam-
mern haben eine Breite von 250 pum.

und 3 wird durch Spiilen in die Kammern einer Kunststoff-
maske gefiillt, durch die die Diffusion des entschiitzten
Monomers in angrenzende Bereiche verhindert wird. Durch
Aussparungen in der Platingegenelektrode wird festgelegt,
welche Kammern belichtet werden. An die GCE wird ein
Potential von 1.0 V angelegt. Der Ablauf des Prozesses ist in
Abbildung 2 dargestellt: Das mit einer photolabilen Schutz-
gruppe versehene Nbz-HPA-Peptid 2 befindet sich zwischen
beiden Elektroden. Durch unterschiedliche Aussparungen in
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Abb. 2. Ortsaufgeloste Immobilisierung von Antikorpern durch Elektropolymerisation. a, b) Die
photolabile Nbz-Gruppe wird gezielt entschiitzt. ¢c) Das Anlegen des Potentials von 1.0 V fiihrt zur
Elektropolymerisation der HPA-Peptide. d) Erkennung der ortsaufgelost immobilisierten Peptide

iiber Anti-Peptid-Antikorper und fluoreszenzmarkierte Zweitantikorper.
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den Platinelektroden lassen sich die Kammern einzeln
belichten, um die Nbz-Schutzgruppe abzuspalten. Wird ein
konstantes Potential von 1.0 V angelegt, so kann das ent-
schiitzte HPA-Peptid elektrochemisch an der GCE iiber die
HPA-Gruppe polymerisiert werden.

Die ortsaufgeloste Immobilisierung von 2 wird durch
aufeinanderfolgende Inkubation mit Anti-Peptid-Anti-
korpern und fluoreszenzmarkierten Zweitantikorpern im
Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht (Abb.3). Fir das
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Abb. 3. Ortsaufgeloste Immobilisierung von Peptiden auf einer GCE
durch Elektropolymerisation. Die Kammern der Durchflufzelle wurden
mit Losungen der Nbz-HPA-Peptide 2 und 3 gefiillt, 5 min ein Potential
von 1.0V angelegt und die einzelnen Kammern (250 pm x 1200 pm)
entsprechend dem gewiinschten Muster 1 min mit UV-Licht bestrahlt
(280 nm, 13 Wem™2). Die elektropolymerisierte Schicht wurde durch
fluoreszenzmarkierte Antikorper oder Streptavidin unter einem Fluores-
zenzmikroskop nachgewiesen. Ohne Belichtung ist keine Immobilisierung
auf der Elektrode nachzuweisen (a). Photolytische Abspaltung der Nbz-
Schutzgruppe und Elektropolymerisation von Peptid 4 mit unterschiedli-
chem Muster. Nachweis mit rhodaminmarkiertem Streptavidin (b, ¢, d) und
mit fluoresceinmarkiertem Streptavidin (e). Losung von 2 bei Belichtung
aller drei Kammern bzw. der mittleren Kammer, Nachweis iiber Anti-
korper und rhodaminmarkierte Zweitantikorper (f, g).

biotinylierte Nbz-HPA-Peptid 3 konnte die ortsaufgeloste
Beschichtung mit fluoreszenzmarkiertem Streptavidin nach-
gewiesen werden. Um die ortsaufgeloste Elektropolymerisa-
tion nachzuweisen, wurden die drei Kam-
mern der Durchfluzelle mit Losungen
von 2 oder 3 gefiillt, 5 min ein Potential
von 1.0V angelegt und die jeweiligen
Kammern je nach gewiinschtem Muster
1 min mit UV-Licht bestrahlt. Die GCEs
wurden mit fluoreszenzmarkiertem Strep-
tavidin oder Antikérpern versetzt, nach
90 min gespiilt und getrocknet. Als Nega-
tivkontrolle wurde das Produkt 3 in phos-
phatgepufferter NaCl-Losung (PBS) in die
Durchfluf3zelle gefiillt und eine Spannung
angelegt (1.0 V, 5 min). Um zu zeigen, daB3
das geschiitzte Nbz-HPA-Peptid 3 elektro-
chemisch nicht polymerisierbar ist, wurden
die nicht belichteten Kammern direkt mit
fluoreszenzmarkiertem Streptavidin inku-
biert. Unter dem Fluoreszenzmikroskop
wurde wie erwartet keine Beschichtung
nachgewiesen (Abb. 3a). Die ortsaufgelo-
ste Beschichtung durch das HPA-Peptid 4
zeigt sich demgegeniiber eindeutig in den
Bereichen, wo mit Licht die Abspaltung
der Schutzgruppe vom Nbz-HPA-Peptid in
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den entsprechenden Kammern ausgelost und die Elektropo-
lymerisation erméglicht wurde. Das Produkt 2 wurde eben-
falls ortsaufgelost auf die GCE aufgebracht. Hierbei wurden
zum einen alle drei Kammern (Abb. 3 f) und zum anderen Fall
nur die mittlere Kammer belichtet (Abb. 3 g).

Wir konnen somit mit der Elektropolymerisation nach
photolytischer Abspaltung der Nbz-Schutzgruppe ortsaufge-
16st Peptide auf leitfahige Substrate aufbringen (Abb. 3). Die
Kammern mit ihrer bisher erreichten Abmessung von 250 um
in einer Dimension sollen durch weitere Verfeinerung des
Verfahrens miniaturisiert werden. Die Immobilisierung von
Makromolekiilen oder Chemorezeptoren kann zu einer
Integration in analytische Routineverfahren fiihren. Aufler-
dem ist ein Einsatz als Multianalyt-Sensor mit FlieBinjekti-
onssystem geplant. Insbesondere in der Chemosensorik im
Verbund mit hochdiversen Cyclopeptidbibliotheken,'?! die
ebenfalls elektrochemisch immobilisiert werden konnen,
bietet das Verfahren Moglichkeiten zur schnellen Analytik
iiber eine Mustererkennung. Mit von Laminin abgeleiteten
Peptiden, welche unter Erhaltung ihrer biologischen Funk-
tion ebenfalls elektrochemisch polymerisierbar sind,¥ ist die
ortsaufgeloste Adhésion von Nervenzellen und das Wachstum
von Neuriten moglich.

Experimentelles

2, 3: Multiple parallele Peptidsynthesen (je 15 pmol) an Wang-Harz mit 9-
Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Aminosduren und Diisopropylcarbo-
diimid(DIC)-Aktivierung. Produkt 1Yl (8.6 mg, 0.03 mmol) mit 1-Hydro-
xybenzotriazol (HOBT) (4.6 mg, 0.03 mmol) in DMF (200 pL) wird mit
1.5M DIC in DMF (20 uL, 0.03 mmol) 4 h gekuppelt.

Abspaltung vom Harz: 500 pL Trifluoressigsdure/Wasser/Triisopropylsilan
(95/2.5/2.5) (3 h), Nbz-HPA-Peptide mit Diethylether féllen, abzentrifug-
ieren, in tert-Butylalkohol/Wasser (4/1) 16sen und lyophilisieren. 2: ESI-
MS: m/z: 1467.7 [M+2H]**; 3: ESI-MS: m/z: 1523.6 [M*+H].

Die photochemische Freisetzung von 3 wurde UV-spektroskopisch und
HPL-chromatographisch untersucht. Zu Beginn der Reaktion liegen ein
Absorptionsmaximum des Peptids bei 214 nm und eines der Schutzgruppe
bei 275 nm vor. Im Laufe der Photoreaktion tritt ein weiteres Maximum
der abgespaltenen Schutzgruppe bei 315 nm auf. Bereits nach 1 min ist das
geschiitzte Peptid 3 zu 70 % zerfallen und nach 5 min ist eine vollstindige
Umsetzung zur freien phenolischen Kopfgruppe eingetreten. Diese Er-
gebnisse weisen auf eine stochiometrische Bildung von 4 hin (Schema 1).
Auch bei 2 wurde ein einheitliches Produkt erhalten, d.h., die Aminosidu-
ren gehen keine detektierbaren Nebenreaktionen ein. Bei der Elektropo-
lymerisation konnen allerdings Trp-, Tyr- und His-Reste teilweise oxidiert
werden, was jedoch fiir den praktischen Einsatz der peptidfunktionali-
sierten Oberflichen z.B. fiir den ELISA keine Auswirkungen hat. Um
sicher zu sein, daf die Nbz-HPA-Peptide 2 und 3 und die bei der Photolyse
freigesetzten Nebenprodukte elektrochemisch nicht oxidiert werden kon-
nen, wurden die Peptide 2-4 durch Differential-Puls-Voltammetrie
vermessen. Dabei hat sich gezeigt, dal beim photochemisch entschiitzten
HPA-Peptid 4 bei 0.6V die elektrochemische Oxidation stattfindet,
wihrend 2 und 3 in diesem Spannungsbereich elektrochemisch inert sind.

Nach der elektrochemischen Polymerisation durch photolytische Abspal-
tung der Schutzgruppe der Nbz-HPA-Peptide (bei 1.0 V, 5 min) wird die
GCE mit Wasser gespiilt. Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
wird 1% BSA/PBS (BSA = Rinderserumalbumin aufgetragen (500 uL pro
Elektrode). Nach 2 h wird eine Losung von Streptavidin (rhodamin- oder
fluoresceinmarkiert) mit 0.1 mgmL~' PBS aufgetragen. Nach 2 h Inkuba-
tion wird die Elektrode gewaschen. Die mit Antikorper beschichtete
Elektrode wird mit einem Zweitantikorper (rhodaminmarkiert) in
0.1 mgmL~' PBS versetzt und nach 2 h gewaschen.

Eingegangen am 8. April 1998 [Z11707]
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Losung der Kristall- und Molekiilstruktur
komplexer niedrigsymmetrischer
organischer Verbindungen durch Pulver:
Fluoresceindiacetat™*
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Die mit modernen Rontgen- und Neutronendiffrakto-
metern erhaltbaren Daten und die Verbesserungen der
Rechenverfahren machen es moglich, da3 zunehmend kom-
plexere Kristallstrukturen aus der Messung an Pulvern gelost
werden konnen. Die Verwendung von Synchrotronstrahlung
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