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maasenspehtrornetrisch charaklerisicrt Die Ausbeuten heziehen sich auf  
spektroskopisch und chromatographisch reine Verbindungen. Ausgewihl- 
te physikalische Daten einiger Vcrhindungcn (Ar = Aryl) 18: hellgelbes 
61; R, = 0.31 (Kieselgel. 10% Mcrhanol in Dichlormethan). [a$,' - 49.2 
( c  = 0.66. CHCI,); 'H-NMR (300 MHr.  C,D,): ii =7.56 (d. 2 H .  
J = 7.6 H,. Ar). 7.32 7.1 3 (m. 8 H. Ar). 5.88 (hr. s. 1 H. Om. 5.86 ( 5 .  1 H. 
E-I) .  5.75 1)r.s. 1 H. 0-NH).  4 Y9 (d. 1 H. J = I 1  7 Hr. CH,Ph). 4.67 (d. 
I H. J = 11.7 Hz. CH,Ph). 4.54 4.47 (m. 3 H. A-I. CH,-Ph-Hydroxyla- 
min). 4.32 (dd. 1 H. J =  I O X .  9.2Hr. E-5ax). 4.04 (dd. I H. J = 9 . 5 .  
9.5 blr% A-i). 4.02-3.94 (m. 1 H. E-3). 3.90 (dd, 1 H. J = 10.8. 4 7 Hz. 
E-Siiql. 3.RX(dd. I H . J =  95. 7.6 Hz.A-2).3.57(dq. I H . J =  9 . 5 . 6 . 0 H ~ .  
A-5). 3 2 3  (s. 3 H. OCH,) .  2.82 (ddd. I H. J = 9.2.9.2.4.7 Hz. E-4). 2 57 
2.42(m,31~.E-2eq.NCHI).2.34(dd.1 H.J=9.5 .9 .5Hz,A-4) .1 .34(dd.  
I H. J = 10 2.  10 2 Hz, E-Zax). I.36(d. 3 H. J = 6.0 H7. A-6). 0.99(t. 3 H. 
J = b 5  Hz. NCH,Cff,). IR (CHCI,). i.,,, = 2964. 2932. 1456. 1095. 
1071 e m - ' :  HR-MS ber fur  C,.H,,,N,O, ( M  + Cse)  649.1890. gef 
649 1900 26a hellgelbes 0 1 :  R, = 0 39 (Kieselgel. 10% Methanol in 
Dichlormethan), [a]:: - 87.3 ( 1 ,  = 0.48. CHCI,); 'H-NMR (500 MH7. 
COD,) d = 8.97 (dd. 1 H. J = 4.2. 0.7 H r .  Dyn-Ar). 7.52 (m. 1 H, Dyn- 
Ar), 7.41 - 6  9X (m. 12 H .  I I Ar. Propargyl-H). 6.98 (dd. I H. J =7.1. 
7.1 Hz, Dyn-Ar). 5.89 (br.s. I H, OH). 5.83 (br s. 1 H. 0-NM. 5.78 (s. 
1 H. E-I ) .  5.28 (d. 1 H. J = 10.0Hz. Vinyl-/!). 5 10 (dd, 1 H. J = 10.0. 
1.7 Hr. Vinyl-H). 4.58 -4.51 (m. 2 H, CI/,Ph), 4.50 (d. I H. J =7.4. A-I). 
4.4X-4401m. I H. E-Sdx).4.25-4.17(m. I H. E-Siq).4.13-4.02(rn.3 H. 
A - 3 , 0 C H . C H 2 0 ) .  4.01 3.94 (m, I H. OCH,CH,O), 3.93-3.90(m. 1 H. 
E-3).3.77(dd.I H.J=9.5 ,7 .3Hr .A-2) .3 .69-3 .52(m. l  H.A-5).3.26(~, 
3H.OCH.).2.7X- 2.66(m.2H.E-4.NCH,).2.65-2.57(m.l H.NCHI). 
2.47 (dd, 1 H. J = 12.0. 2.2 Hz. E-Zaq), 2.44 (dd. 1 H. J = 9.3. 9.5 Hz. 
A-4). 2 31 (dd. I H. J = 14.5.6.5 Hr. Dyn-CH,), 2.04(d. I H, J = 6.7 Hz. 
Dyn-CH:) 1.95 1.83 (ni.  4 H. CH,). 1.43 (dd. 1 H. J = 14.5. 9.3 Hz. 
€->ax). 1.3.1 (d, 3 H. J = 6 1 HL. A-6). 1.04 ( t .  3 H .  J = 6.5 Hz. 
NCH,CH,). 1R (C'HC19)Cma. = 2963. 2931, 1733. 13x0. 1323. 1146, 1098. 
1071 c m - ' ;  HR-MS ber. f u r  C,,H,,N,O,, ( M  + CsQ): 994.2891. gef. 

994.2904. 26b: hellgelbes 0 1 .  R, = 0.38 (Kieselgel. 10% Methanol in 
Dichlormethan). [z];' 125.7 ( c  = 0.68. CHCI,), 'H-NMR (500 MHz. 
C,D,): 6 = 8.93 (dd. 1 H. J = 4.2. 0.7 H7. Dyn-Ar). 7.56 (dd. J ~ 7 . 4 .  
1.4 Hz. Dyn-Ar). 7.32-7.02 (m. 12 H. I 1  Ar. Propagyl-H). 6.90 (dd. 1 H. 
J = 7 . 1 ,  7.1 Hr. Dyn-Ar). 5.90 (br s, 1 H. 0 - N H ) ,  5.88 (h1.s. 1 H. OM. 
5.82 ( 5 .  I H. E-I). 5.29 (d. 1 H. J = 10.2 Hr. Vinyl-H). 5.11 (dd. 1 H. 
J = 10.2. 1.7 HL. Vinyl-H). 4 56-4.51 (m. 2 H. CH,Ph). 4 49 (dd. I H .  
J = I I  1.9 0 Hz. E-Sax).4.48(d. I H. J =7.4 HLA-11.4.22 -4.17(m.2 H. 
OCH,CH,O). 4.14 (dd. I H. J = 11.1. 4.7 Hz. E-5aq). 4.09 (dd. I H. 
J = 9.5. 9 5 Hr. A-3). 4.06 4 01 (m.  1 H. OC'H,CH,O). 3.92 3.88 (m. 
I H.OCH,CH,0).3 87 3.81 (m.  1 H.E-3). 3.78(dd. 1 H . J  = 9.5.7.1 HL. 
A-2). 3.W (dq. 1 H. J = 9 5. 6 I Hz. A-5). 3 27 is.  3 H. 0 C 3 / 3 ) ,  7.84 (ddd. 
I H. J = 9.0. X.O. 4 7 Hr. E-4). 2.77 (m. 2 H. NCH,). 2 54 (dd. 1 H. 
J = 12.2. 2.5 Hz. E-2aq). 2.42 (dd. 1 H, J = 9.5. 9.5 HY. A-4). 2.30 (dd. 
1 H. J 2 14.6. 10.5 Hr, Dyn-CII,). 2.06 (dd. I H. J = 14.6. 7.1 Hz. Dyn- 
C H , ) .  1.97 -1.83 (m. 4 H. Dyn-CH,). 1 51 (dd. 1 H. J = 12.2. 9.2 Hr. 
E-2ax). 1.33 (d. 3 H. J = 6 1 Hz, A-6). 1 10 (1. 3 H. J = 6.5 Hz. 
NCH,C//,); IR (CHCI,): ih,,, = 2962,2957.2929. 1733. 1386. 1323. 1146. 
1097. 1070cm- ' ;  HR-MS ber. fur C,,H,,N,O,, ( M  + Cs'): 994 2891. 
ge f. 994.2904. 

Rastertunnelmikroskopische Beobachtung von 
spezifisch adsorbiertem Streptavidin auf 
Biotin-funktianalisierten, selbstorganisierten 
Monoschichten** 
Von Lukris HuuJting, Bruno MicheI * Hdniut Ringstlor/'* 
und Heinrich Rnhrer 

Molekulare Erkennung ist von zentraler Bedeutung nicht 
nur in der Biologic, sondern auch in der Materialforschung 
zum Aufbau neuer Materialien mit organisierten Struktu- 
ren"]. Die Rastertunnelmikroskopie (RTM) und verwandte 
Methoden[*] ermoglichen eine direkte Untersuchung adsor- 
bierter M ~ l e k i i l e ~ ~ - ' ~ .  Mit Hilfe funktionalisierter, chemi- 
sorbierter Monoschichten l i n t  sich ein breites Spektrum von 
Molekulen mit dern RTM studieren. 

Die Bindung von Biotin (Vitamin H )  durch das bakterielle 
Protein Streptavidin ist aus rnehreren Griinden ein Modell- 
fail der molekularen Erkennung: 1. Die Bindung ist &uBerst 
stark ( K ,  = 10'' Lmol- I )  und sehr spezifisch. 2. Biotin liBt 
sich leicht funktionalisieren und wird dabei in seinem Bin- 
dungsverhalten kaum beeinfluBt~'1. 3. Streptavidin hat vier 
Bindungsstellen fiir Biotin auf zwei gegenuberliegenden 
Seiten und kann deshalb zum Verknupfen verschiedener 
Funktionalitaten verwendet werden. 

Nachdem vor kurzem die zweidimensionale Kristallisa- 
tion von fluoreszenzmarkiertem Streptavidin an biotinylier- 
ten Lipidmonoschichten gelang[*]. interessierte uns be- 
sonders das analoge Experiment an sogenannten selbst- 
organisierten Monoschichten (Schema 1 ). Nach N u : x  und 
Atlarul'"l sowie Sugi;~['"~ liegen solche aus Losungen adsor- 
bierten Filme als Monoschicht mit nahezu perfekter zweidi- 
mensionaler Organisation vor. Es konnte auch, speziell an- 
hand der Adsorption von Thiolen und Disulfiden auf 
GoldoberflBchen, gezeigt werdenI""-"l , da8 sich diese 
selbstorganisierenden Monoschichten zur gronflzchigen or- 
ganisch-chernischen Funktionalisierung von Festkorper- 
oberfliichen eignen. 

['I Dr.  B Michel. Dr.  H. Rohrer 
IMM Rescarch Division 
Forschungslaboralorium Zurich 
CH-8x03 Ruschlikon (Schweiz) 
Prof. H. Ringsdorf. Dipl.-Chem. 1. HauDling 
Institut fur Organische Chernie der Universitit 
J. J.-Becher-Weg 20. W-6500 Mainr 

["I Wir danken Frau G. Bendtr fur ihre engagierte Mitarbeit be1 den Synrhe- 
sen und Herrn H.-G.  Burr (Boehringer. Mannheim) fur eine Streptavidin- 
Spende. 



dicht gepackten Monoschicht von 1 belegt ist. Die Vertiefun 
gen sind entweder leer oder enthalten lose gepackte Molekii- 
le. die der vorbeirasternden Spitze des RTMs ausweichen. 
Die 9Sproz. Bedeckung entspricht auch dem Verhiltnis des 
Platzbedarfs von senkrechten Paraffinketten zum Platzbe- 
darf einer J3 x ,,h-Uberstruktur'lsl der Schwefelatome auf 
Gold( 11  1 ), d. h. dicht gepackte Schwefelatome auf der Gold- 
oberfliche und daher nur lose gepackte Kohlenwasserstoff- 
ketten dariiber. 

Das Bisbiotindisulfid 2 wurde nach dem gleichen Verfah- 
ren adsorbiert (Tabelle 1 ). AnschlieDend wurde die Biotin- 
funktionalisierte Goldoberflkhe in die Proteinlosung einge- 
tauchtI"1. jedoch lienen sich auch nach 1 2 h  Inkuba- 
tionszeit bei Raumtemperatur mit dem RTM keine Proteine 
finden. Nach W h r  et a1.1'71 liegt die Ursache fur die starke 
Bindung von Biotin an Streptavidin unter anderein darin. 
daR das Biotinmolekiil vollstandig in das Innere des Proteins 
aufgenommen wird. Folglich kann an einer rnit Bisbiotindi- 
sulfid 2 dicht belegten Goldoberfliche Streptavidin deswe- 
gen nicht rest und dauerhaft andocken. weil die Biotinmole- 
kiile nicht geniigend Beweglichkeit und Platz haben. um in 
die Bindungstasche des Proteins gelangen zu konnen. Das 
Platzproblem auf der Goldoberfliche laDt sich durch Coad- 
sorption von unsubstituiertem Thiol und Disulfid losen, das 
Beweglichkeitsproblem durch die Einfiihrung eines hydro- 
philen Spacers, wie er beim Mercaptobiotin 3 realisiert 
wurde. 

Schema I ,  Obcrtldchcnerkennung einer gcmischrcn. selhrtorg;ini\ierien Ad- 
\nrpiionsachtchr \ o n  I und 3 durch Strepavidin 

Urn die Erkennungsreaktion zwischen Biotin und Strept- 
avidin an einer funktionalisierten Goldoberfliiche durchfuh- 
ren zu konnen. sythetisieren wir die Thiole I und 3 sowie 
da.s Disulfid 2 1 1 1 1 .  1 I-Mercaptoundecanol I wurde auf 
Gold(I I I ) [ 1 3 1  chemisorbiert und der Kontaktwinkcl gemes- 
sen (Fabelle I ) .  Abbildung 1 a zeigt cin typisches RTM-Bild 
einer adsorbierten Monoschicht von 1 auf Gold( 11 I ) I i J 1 :  
eine glattc Oberfliche mit regellos verteilten Vertiefungen 
(unbedccktes epitaktisches Gold zeigt keine solchen Vertie- 
fungen). Die glatten Bereiche. dic nach den RTM-Aufnah- 
men etwa 95% der Oberfliche ausmachen. zeigen die gleiche 
terrassenartigc Struktur wie unbedeckte Goldfilme. Die Ver- 
tiefungen haben cine laterale Ausdehnung von bis zu 35 A 
und eine Tiefe von bis zu I 1  A (Abb. I b.c). Wir schlieljen 
daraus. daR das Gold. bis auf diese Vertiefungen. mit einer 

Ahb.  1 Chemi\orbierrc Monorchicht v i m  1 ;iuf<iold( 1 I 1  I .  Mellbedingungen: 
W n l f r a m c p i r ~ .  200 m L  und 100 pA i t )  Pcrrpekri\irche D;irstellung mi! simu- 
lierter Releuchruig h )  Aufsichr auf  a )  in ~ ~ r a i i i o n d i i r s i ~ l l u n g  mit vertiknler 
Dimen\ion vnn 24 A von \ chua r r  hirueiO. c )  Schniit cnt langder  Linie AB. von 
C'  his D urn cine Monolagc Gold crhi>ht. 
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Tabellc 1 .  Knntakruinkcl \on  Wasrer niit cheniirorhicrtcn Th iden  iiuf 

(;nld(l I I I-Ohcrllachen [ I ? ] .  

Verbindung 1.w. @,A [ill @ , c  14 
lhl  1 1  [ I  

1 14 42 7 
2 5 hh 25 
3 I X  52 20 
I 3 (>:I) ?I 60 I X  
13(50:1)  24 35 X 
Gold( 1 1  I ) 70 xo in 50 

[a] ad\, = advancing (fnrischreiicnd). re = returning (ruckzichend) 

Verbindung 3 wurde sowohl aus homogener Losung  IS 
auch aus Mischungen mit dem Mercaptoundecanol I auf 
Gold absorbiert. Der Film aus reinem 3 wurde von Wasser 
ausreichend benetzt (Tabelle I ). in RTM-Aufnahmen deute- 
te sich eine Periodizitit von 1 0  8, in einer Richtung und 20 A 
rechtwinklig dazu an (ohne Abb.). Abbildung 2 b zeigt eine 
RTM-Aufnahme einer durch Coadsorption von I und 3 



(2:  1 ) erhaltenen gernischten Monoschicht. Die Monoschicht 
enthilt Vertiefungen rnit einer lateralen Ausdehnung von 
120 8, und einer Tiefe von ca. 3 8, (Abb. 2a.c). Wir interpre- 
tieren dies als eine Art Mikrophasenseparation der beiden 
Kornponenten, wobei die Tiefe darauf hindeutet. daR sich 
der hervorstehende hydrophile Spacer rnit der Biotineinheit 
flach auf die darunter liegende, dicht gepackte Alkanschicht 
legt. Gelegentlich lint sich auf diesen hoheren Bereichen eine 
Periodizitit von 7.5 x 10 A beobachten. die grob rnit den 
AusrnaBen des hervorstehenden hydrophilen Teils von 3 
iibereinstinirnt. Dies bedeutet allerdings, dal3 das Verhiltnis 
von I :3 irn adsorbierten Film wesentlich grol3er 1st als in der 
urspriinglichen Losung. d. h. 3 wird langsarner adsorbiert 
als I .  

Ahh.  3 .  Angedockfes Sfrepfavidin auf einer gernischfen. cheniisorhierfen Mo- 
noschichf von 3 und I ( I  :SO).  MeBhedingungen u i e  in Ahh.  1 aul'gefuhrf. i i )  

Aulbichf in Graufondarsfellung mil verrikaler Dirncnaion von 140 A von 
schwarz nach weiU. h) Schnift enflang der Linie AH. 

Ahh.  2 .  ('herniwrbierfe Monoschichr iius 3 und I ( I  .?) aul"hld( 11 1 ). MeDbe- 
dingungcn wic in Ahh.  I aufgefuhrf i i )  Aufsichf in ~;raufondarsfellung r n i t  

verfikalcr 1)irncnaion von 54 8, w n  schwari bis u,eiB. h )  Pcrspekfivische Dar-  
sfellung der rnxkierfen Zone iius a )  niir sirnulierfer Hsleuchfung. e )  Schniff 
enflang tlcr Linie AB, B is1 urn erne Monolagc Gold crhiihf. 

Eine Monoschicht. die aus einer Losung von 1 und 3 rnit 
der Zusarnrnensetzung 50: 1 adsorbiert worden war. wurde 
72 h bei Raurnternperatur mit einer Streptavidinlosung[lhl 
inkubiert und anschlienend rnit verdiinnter Pufferlosung 
griindlich abgespiilt. Im RTM-Bild (Abb. 3) sind die einzel- 
nen Proteinrnolekiile zu erkennen. speziell im Hohenprofil 
entlang der Linie AB. Die Breite von 45 8, stirnrnt relativ gut 
rnit den Literaturwerten (42 x 42 x 56 (Gitterkon- 
stante YO iiberein. Neben proteinfreien Stellen gibt es 
auch solche. die von rnehreren Schichten des Proteins be- 
deckt sind (Abb. 3 b). Wirkliche Protein-Monoschichten 
sind selten zu finden. Die fehlende laterale und vertikale 
Ordnung dieser Proteinschicht schreiben wir der rnangeln- 
den Beweglichkeit der adsorbierten Biotinrnolekiile und der 
daran angedockten Proteine 7u. 

Urn den Effekt sowohl der sterischen Hinderung als auch 
der lateralen und speziell vertikalen Beweglichkeit zu de- 
rnonstrieren. spreiteten wir das Bisbiotindisulfid 2 auf Puf- 
ferlosung["] in einern Langrnuir-Trog. Das Schub-Flichen- 
Diagramrn tlieser Verbindung 1st in Abbildung 4 gezeigt. Wir 
inkubierten diese Monoschichten rnit Streptavidin 30- 
60 rnin bei Kaurnternperatur bei zwei Oberflichenspannun- 
gen. Die Monoschichten aus orientiertern Bisbiotindisulfid 

i ImN m ~ ' ]  

0 
0 100 

A- 

Ahh. 4. Schub-Fl;ichen-Diagrarnrn von 2 d' Wasser hei 20 C .  A = t'liche in 
A pro Molekiil: n = Obcrflichendruck. 

und angedocktern Protein iibertrugen wir dann durch Lang- 
rnuir-SchCfer-Technik auf den GoldtrCger. Abbildung 5a 
zeigt eine RTM-Aufnahrne einer irn fliissiganalogen Bereich 
bei 1 mN rn- '  nach 30 rnin erhaltenen Schicht. Irn Vorder- 
grund sind Terrassen von 3 8, Hohe zu sehen, die durch 
Stufen der Goldoberfllche hervorgerufen werden; irn Hin- 
tergrund erstreckt sich ein grof3es Proteinaggregat von eini- 
gen hundert Angstrom Hohe (siehe auch Abb. 5 b). Diese 
nadelforrnige Aggregation der angedockten Proteine wurde 
friiher nicht beobachtet ['I, allerdings wurde auch nie eine so 
hohe Proteinkonzentration benutzt. Abbildung 5c  zeigt die 
RTM-Aufnahrne einer irn gasanalogen Bereich (0 rnN rn-  * )  
1 h inkubierten und dann auf Gold iibertragenen Mono- 
schicht. Andeutungsweise ist hier die tetragonale Syrnmetrie 
der angedockten Proteinschichten zu erkennen; dies erinnert 
an die zweidimensionalen Kristallstrukturen, die bei Experi- 
rnenten rnit biotinylierten Lipiden an der Wdsseroberfllche 
gefunden wurden["]. 

Urn die Fluoreszenzrnikroskopiexperimente von Blmken- 
hirrg et al.[81 rnit der Erkennungsreaktion auf festen Trigern 
zu vergleichen, spreiteten wir das Biotinlipid 4 auf Puf- 
ferlosung[161 und komprirnierten die Monoschicht auf 
4 rnN rn- (festanaloge Packung). 4 hat bei Raurntempera- 
tur eine festanaloge Packung und ist daher rnit dern RTM 
besser abbildbar. AuRerdern konnte durch parallele Experi- 
rnente an einer Monoschicht unter dern Fluoreszenzrnikro- 
skop gezeigt werden. daR sich unter diesern Lipid kleine 
Proteinaggregate bilden. die sich wiederum besser zur Abbil- 



dung mit dein RTM eignen. Dann wurde der Film rnit einer 
Streptavidinlosung ( I  pM)  im gleichen Puffer unterschichtet. 
Nach einer Stunde wurde dieser Film durch Langmuir-Schl- 
fer-Technik auf eine Goldschicht iibertragen und durch 

Abb. 5 .  Verbindung 2 gespreitet auf  NaCl Tris-HCI-Lbsung be 10 mrc) bei 
pH 7. unterschichtet r n i t  Streptavidin und uhertragen auf  Gold11 1 1 )  mil 
dcr Langmuir-Schafer-Technik. MeDbedingungen: Goldspitzc. 200 mV und 
100 pA. a )  Perspektivi\che Anaichr eines im lliissiganalogen Bereich gewachse- 
nen und dann ubcrrragenen Srreptavidin-Aggregats mil simulierter Beleuch- 
tung. die kleinen Stufcn im vorderen Bildteil entsprechen monoatomaren Au- 
Stufen. b) Schnitt en t lmg  der Linie AB. c )  Aufsicht auf  eine Fliiche mil einer 
im gasanalogen Bereich angedockten und dann iibertragenen Streptavidin- 
Monoschichr mit vertikakr Dimension von 5 0  A von schwarz nach weill. d )  
Schnitt entlang der Linie C D .  

RTM untersucht. Abbildung 6 a  zeigt die typische Struktur 
der Proteinaggregate. Diese sind spiegelsymmetrisch und ha- 
ben eine llngliche Form mit zwei gegeniiberliegenden cha- 
rakteristischen Kerben an den kurzen Seiten. Die Dicke der 
Aggregate betrlgt meist 100-120A. was zwei Lagen von 
Streptavidin entspricht. Nur wenige Proteinaggregate sind 
echte Monoschichten. wie im Schnitt von A nach B in Abbil- 
dung 6 b zu sehen 1st: links sind zwei doppellagige Proteinag- 
gregate und rechts ist eine Proteinmonoschicht im Profil zu 
erkennen. Abbildung 6 c  zeigt eine Nahaufnahme einer cha- 
rakteristischen Kerbe eines Proteinaggregats aus Abbil- 
dung6a .  Im Querschnitt von C nach D in Abbildung6d 
kann man links oben drei einzelne Proteinmolekiile neben- 
einander rn i t  ihrer charakteristischen Hockerstruktur und 
einer Dimension von 40 8, erkennen. Rechts sind zwei Pro- 
teinmolekiile mit einem Abstand dazwischen zu sehen, der 
der Gitterkonstanten, die man aus Monoschichtexperimen- 
ten kennt" 81. entspricht. Die allgemeine Unregelmlfiigkeit 
der Abstlnde in den Abbildungen 6c und 6 d  deuten auf eine 
mangelnde Fernordnung der angedockten Proteinmolekiile 
hin. In der Abbildung6e und dem Querschnitt lings der 
Linie EF in Abbildung 6 f  sieht man einen Teil eines 400 - 
500 A dicken Streptavidin-Aggregats. Die Gesamtdicke die- 
ses Aggregates entspricht acht Proteinlagen. wovon vier auf 
dem Bild zu sehen sind. Diese Mehrlagigkeit der Proteinkri- 

stalle an einer Lipidmonoschicht ist bisher noch nicht beob- 
achtet worden. Sie ist moglicherweise durch die ungewohn- 
lich hohe Proteinkonzentration in diesen Experimenten 
verursacht worden. 

Chemisorbierte. selbstorganisierte Monoschichten. z. B. 
des Mercaptoundecanols 1 werden also auf Festkorperober- 
fllchen fur eine langdauernde RTM-Untersuchung genii- 
gend fest gebunden. Im Unterschied dazu ist die Beweglich- 
keit von Monoschichten aus Fettsluren oder Lipiden auf 
Festkorperoberflichen zu grolJ. um der durch die Tunnel- 
spitze ausgeiibten anziehenden oder abstonenden Wechsel- 
wirkung zu widerstehen. Wir konnten die aufgrund von 

Abb. 6. Biotinlipid 4 gespreitet auf  NaCI;Tris-HCL-Lbsung b e  10 mM) bei 
pH 7 (Schub 4 mN m - I ) .  unterschichter rnit Streptavidin und ubertragen ;iuf 
Gold( 1 1  1 )  mit der Langmuir-Schafer-Technik. Mellbedingungen wie in Abb  1 
aufgefuhrt. a )  Aufsicht auf  Srreptavidin-Aggregate in Grautondarstellung. die 
vertikale Dimension 1st 100 A von schwarz nach weiU b) Schnitt entlang der 
Linie von AB c)  Nahaufnahme (Aufsicht) der typischen Auskerhung einec 
Proteinaggregats in a )  in Grautondarstellung. die vertikale Dimension 1st S 5  A 
von schwarr nach weiU. d )  Schnitt entlang der Linie \ o n  CD. c )  Perspektivische 
Darstellung dcr Vorderkante eines Streptavidin-Aggre~ats. 0 Schnirt entlang 
der Linie von EF 

Kontaktwinkelmessungen im Makroskopischen beobachte- 
te homogene Bedeckung von Goldoberf lC~hen[~.  ''I durch 
Rastertunnelmikroskopie bestltigen. Unsere Resultate zei- 
gen aber im Nanometerbereich eine heterogene Bedeckung 
der Oberfllche. Im Gegensatz zu Monoschichten an der 
Gas-Wasser-Grenzfllche weisen diese chemisorbierten Mo- 
noschichten allerdings auf Festkorpern nur geringe laterale 
und vertikale Mobilitat auf["I. Erst nach drei Tagen konn- 
ten wir beim direkten Andocken auf dem Festkorper Pro- 
teinmolekiile nachweisen, wahrend uns das an der Wasser- 
oberfllche schon nach weniger als einer Stunde gelang. 
Problematisch blieb jedoch weiterhin die mangelnde Adhl- 
sion dieser iibertragenen Langmuir-Blodgett-Filme. Gute 
Adhlsion kann rnit Verbindungen vom Typ 2 erhalten wer- 
den, die sich auf der Wasseroberfllche spreiten lassen und 
deren iibertragene Monoschichten auf dem Festkorper haf- 



ten. Die Tatsache jedoch, daB Proteine und Proteinaggregate 
mit dem RTM iiberhaupt abgebildet werden konnen. ist im 
Hinblick auf die Charakterisierung funktionalisierter Ober- 
flichen sehr vielversprechend. 
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[ I  I ]  Die Vcrhindung 4 wurdc bereits in [ X I  ausfuhrlich beschriehen. Die Vcr- 
bindungen 1 - 3  wurden wi t  folgt synthetisiert: I :  I I-Bromundccanol 
(Merck)  wurde mil Natr iumthiosulht  zum Bunte-Sali umgesetit.  Das 
kristallinc Produkt wurde abgetrennt und aus Ethanol umkristallisicrc. 
Direkte saure Hydrolyse licfcrte 1 als Rohprodukt. Umkristallisation :ius 
n-Hexan c r p b  I in 95% Ausbeute. 2 .  Das Bunte-Salz von 1 I-Bromundc- 
canol wurde nach der Vorschrift von Milligun und Siwn [Zl] zum cymnie- 
trischen Disulfid umgesetrt. Das Disulfid wurdc isoliert (95% Aushcute) 
und rnit einem gcringen Uberschull von d-Biotin nach dcr Methode von 
S t r ~ l i c h  e! .iI. 1231 in der  K i l t e  vcrcstert. Das  Rcaktionsgemisch wurde 
chromatographisch aufgetrennt und 2 in 13% Ausbeute NMR-spektro-  
skopkch und chromatographisch rein erhalten. 3: Der Aktivcstcr dcr I I -  
Bromundcc.inn;iurc wurde mit 1 .X-Diamino-3.h-dioxaoct~in (Deutschc Te- 
xaco) im UberschuD umgcsctzt und das iiherschussige Amin abgetrennt. 
Die erhaltene Zwischenstufc wurde mi! d-Biotin-Aktivester in der Kiilte 
umgcsetit und das Alkylhromid isoliert Das Rohprodukt wurdc rnit N:i- 
triumihiosulkit 7um Bunte-Salr umge5etzt und anschliellend sauer hydro- 
lysicrt. Chromatographie (CHCI,  C H  ,OH 1 ' 1 )  licfertc NMR-spektrosko- 
pisch reines Produkt (3% Ausbeute). 

[ I  21 Zur whnellen und einfachen Charakterisierung der  heschichtetcn Gold-  
obcrllichcn wurde der Kontaktuinkcl der Ohcrfliche mil einem Wasser- 
tropfen an  der Dreiphasenlinic Luft 'WasseriGold gemessen. Die Rand-  
uinkcl uu rd rn  mil dcin Kont~iktu~inkulmikroskop GI (Kriiss. Hamhurg)  
bestimmt. I)ie fortschreitcndcn und ruruckzichcnden Kontaktwinkcl wur- 
den an  Tropfen gemesscn. die mil einer mikrometergetriebenen Glasspritze 
langsam uiid gleichmillig ve rg rokr t  odcr vcrkleinert wurden. Wir he- 
stiminten dabei den knnsruni fortschreitcnden und riickrichcnden Rand- 
winkcl. 

1131 Als 1Jntcrl;igc fur die RTM-Untersuchungen dientc epitaktisch auf frisch 
gespaltenern Glimmer aufgewachsenes Gold.  Nach dem Spalten wurde der  
Glimmer niit bidestilliertcm Wasscr gcwaschen und bei einem Druck von 
wcniger als I0 - 'mbar  mil 2500 8, Gold hedampft. Das Gold wurde mil 
ciner Gescliwindigkcit von 5 A s  ' auf dcn auf 300 C crhitLtcn Glimmer 
aufgcdampft 1211. Die Obcrfliche dicscs Materials icigt ( I  I l)-Kristallfli- 
chcn. die ubcr Rcgionen von 1000 A iitomar filch sind. 

1141 Die RTM-Untcrsuchungen wurden unter Normalbcdingungcn an  Luft 
mit einem Bioscope-RTM [20] ausgcfiihrt. Die Bildcr wurden bei einem 
Tuniielstrom (1,) von 100 pA und einer Tunnelspannung (r;, Spitre-Probe) 
von 200 mV aufgenommen. Wir henutzten elektrochcmisch geitztc Gold-  
und Wolfr.tmspitzcn. Beide ergdhcn die gleichen Ergebnissc. 
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[I61 10 100 pt.1 Streptavidin in I 0  mM Tris-HCI. 10 mM NaCI. pH 7.4. 
[ 171 P <' Webcr. D .  H. Ohlcndorf. J. J Wcndoloski. F. R. S;~lcmmc. Sr . iwec  

243 (1989) X5. 
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Synthese von Prothymosin a (ProTa), 
einem aus 109 Aminosauren aufgebauten Protein** 
Von Kloornrnis Barlos*, Diniitrios Gatos 
und Wnljkm Schuikr 

Die Synthese von Proteinen nach dem Prinzip der Fest- 
phasenpeptidsynthese oder durch Fragmentkondensation in 
Losung ist trotz der Verwendung extrem reiner Aminosiure- 
derivate und effizienter Kupplungs- und Deblockierungsme- 
thoden schwierig. I n  der Tat wurden bisher nur wenige Syn- 
thesen von Proteinen, z. B. von Ribonuclease"', Interleu- 
kin 31'1. U b i q ~ i t i n ' ~ ~  und A n g i ~ g e n i n ' ~ ]  beschrieben. Effek- 
tiver gelingt die Synthese von Proteinen mit biotechnologi- 
schen VerpdhrenlS1. Damit konnen jedoch nur Proteine mit 
biologisch codierbaren Strukturmerkmalen hergestellt wer- 
den. GroBe Peptide und Proteine gewinnen jedoch zuneh- 
mend an  Bedeutung. besonders fur die Immunologie und 
KrebstherapieI6"]. Die Entwicklung einer allgemeinen. ein- 
fachen und in jeder Stufe gut durchschaubaren Syntheseme- 
thodik fur reine und posttranslational modifizierte Proteine 
ist deshalb von erheblichem Interesse'hhl. 

Eine solche Synthese konnte. wie bereits friiher postu- 
liert"], durch die sequentielle Verkniipfung geschiitzter Pep- 
tidfragmente an einem Harz erfolgen. Das nach jeder Frag- 
mentkondensation entstehende Peptid oder Protein mulJ 
einfach vom Harz abgespalten und analysiert werden k6n- 
nen. Die Peptidfragmente. deren funktionelle Seitenketten 
mit leicht abspaltbaren Schutzgruppen vorn rrrt-Butyl- und 
Triphenylmethyl(Trity1)-Typ blockiert sind. sollten einfach. 
schnell und mit moglichst hoher Ausbeute und Reinheit dar- 
stellbar sein. Diescs 1st derzcit n u r  nach der Festphasenme- 
thode unter Einsatz speziell entwickelter Harze rnoglich. 

Bei der Uberprufung einer Reihe slureempfindlicher Hrir- 
ze des Diphenylmethyl- und des Triphenylmethyl-Typs", 
erwies sich das 2-Chlortrityl-Harz 21R1 als besonders geeignet 
(Abb. 2). Seine wichtigsten Eigenschaften sind: a )  Die Ver- 
esterung der C-terminalen AminosCure des gewiinschten 
Proteins gelingt schnell. racemisierungsfrei und in  hoher 
Ausbeute. Die Fmoc-AminosCuren reagieren init 2 in Di- 
chlormethan mit Diisopropyl(ethy1)amin (DIEA) als Chlor- 
wasserstoffacceptor in 25 min bet Raumtemperatur. Da die 
Veresterung ohne elektrophile Aktivierung der Aminosiuren 
erfolgt. verlCuft die Reaktion racemisierungsfrei. b) Das 
groBe Volumen des 2-Chlortrityl-Harzes verhindert vollstin- 
dig die Diketopiperazinbildung beim Durchlaufen der Di- 
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