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Funktionale molekulare diinne Filme:
topologische Template fiir die chemoselektive
Bindung antigener Peptide an
selbstorganisierte Monoschichten**

Lukas Scheibler, Pascal Dumy, Mila Boncheva,
Kirsten Leufgen, Hans-Jorg Mathieu, Manfred Mutter
und Horst Vogel*

Molekulare diinne Filme finden im Hinblick auf das
kontrollierte Design von Grenzflichen groBes Interesse.l!]
Diese spielen eine wichtige Rolle in so verschiedenen
Bereichen wie der Untersuchung von Reibung, Schmierung
und Benetzung? oder der Entwicklung von Mikro- und
NanotechnikP! sowie von biokompatiblen Oberflidchen.! Ein
grof3er Teil der Arbeiten konzentriert sich dabei auf selbst-
organisierte Monoschichten (SAMs), insbesondere auf die
aus schwefeltragenden Molekiilen wie Thioalkanenl®! und
Lipiden!® auf Goldoberflichen oder aus geeigneten Silanen
auf hydroxylierten Oberflachen (iiblicherweise Siliciumdioxid
oder Glas).[ Selbstorganisierte molekulare diinne Filme, die
Biopolymere enthalten, sind fiir die Entwicklung neuartiger
Analysetechniken von Bedeutung.® Mikrostrukturierte
SAMs erdffnen hier interessante Moglichkeiten, Sensoren-
felder zu gestalten.’]! Insbesondere im letzten Fall fehlt
allerdings bis heute eine allgemein anwendbare Methode
fiir das Design und die Synthese komplexer funktionaler
Peptide, die sich in SAMs integrieren lassen. Wir konnten
kiirzlich zeigen, daf3 templatassoziierte synthetische Proteine
(TASPs), die Bindungsstellen fiir Metallionen oder Antigene
priasentieren, an SAMs gebunden zu hochst sensitiven und
selektiv funktionalen Oberfldchen fithren.'" "1 Hier beschrei-
ben wir Strategien fiir die regioselektive Funktionalisierung
von SAMs an Goldoberflichen unter Anwendung des Tem-
platkonzeptes. Dabei nutzten wir regioselektiv adressierbare
funktionale Template (RAFTs) mit unterschiedlich reaktiven,
rdaumlich getrennten Doménen in Kombination mit chemo-
selektiven Bindungsprozessen, um antigene Peptide an SAMs
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zu binden. Die Bildung der SAM, ihre Funktionalisierung
durch aufeinanderfolgende oberflichenchemische Reaktio-
nen und die abschlieBende Bindung der Antikorper an das
immobilisierte TASP wurden mittels Oberflichenplasmonen-
resonanz (surface plasmon resonance, SPR), Flugzeitsekun-
dédrionenmassenspektrometrie (Time-of-flight secondary ion
mass spectrometry, TOF-SIMS) und Fourier-Transforma-
tions-IR-Spektroskopie (FTIR) verfolgt. Mit diesen Metho-
den sind oberflachenspezifische Messungen molekularer Re-
aktionen moglich: SPR liefert direkte und kontinuierliche
Informationen iiber die mittlere molekulare Oberfldchen-
konzentration wihrend der Bildung monomolekularer Filme,
TOF-SIMS ermoglicht die Analyse der lateralen chemischen
Zusammensetzung von SAMs, und FTIR-Spektren enthalten
Informationen sowohl iiber die Anwesenheit einzelner funk-
tioneller Gruppen als auch iiber die Konformation der Mole-
kiile. Die FTIR-Spektren wurden mit einer kiirzlich entwik-
kelten Form der Technik der abgeschwichten Totalreflexion
(ATR) erhalten, bei der der ATR-Kristall mit einer Gold-
schicht bedeckt wird, die diinn genug ist, um transparent fiir
IR-Licht zu sein, aber ausreichend dick, um als kontinuierli-
che Goldunterlage fiir die Bildung von SAMs zu dienen.['!

Als représentatives Beispiel fiir unseren allgemeinen An-
satz zur Bildung funktionalisierter SAMs haben wir ein
Derivat des antigenen (NANP);-Peptids kovalent an eine
SAM topologischer Template kondensiert. Wir haben dieses
Peptid wegen seiner Relevanz fiir die Immunantwort auf
Malariaparasiten gewdahlt. Seine Bindung {iber Thioalkane an
Goldoberflichen wurde bereits beschrieben.['¥] Als RAFT-
Molekiil verwendeten wir das cyclische Peptid der Sequenz
c[(K(Boc)PGK(Boc)K(Alloc)),] 1, das orthogonal angeord-
nete Bindungsstellen auf gegeniiberliegenden Seiten des Mole-
kiilringes aufweist.'¥l An die Seite mit den K(Alloc)-Seiten-
ketten wurden nach dem Entschiitzen in Losung Carboxy-
thioalkane gebunden. Ebenfalls in Losung wurden danach an
die entschiitzten K(Boc)-Gruppen Serinreste gekuppelt. Das
so erhaltene RAFT-Molekiil 2 wurde an der Goldoberfldche
iiber den Thioalkanrest immobilisiert. Im Anschlu3 daran
wurden die Hydroxygruppen der vier nach oben gerichteten
Serinseitenketten, wie in Abbildung 1 gezeigt, zu Aldehyd-
einheiten oxidiert. An diese wurden schlieflich die antigenen
Peptide 4 iiber ihre Aminooxyacetylreste unter Bildung von
Oximen gebunden.[” Der resultierende monomolekulare, auf
einer Goldoberflache immobilisierte Film présentierte damit
Funktionalitdten, die eine selektive und reversible Bindung
des gegen das NANP-Peptid gerichteten monoklonalen Anti-
korpers Sp3E9 ermoglichten. Im einzelnen umfafite die
Oberflachenmodifikation sieben Schritte:

a) Durch Adsorption von 2 aus Methanol entstand eine
SAM. Mittels SPR wurde dabei eine Verschiebung des
Resonanzwinkels von A9 =0.37° beobachtet. Die sich hieraus
ergebende mittlere Fliche pro Molekiil 2 von 240 A? ist etwas
hoher, als nach der Geometrie des Templates zu erwarten.
Moglicherweise ist dies auf die groe rdumliche Ausdehnung
der templatgebunden Serinreste und Carboxythioalkanketten
zuriickzufiihren. Das FTIR-Spektrum der molekularen
Schichten auf Gold zeigt dhnliche Amid-I- und -II-Banden
wie entsprechende Spektren der Festsubstanz auf ATR-
Substraten (Abbildung 2, (a) — Au).
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Abbildung 1. Einzelne Reaktionsschritte der TASP-Synthese auf einer Goldoberfliche: a) Selbstorganisation von 2 auf der Oberfliche, b) Blockieren der
aufgrund von Lochern und Fehlstellen in der Schicht verbleibenden freien Goldoberfliche mit 11-Sulfanylundecanol 3, ¢) Oxidation der N-terminalen
Serinreste, d) chemoselektive Bindung des Peptids 4 an die Oberfliche, e) Blockieren der verbleibenden terminalen Aldehydeinheiten. Die derart
funktionalisierte Goldoberfldche prisentiert Rezeptoren fiir die selektive Bindung des monoklonalen Antikérpers (f), der schlieBlich unter kontrollierten
Bedingungen durch die Zugabe von freiem Antigen Ac-(NANP);G-OH im Uberschu von der Oberfliche entfernt werden kann (g). Die Schritte (a)—(f)
wurden ATR-FTIR-spektroskopisch (siche Abbildung 2) verfolgt, die Schritte (c) und (e) mit TOF-SIMS (siche Abbildung 3) und die Schritte (a)—(g) mit
SPR (siche Abbildung 4). Die Aminosidurereste sind mit Ausnahme des Serinrestes, der zur besseren Unterscheidung von Schwefelatomen mit Ser
bezeichnet wurde, im Einbuchstabencode wiedergegeben.

b) Die verbleibende, auf Locher und Fehlstellen in der
SAM von 2 zuriickzufithrende freie Goldoberfliche wurde
durch Adsorption von 11-Sulfanylundecanol 3 aus einer
Ethanol/Wasser-Losung (1/1 v/v) belegt. Diese Modifikation
filhrte im FTIR-Spektrum zu einer OH-Beugeschwingungs-
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Abbildung 2. ATR-FTIR-Differenzspektren der mit den Reaktionsschrit-
ten (a)—(f) (siche Text und Abbildung 1) aufgebauten monomolekularen
Schichten.
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bande bei 1640 cm~' (Abbildung2, (b)—(a)). Der SPR-
Resonanzwinkel wurde um A@ =0.18° verschoben.

¢) Die endstidndigen Serinreste der Templatmonoschicht
wurden durch NalO, in einem Zitronensidure/Natriumphos-
phat-Puffer (pH 3.3) innerhalb von 20 min oxidiert. Diese
Reaktion konnte wegen der geringen Massendifferenz nicht
mit SPR beobachtet werden. Im FTIR-Spektrum trat jedoch
eine neue Bande bei 1660 cm™' auf, die auf die Bildung der
Aldehydeinheiten zuriickzufiihren ist (Abbildung?2, (c)-—
(b)). Dies wurde durch das in Abbildung 3 A gezeigte TOF-
SIMS-Spektrum bestitigt: Das Molekiilion des an allen vier
Serinresten oxidierten Templates tritt bei einem m/z-Wert
von 1702 auf.

d) Die Bindung des Peptids 4 an das modifizierte RAFT-
Molekiil wurde innerhalb von etwa 12 h bei Raumtemperatur
im bereits genannten Zitronensdure/Natriumphosphat-Puffer
durchgefiihrt. Im FTIR-Spektrum traten daraufhin zwei neue
Banden bei 1657 und 1528 cm™! auf (Abbildung 2, (d) — (c)).
Sie entsprechen den Amid-I- und -I1I-Schwingungen von 4 und
wurden in dhnlicher Form und Position auch bei Festsub-
stanzspektren dieses Peptids gefunden. Die gemessene SPR-
Resonanzwinkeldifferenz von A9 =0.50° entspricht der An-
lagerung von etwa zwei Molekiilen 4 (mittlere Fliache pro
Molekiil etwa 115 A?) an jedes adsorbierte RAFT-Molekiil.
Unvollstdndige Oxidation der Serinreste kann als Ursache fiir
diese nur partielle Sattigung der Bindungsstellen von 2
ausgeschlossen werden, da eine Verldngerung der Reaktions-
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Abbildung 3. TOF-SIMS-Spektren negativer Sekundérionen, aufgezeich-
net A) nach Schritt (c) und B) nach Schritt (¢) des in Abbildung 1
dargestellten Reaktionsschemas.

zeit fiir den Oxidationsschritt (c) keine hohere Oberflachen-
dichte an 4 hervorrief, wie SPR-Messungen belegen. In
Ubereinstimmung mit friiheren Beobachtungen!'®! scheint
die Bindung eines weiteren Peptidmolekiils 4 aus sterischen
Griinden nicht méglich zu sein. Im Gegensatz dazu werden in
Losung selektiv alle vier Bindungsstellen der RAFT-Mole-
kiile 2 funktionalisiert.

e) Nichtabreagierte terminale Aldehydeinheiten wurden
durch Behandlung mit Aminooxyessigsiure im Uberschuf3
blockiert. Dieser Schritt beeinfluBte weder das SPR- noch das
FTIR-Spektrum (Abbildung 2, (e) —(d)). Das TOF-SIMS-
Spektrum (Abbildung 3B) belegt hingegen eindeutig die
Modifikation der terminalen Aldehydeinheiten: Sekundér-
ionen mit m/z 3425 entsprechen RAFT-Molekiilen, deren
Bindungsstellen mit einem Molekiil 4 und drei Aminooxyes-
sigsdureresten belegt sind. Das Fehlen von Sekundérionen fiir
RAFT-Molekiille mit zwei oder mehr Molekiilen 4 ist
moglicherweise auf die geringe Desorptions- und Transmis-
sionswahrscheinlichkeit dieser Sekundérionen extrem hoher
Masse zuriickzufiihren.

f) Die Aktivitdt der immobilisierten TASP-Schicht wurde
durch Antikorperbindungsexperimente getestet: Die funk-
tionalisierte, auf Gold immobilisierte Schicht wurde mit einer
4.7 x 107"m Losung des Antikorpers in PBS-Puffer inkubiert.
Dies fiihrte zum Auftreten einer intensiven Amid-I-Bande bei
1640 cm~' (Abbildung 2, (f) —(e)), die quantitativ mit der
entsprechenden Bande des in Losung gemessenen Spektrums
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des Antikorpers iibereinstimmt. Die SPR-Messungen erga-
ben eine Anderung des Resonanzwinkels um Af=1.10°
(Abbildung 4).

t/sx108
Abbildung 4. Online-SPR-Messung der Bindung des Antikorpers an das
an die Goldoberfliche immobilisierte TASP (Schritt (f) in Abbildung 1)
und der anschlieBenden Verdrangung des Antikorpers durch Zugabe des
freien Antigens im UberschuB (Schritt (g)). I(V) ist das zur Intensitit des
reflektierten Lichts proportionale elektrische Signal der Photodiode.

g) Die Zugabe des antigenen Peptids Ac-(NANP),G-OH
in ausreichend hoher Konzentration (10~*m) zur Pufferlosung
fiihrte zur vollstindigen Verdrdngung des monoklonalen
Antikorpers von der Oberfliche der Monoschicht, wie die
Anderung des SPR-Resonanzwinkels um A = — 1.03° belegt
(Abbildung 4).

Wir haben somit gezeigt, da3 chemische Verkniipfungsme-
thoden in Kombination mit regioselektiv adressierbaren
Templaten die Pridparation wohldefinierter, komplexer mo-
nomolekularer Schichten auf Goldoberflichen ermdglichen.
Die supramolekularen Monoschichten weisen artifizielle
Erkennungsstellen auf — hier fiir einen monoklonalen Anti-
korper. SPR- und FTIR-Spektroskopie sowie TOF-SIMS
haben sich als ideale oberflachensensitive Techniken fiir die
unentbehrliche Kontrolle der einzelnen Reaktionsschritte
erwiesen. Das vorgestellte Konzept fiir die Funktionalisierung
von Goldoberfldchen kann sehr einfach auf andere Materia-
lien wie etwa Glas iibertragen werden. Es ist keinesfalls
beschrinkt auf Peptide, sondern kann ebensogut auf Proteine
oder andere Biopolymere wie Polynucleotide (DNA oder
RNA) angewendet werden. In Verbindung mit chemoselek-
tiven Bindungsmethoden und orthogonalen Schutztechni-
ken"®! kann das vorgestellte Prinzip fiir die Priparation
multifunktionaler Oberflaichen mit interessanten Anwen-
dungsméglichkeiten in der Bioanalytik genutzt werden.[” 1]

Experimentelles

Die Aminosduren wurden von NovaBiochem (Schweiz) oder Bachem
(Schweiz) bezogen, alle weiteren Reagentien stammen von Fluka
(Schweiz). Das Templat 2 wurde nach einer publizierten Vorschrift!!’!
synthetisiert, das Peptid 4 nach einer konvergenten Strategie hergestellt.
Dazu wurde das lineare Peptid Ac-(NANP),G-OH auf einem Sasrin-Harz
assoziiert und, nach Abspaltung und HPLC-Reinigung, mit PyBOP an
Boc-NOCH,CO-Lys-OMe gekuppelt. Das Entfernen der Boc-Gruppe und
die HPLC-Reinigung ergaben 4 in einer Gesamtausbeute von 61 %. Die
chemische Integritdt wurde durch HPLC, ESI-MS und Aminosiureanalyse
bestitigt. 11-Sulfanylundecanol 3 wurde von A. Heusler (EPFL), der
monoklonale Antikdrper Sp3E9 von Dr. G. Corradin (Universitdt Lau-
sanne) bereitgestellt.
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Bei der verwendeten SPR-Apparatur handelt es sich um eine Eigen-
entwicklung.'¥ Fiir die Durchfiihrung der einzelnen Syntheseschritte
wurden mit einer 40 nm dicken Goldschicht bedampfte Glassubstrate mit
der entsprechenden Reaktionslosung inkubiert. Zum Abschluf} der jewei-
ligen Reaktion wurde die Goldoberfliche mit dem auch fiir die Reak-
tionslésung verwendeten Losungsmittel gespiilt. Die Modifikation der
Goldoberfliche wurde kontinuierlich anhand von Online-Messungen der
reflektierten Intensitit nahe dem SPR-Resonanzwinkel verfolgt. Die
Adsorption organischer Molekiile an die Oberfliche verschob die Re-
sonanzkurve zu hoheren Winkeln, was einen Anstieg der reflektierten
Intensitit zur Folge hatte (Beispiel siche Abbildung 4). Zusitzlich wurde
aus der Winkelabhéngigkeit die optische Filmdicke der einzelnen Mono-
schichten bestimmt (Einzelheiten zur Auswertung von SPR-Messungen
findet man bei Boncheva et al.[*).

Die FTIR-Spektren wurden mit einem Bruker-IFS-28-Spektrometer, das
mit einem HgCdTe-Detektor ausgestattet war, wie im Detail von Liley
et al.'?l beschrieben aufgezeichnet. Ein trapezférmiger Zn/Se-ATR-Kri-
stall (Einfallwinkel 45°) wurde einseitig mit einem 10 nm dicken Goldfilm
thermisch bedampft. Die goldbedampfte Seite wurde so gegen eine
Teflonzelle gepreit, dal eine wasserdichte Verbindung entstand. Nach
jeder chemischen Modifikation der Goldoberfliche wurde der ATR-
Kristall mit dem jeweiligen reinen Losemittel gespiilt und im Stickstoff-
strom getrocknet. Es wurden jeweils 1000 Einzelspektren aufsummiert;
Wasserdampfbanden wurden von den Spektren subtrahiert.

Die TOF-SIMS-Spektren wurden an einem kommerziellen TOF-SI-
Massenspektrometer, TRIFT!" der Firma Ch. Evans & Comp., gemessen.
Gallium-Primérionen (15kV) wurden in einer mit 5kHz und einer
Pulsbreite von 8ns gepulsten Fliissigmetallionenquelle erzeugt. Die
Gesamtionendosis pro Spektrum war kleiner als 10! cm~2 Es handelte
sich somit um statische, d.h. zerstorungsfreie SIMS. Die Aufladung der
Oberfliche wurde durch den Beschuf mit einem niederenergetischen
Elektron (20 eV) auf acht Ionenpulse kompensiert.
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