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Zur Untersuchung zellulärer, das gesamte Genom umfas-
sender Vorgänge wurden bereits zahlreiche Verfahren ent-
wickelt. Oligonucleotid-Arrays liefern wichtige Informatio-
nen über ¾nderungen des mRNA-Expressionsniveaus als
Antwort auf eine Reihe von physiologischen Stimuli.[1, 2]

Zweidimensionale Gelelektrophorese[3] sowie andere chro-
matographische Trennverfahren ermöglichen in Kombination
mit der Massenspektrometrie[4] eine direktere Analyse von
Proteom-Funktionen.[5] Auch zur Genom-umfassenden Ana-
lyse von Proteinstrukturen wurden bereits Verfahren entwi-
ckelt.[6] Zielgerichtetere Untersuchungen von Protein-Funk-
tionen führten zur Kartierung von Protein-Protein-[7] und
Protein-DNA-Wechselwirkungen[8] und gelten als Wegberei-
ter der Entwicklung von Proteinchips.[9] Methoden, mit denen
die katalytische Aktivität von Proteinen eines gesamten
Genoms festgestellt werden kann, liefern auch entscheidende
Erkenntnisse über zelluläre Aktivitäten.[10, 11]

Niedermolekulare organische Verbindungen werden be-
reits seit geraumer Zeit als Agonisten oder Antagonisten von
Rezeptoren sowohl zur Analyse und Steuerung der kataly-
tischen Aktivität von Enzymen als auch zur Modulierung
biologischer Netzwerke eingesetzt.[12] Demnach sind Mikro-
Arrays mit niedermolekularen Inhibitoren oder Substraten
ein Instrument zur Charakterisierung zellulärer Aktivitäten.
Um zwischen mehr als 30 000 potentiellen Genprodukten im
Menschen unterscheiden zu können, braucht man unbedingt
Mikro-Arrays mit einer groûen Zahl an Verbindungen. Es
wurde bereits von hochdichten Mikro-Arrays mit Peptiden
oder nichtnatürlichen Oligomeren berichtet (40000 Verbin-
dungen pro cm2),[13] doch ist wegen der angewendeten
photolithographischen Techniken die zugängliche molekulare
Diversität stark eingeschränkt. Unlängst wurden mehrere
niedermolekulare Verbindungen auf eine Glasplatte ge-
druckt, mit dem Bestreben, automatische Druckvorgänge
mit Split-Pool-Molekülbibliotheken zu verbinden.[14] Das
Split-Pool-Verfahren[15] ist bei der Erzeugung molekularer
Diversität viel effizienter als die Parallelsynthese,[16] jedoch ist
bei ihm die Identität jedes Mitglieds der Molekülbibliothek
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zunächst unbekannt und muss für jedes aktive Mitglied
individuell entschlüsselt werden.[17, 18] Will man solche Biblio-
theken gegen mehr als 30 000 Genprodukte testen, wird das
Entschlüsseln der einzelnen Verbindungen allerdings prob-
lematisch.

Wir stellen hier eine Methode zur Herstellung von Mikro-
Arrays mit niedermolekularen Verbindungen durch Ortsko-
dierung und ihre Anwendung in der funktionellen Proteomik
an einem Modellsystem vor. Abbildung 1 zeigt die Konstruk-
tion von Bibliotheken niedermolekularer Verbindungen, die

Abbildung 1. Split-Pool-Synthese von PNA-kodierten kombinatorischen
Bibliotheken. Rn�Diversitätselemente, B�Base der PNA, x�Zahl der
für ein bestimmtes Diversitätselement kodierenden Basen, n�Zahl der
chemischen Diversifizierungsschritte, PG� Schutzgruppe.

an Peptidnucleinsäure(PNA)-Marker[19] gebunden sind. Der
PNA-Marker erfüllt zwei Aufgaben: Zum einen kodiert er
den Ablauf der Synthese der niedermolekularen Verbindung,
zum anderen kodiert er ihre Position durch die Hybridisie-
rung mit einem Oligonucleotid-Mikro-Array. Die Wahl fiel
auf PNAs als kodierende Oligonucleotide wegen ihrer
günstigen Hybridisierungseigenschaften, der Flexibilität ihrer
Synthese und ihrer chemischen Robustheit.[20] Bei dieser
Molekülbibliotheksynthese werden die PNAs durch Bildung
einer Amidbindung, eine der mildesten Reaktionen in der
Organischen Chemie, oligomerisiert. Darüber hinaus sollte
dank der Vielzahl an möglichen Schutzgruppen für den
N-Terminus der PNAs die Auswahl an Diversität einführen-
den Reaktionen groû sein. Was die Hybridisierungseigen-
schaften betrifft, so verstärkt das Fehlen von negativen
Ladungen im PNA-Rückgrat deren Affinität für DNA und
reduziert den Einfluss der Salzkonzentration auf die Hybri-
disierungsstärke.

PNA-kodierte Bibliotheken von Protein-Liganden, die
unterschiedliche Fluorophore tragen, können für mehrere
Zielverbindungen gleichzeitig durchsucht werden. Nach der
Hybridisierung des Gemisches mit einem Oligonucleotid-
Array lässt sich für jede Zielverbindung die Identität und
Selektivität der an sie bindenden Bibliotheksmitglieder durch
Fluoreszenzdetektion ermitteln. Diese Strategie ist für die
Wirkstoff-Forschung attraktiv, kann aber nicht zur Erstellung
eines Profils bei biologischen Proben verwendet werden, da es
schwierig ist, alle Proteine in einer solchen Probe gleichmäûig
zu markieren. Dagegen kann bei einem Fluorophor-markier-
ten Konjugat aus PNA und niedermolekularer Verbindung
nach Inkubation mit der zu untersuchenden Probe das an ein
Makromolekül gebundene Konjugat vom ungebundenen
Konjugat durch Ausschluss-Chromatographie getrennt wer-
den.[21] In Abbildung 2 ist schematisch gezeigt, wie die

Abbildung 2. Screening einer PNA-kodierten Bibliothek.

Hybridisierung der hochmolekularen Fraktion mit einem
Chip die Identität der an die Makromoleküle gebundenen
niedermolekularen Verbindungen preisgibt und so ein Profil
der Proteinfunktion generiert. Die Korrelation zwischen
diesen Profilen und den Phänotypen im biologischen System
kann mittels Identifizierung der niedermolekularen Verbin-
dungen rasch ermittelt werden, während die Zielverbindun-
gen durch Affinitäts-Chromatographie bestimmt werden
können.

Um die Eignung dieser Methode zu demonstrieren, wurden
auf mechanistischen Studien basierende Cystein-Protease-
Inhibitoren mit Acrylamid-Funktionalität als Bibliothek der
niedermolekularen Verbindungen gewählt.[22] Untersuchun-
gen zur optimalen PNA-Länge ergaben, dass 12mere gute
Hybridisierungseigenschaften haben und eine Vielzahl an
Sequenzvariationen zur Kodierung sehr groûer Bibliotheken
erlauben. Die Synthese wurde an einem säurelabilen Rink-
Harz mit den orthogonalen Fmoc- und Alloc-Schutzgruppen
für Inhibitor- bzw. PNA-Synthese durchgeführt. Die Seiten-
ketten und Basen wurden säurelabil geschützt (Schema 1).[23]

Das Design der Inhibitoren basierte auf Informationen, die
mit einer bereits bekannten Methode zur raschen Beurteilung
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der Substratspezifität von Proteasen erhalten worden wa-
ren.[24] Ein Vergleich der Aktivitäten von 1 und 2 (Schema 1)
gegen Cathepsin C und Cathepsin L zeigt, dass der PNA-
Marker weder Aktivität noch Selektivität des Inhibitors
bezüglich dieser Zielverbindungen signifikant beeinflusst
(Tabelle 1). Zusätzlich wurde ein PEG-Spacer in die Biblio-
thek eingebracht, um eine gute Wasserlöslichkeit der Ver-
bindungen zu garantieren.

Anschlieûend wurde eine Serie von Verbindungen syn-
thetisiert, die zur Hemmung von Cathepsin S, L, H, B, C und
Calpain entworfen waren (Schema 2). Die PNA-Sequenzen
wurden so gewählt, dass sie mit den terminalen zwölf Ein-
heiten der 20mer-Proben auf einem GenFlex-Marker-Ar-
ray[25] (Arrays diesen Typs sind gegenwärtig in einer Dichte
von 400 000 Elementen pro cm2 erhältlich) hybridisierten. Der
PNA-Marker hybridisiert nur mit einem Teil der Array-
Probe, und es wurde erwartet, dass jede Probe andere
Hybridisierungseigenschaften haben würde. Hybridisierung
eines Gemisches der sechs Proben (je 0.45 pmol in 150 mL)
resultierte in Platte A in Abbildung 3. Die Intensitätsunter-
schiede der Array-Merkmale reflektieren die Schmelzpunkts-
unterschiede der Proben. Trotz solcher Schmelzpunktsunter-
schiede konnten ¾nderungen der Probenkonzentration von
30 % zuverlässig detektiert werden. Eine äquimolare Mi-
schung aus den sechs Verbindungen 3 ± 8 (28 pmol) wurde mit
käuflichem, gereinigtem Cathepsin C (100 mm, 20 mL[26]) 2 h
bei 23 8C inkubiert, anschlieûend auf eine Ausschluss-Chro-
matographiesäule (BioRad, Bio-Sil, SEC 125-5) gegeben, um
das Material unter 10 kDa zu entfernen, und schlieûlich mit
einem GenFlex-Marker-Array hybridisiert. Wie aus Abbil-
dung 3, Platte C ersichtlich, ergab die Hybridisierung das
erwartete Signal für die dem Cathepsin C entsprechende
Probe, während die Kontrolle ohne Cathepsin C kein Signal
lieferte (Platte B). Dasselbe Experiment wurde mit Cathep-
sin L (10 mm, 20 mL[26]) durchgeführt, wobei zehnmal weniger
Protein verwendet wurde.

Die direkte Detektion des Fluoresceins lieferte
nur ein schwaches Signal, doch konnte dieses
durch die Bindung eines Anti-Fluorescein-Anti-
körpers aus Ziege, eines biotinylierten Anti-Zie-
ge-Antikörpers und von Phycoerythrin-markier-
tem Streptavidin verstärkt werden (Abbildung 3,
Platte D). Diese Resultate belegen, dass die
vorgeschlagene Trennung nach Teilchengröûe ef-
fektiv die gebundenen PNA-Ligand-Konjugate
von den ungebundenen trennt, dass PNAs effizi-
ent zur Positionsmarkierung eingesetzt werden
können und dass Konjugate aus PNAs und nieder-
molekularen Verbindungen in einem Mikro-Ar-

ray-Format zur Erforschung von Proteinfunktionen genutzt
werden können.

Schema 2. Chemische Struktur der gezielt entworfenen, PNA-Marker
tragenden Cystein-Protease-Inhibitoren 3 ± 8. FITC�Fluorescein.

Tabelle 1. Kinetische Hemmung von Cathepsinen durch die Acrylamid-
Inhibitoren 1 und 2.

Cathepsin C Cathepsin L

IC50 [mm] kinakt./Ki [mÿ1 sÿ1] IC50 [mm] kinakt./Ki [mÿ1 sÿ1]
1 17.6 40 > 2000 ±
2 14.1 70 > 2000 ±
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NH
H2N
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N
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O

R

1: R = H
2: R = GTAATGCCCGTT-FITC

Schema 1. Synthese des gezielt entworfenen Cathepsin-L-Inhibitors mit (2) und ohne
PNA-Marker (1) an einem Rink-Amidharz. Fmoc� 9-Fluorenylmethoxycarbonyl,
Alloc�Allyloxycarbonyl.
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Abbildung 3. Hybridisierung der Proben 3 ± 8. A) Hybridisierung von
0.45 pmol (3.0 nm) einer jeden Probe; B) Kontrolle: Inkubation von 3 ± 8
(1.4 mm, 20 mL) 2 h bei pH 5.5,[26] Ausschluss-Chromatographie, Hybridisie-
rung; C) Inkubation von 3 ± 8 (1.4 mm) mit Cathepsin C (100 mm, 20 mL) 2 h
bei pH 5.5,[26] Ausschluss-Chromatographie, Hybridisierung; D) Inkuba-
tion von 3 ± 8 (1.4 mm) mit Cathepsin L (10 mm, 20 mL) 2 h bei pH 5.5,[26]

Ausschluss-Chromatographie, Hybridisierung.

Cathepsine sollen bei vielen physiologischen und patholo-
gischen Funktionen, einschlieûlich Antigen-Präsentation,[27]

Tumorentwicklung,[28] Osteoporose,[29] grauer Star[30] und
Virulenz von Parasiten,[31] eine bedeutende Rolle spielen.
Eine auf dem hier beschriebenen Weg hergestellte Bibliothek
erlaubt nicht nur die Identifizierung von spezifischen Ca-
thepsin-Inhibitoren, sondern ermöglicht auch eine rasche
diagnostische Identifizierung spezifischer Cathepsin-Aktivi-
täten und neuartiger Proteasen in biologischen Proben. Die
Fähigkeit, Split-Pool-Bibliotheken niedermolekularer Ver-
bindungen in einem räumlich adressierbaren Format anzu-
ordnen, ermöglicht ein gebündeltes Screening in einem hoch
miniaturisierten Format, das Profile zellulärer Aktivität
liefert. Dieser Ansatz sollte auch auf andere Klassen von
Proteasen, Kinasen und Phosphatasen sowie auf Rezeptoren
anwendbar sein. Das Screening groûer Bibliotheken als
Gemisch in Lösung vor der Hybridisierung kann sich als
nützlich erweisen, da nichtspezifische Wechselwirkungen von
Oberflächen mit den Zielverbindungen minimiert werden.
Schlieûlich könnte dieses Verfahren eine generelle und
praktische Lösung sein, um Mikro-Arrays mit anderen Bio-
molekülen einschlieûlich Antikörpern und anderen Proteinen
herzustellen und zu testen.
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Kombinatorische Entdeckung neuer
Photokatalysatoren zur Wasseraufbereitung
mit sichtbarem Licht**
Christian Lettmann, Heike Hinrichs und
Wilhelm F. Maier*

Der photokatalysierte Abbau von Schadstoffen in Luft und
Wasser gehört zu den vielversprechendsten umweltfreundli-
chen Verfahren. Die Bestrahlung eines Halbleiteroxids
(HLO) mit Licht, dessen Energie gleich oder gröûer der
Bandlückenenergie des HLO ist, führt zur Bildung von
Elektronen-Loch-Paaren, welche nachfolgend Redoxreaktio-
nen an der HLO-Oberfläche initiieren. Diese heterogene
Photokatalyse stellt eine umweltfreundliche und viel verspre-
chende Methode zur Entgiftung von Wasser und Luft mit
Tageslicht dar. Organische Schadstoffe werden zu CO2, H2O
und Mineralsäuren umgewandelt. In neueren Übersichtsarti-
keln werden die diesem Prozess zu Grunde liegenden Mecha-
nismen sowie der aktuelle Stand der Forschung zusammen-
gefasst.[1, 2] Seit vielen Jahren konzentriert sich die Forschung
auf TiO2, vorzugsweise Anatas, welches photostabil, nicht
toxisch, preiswert und aktiv ist. Aufgrund seiner groûen
Bandlücke von 3.2 eV ist aber UV-Licht (l< 400 nm) zur
Erzeugung der Elektronen-Loch-Paare notwendig. Dies ist

ein groûer Nachteil für eine effiziente, solar getriebene
Wasserentgiftung, denn nur 3 % des Sonnenlichts liegt bei
Wellenlängen <400 nm.

Kürzlich entdeckten wir, dass in Sol-Gel-basiertem TiO2

eine Reihe von Dotierungssubstanzen, wie Pt, Ir und sogar
während der Calcinierung gebildete Kohlenstoffreste, zu
einer photokatalytischen Aktivität mit sichtbarem Licht
führen.[3, 6, 7, 12] Diese Entdeckungen überzeugten uns, dass es
möglicherweise mehr photokatalytisch aktive Materialien als
derzeit bekannt gibt. Daher entwickelten wir ein kombinato-
risches Hochdurchsatzverfahren, um effektiver nach viel
versprechenden Materialien mit neuen Zusammensetzungen
zu suchen. In den vergangenen Jahren wurde das enorme
Potential kombinatorischer Ansätze und Hochdurchsatzme-
thoden in der Material- und Katalysatorentwicklung bereits
vielfach aufgezeigt.[4] Trotzdem gibt es bis heute nur wenige
Beispiele dafür, dass entsprechende Methoden zu neuen,
verbesserten Materialien geführt haben.

Das Ziel unserer Arbeit war die Entwicklung eines zuver-
lässigen Hochdurchsatzverfahrens zur effizienteren Entde-
ckung neuer Photokatalysatoren, die in der Lage sind, mit
sichtbarem Licht (l> 400 nm) Schadstoffe photokatalytisch
abzubauen. Aufgrund der bereits bekannten photokatalyti-
schen Eigenschaften von dotierten Titanoxiden wurden diese
als Referenzmaterialien in der Entwicklung des Verfahrens
ausgewählt. Über die photokatalytischen Eigenschaften von
dotiertem WO3 und SnO2 mit sichtbarem Licht ist nahezu
nichts bekannt. Diese Oxide bilden daher die Basis der
Bibliotheken.

Das gewählte Bibliotheks-Design bestand aus 45 trans-
parenten HPLC-Fläschchen (2 mL), die in einem adressier-
baren Block in neun Reihen und fünf Spalten angeordnet
waren (Abbildung 1, C). Die potentiellen Katalysatoren
wurden direkt in den HPLC-Fläschchen mit Hilfe eines
Syntheseroboters (Tecan Miniprep 50) synthetisiert. Grund-

Abbildung 1. Vorderansicht der experimentellen Anordnung für die
Bestrahlung der Bibliotheken mit sichtbarem Licht. A) Anordnung der
Lampen (Osram Dulux S G23, 11 W); B) Küvette aus Milchglas, gefüllt mit
1m K2CrO4-Lösung; C) Bibliothek, 45 HPLC-Fläschchen, angeordnet in
fünf Spalten und neun Reihen; D) Orbitalschüttler (Heidolph Titra-
max 100).
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