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Photolithographische Immobilisierung
von Biopolymeren auf festen Triigern**

Von Lawrence F. Rozsnyai, David R. Benson,
Stephen P. A. Fodor* und Peter G. Schuliz*

Biomolekiile auf festen Trdgern rdumlich definiert (mit
hoher Aufldsung) immobilisieren zu kénnen wiirde viele An-
wendungen ermdglichen: von der Kraftmikroskopie (Atom-
ic Force Microscopy (AFM)){!! bis hin zur Erzeugung von
strukturierten Rezeptortableaus fiir Biosensoren und paral-
lel durchfithrbaren Ligandenbindungs-Assayst?). Die Photo-
lithographie dient in groBem Umfang zum Aufbau elektri-
scher Schaltkreise; neuerdings wurde diese Technik auch zur
rdumlich definierten Synthese von Peptiden und Oligonucleo-
tiden genutzt!?). Hier berichten wir iiber die Verwendung
photolithographischer Techniken, um Biomolekiile rdum-
lich definiert kovalent an eine funktionalisierte Glasoberfli-
che zu binden. Antik6rper wurden schachbrettartig an eine
Benzophenon-derivatisierte 500 x 500 um?2-Glasoberfliche
gekuppelt und anschlieBend durch Epifluoreszenz-Mikro-
skopie detektiert.

Benzophenon wurde wegen seiner chemischen Stabilitét,
seines relativ kurzwelligen Absorptionsmaximums (4,,, &
350 nm) und seiner hohen Effizienz als Kupplungsreagens
gewihlt!* %1, Dariiber hinaus reagiert Benzophenon aus dem
n,n*-Triplettzustand mit den verschiedenartigsten C-H-Bin-
dungen und sollte daher zur Immobilisierung vieler unter-
schiedlicher Biomoleklile mit einem breiten Spektrum an
funktionellen Gruppen (inklusiv Proteine und Nucleinsiu-
ren) geeignet sein!S). Die Glasoberflichen wurden zuerst mit
tert-Butyloxycarbonyl(Boc)-geschiitztem  3-Aminopropyl-
triethoxysilan derivatisiert; dann wurden die Schutzgruppen
mit 50proz. Trifluoressigsdure/CH,Cl, entfernt. Das Glas-
substrat wurde anschlieBend mit Ethyldiisopropylamin/
CH,Cl1,, Dimethylformamid (DMF), CH,Cl, und EtOH
gewaschen®!, Der N-Hydroxysuccinimid(NHS)-ester!®! von
3-Benzoylbenzoesdure (100 mMm in DMF) wurde danach an
die Aminopropylgruppen auf dem Glassubstrat gekuppelt

[*] Dr. S.P. A. Fodor
Affymax Research Institute
4001 Miranda Ave., Palo Alto, CA 94304 (USA)
Prof. P. G. Schultz, L. F. Rozsnyai, D. R. Benson
Department of Chemistry, University of California
Berkeley, CA 94720 (USA)

[**] Diese Arbeit wurde durch den Direktor des Office of Energy Research,
Office of Basic Energy Sciences, die Division of Material Sciences sowie die
Division of Energy Biosciences des U.S. Department of Energy (DE-
AC03-76SF00098) gefordert. Wir danken Suzanne Gruber und Steven
Sundberg fiir ihre Hilfe.
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(Abb. 1). Das derivatisierte Substrat wurde mit DMEF,
CH,Cl, und EtOH gewaschen, und freie NH,-Gruppen
wurden durch Umsetzung mit Essigsdureanhydrid/Dime-
thylaminopyridin maskiert. Die Ausbeute des Kupplungs-
schrittes fiir Benzoylbenzoesiure wurde auf ca. 80% ge-
schitzt!7,

_LH

4

uuzhln

Abb, 1. Prinzip der lichtgesteuerten, rdumlich definierten Immobilisierung des
Proteins Ig auf einem festen Tréger.

Um festzustellen, ob nun Biomolekiile rdumlich definiert
immobilisiert werden konnten, versuchten wir, ein 500 x
500 um2-Schachbrettmuster von photoimmobilisierten Im-
munoglobulin(Ig)-Molekiilen zu erzeugen. Eine 5um L&-
sung von Kaninchen-IgG Ig-1 (in 150 mm NaCl, 10 mm
Na,HPO,, pH 7.4 (PBS-Puffer) und 0.05% Tween 20) wur-
de auf die Benzophenon-derivatisierte Oberfliche aufgetra-
gen, und dann wurde durch eine 500 x 500 um?-schachbrett-
artige Maske bestrahlt (Abb. 1)1*1. Nach 30 min Belichtung
mit einer Hochdruck-Quecksilberbogentampe (12 mWem ~2)
bei 300—400 nm wurde die Oberfliche mit PBS-Puffer unter
Zusatz von 1% Rinderserum-Albumin (BSA) und 0.05%
Tween gewaschen. Photoimmobilisiertes Ig-1 wurde durch
Inkubation des Glassubstrates mit fluoreszenzmarkiertem,
aus Ziegen gewonnenem Anti-Kaninchen-IgG Ig-2 mar-
kiert. Die fluoreszierenden Regionen wurden im Epifluores-
zenz-Mikroskop (A, = 488 nm; 4,,, > 520 nm) detektiert!®).

Abb. 2. Fluoreszenzmikroskopische Avcfnahme nach rdumlich definierter
Kupplung und Fluoreszenzmarkierungen. Helle Bereiche entsprechen einer ho-
heren Fluoreszenzintensitit.

Das fluoreszierende Schachbrettmuster (Abb. 2) zeigt,
daB die Antikorper Ig-1 durch eine rdumlich begrenzte pho-
tochemische Kupplungsreaktion in bestimmten Regionen
kovalent an den Triger gebunden sind. Nicht belichtete Re-
gionen des Schachbrettmusters sind dunkel, belichtete Re-
gionen sind wegen des fluoreszierenden Ig-2 - Ig-1-Komple-
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xes hell. Ein photochemisches Kupplungsexperiment unter
gleichen Bedingungen, bei dem allerdings eine acetylierte
Glasoberfliche ohne Benzophenon eingesetzt wurde, lieferte
kein Schachbrettmuster, und die Fluoreszenzintensititen
entsprachen denen des nicht derivatisierten Substrates. Diese
Experimente zeigen, daf} die lichtgesteuerte Immobilisierung
von Proteinen iiber eine photochemische Reaktion mit Ben-
zophenon stattfindet.

Ein quantitativer Vergleich der Fluoreszenzintensitit des
schachbrettartigen Glassubstrates mit standardisierten
Fluoreszenz-Perlen (FluBcytometrie-Standards) ergibt eine
ungefiahre Dichte von einem gekuppelten Antikdrper pro
5000 nm?. Zum Vergleich: Der durchschnittliche Abstand der
beiden Enden der Fab-Arme des Antikdrpers betrigt ca.
200 A1, Der Kontrast des fluoreszierenden Schachbrettmu-
sters ist hier 5:1 (nach Abzug der Restfluoreszenz des deriva-
tisierten Substrates, welches nicht mit Ig-1 oder [g-2 behan-
delt wurde) und entspricht dem Verhiltnis von kovalent
gebundenem Antikérper (Ig-1) zu nicht kovalent gebundenem
Antikdrper (Ig-1 und/oder Ig-2). In anderen Fallen wurde
jedoch ein geringerer Kontrast erhalten, was vermutlich auf
ein unspezifisches Binden des Antikorpers zuriickzufithren
ist!'% welches wahrscheinlich mit der Art des Biomolekiils
und der Detektionsmethode im jeweiligen Experiment variiert.

Wir haben gezeigt, dal Proteine durch Photoaffinitats-
markierungen und Photolithographie auf Oberflichen rium-
lich definiert immobilisiert werden kénnen. Diese Methode
sollte generell auf eine grofie Zahl von Biopolymeren mit
verschiedenartigen funktionellen Gruppen anwendbar sein.
Ein wichtiger nichster Schritt ist die Entwicklung von ver-
besserten ortsspezifischen photoaktiven und photoaktivier-
baren (,,caged‘‘) Kupplungsreagentien!!!, Dariiber hinaus
sollte es moglich sein, rdumlich definierte Anordnungen von
Biomolekiilen zu erzeugen, die bei der Entwicklung neuarti-
ger Biosensoren oder Ligandenbindungs-Assays eingesetzt
werden konnen.
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Photoinduzierte Alkylidin-Carbonyl-Kupplungs-
reaktionen unter Beteiligung eines Elektrophils **

Von Andreas Mayr*, Cecilia M. Bastos, Richard T. Chang,
John X. Haberman, Katrina S. Robinson und
Deirdre A. Belle-Oudry

Professor Wolfgang Beck zum 60. Geburtstag gewidmet

Die Kupplung von Alkylidin- und Carbonylliganden
kann auf unterschiedliche Weise induziert werden!'!. Tn den
meisten Fallen, einschlieBlich des ersten durch Kreissl et al.
untersuchten Beispiels!?), wird die Alkylidin-Carbonyl-
Kupplung durch Angriff eines starken Nucleophils am Me-
tallzentrum eingeleitet. Es gibt auch Hinweise, daB die
Kupplung von Alkylidin- und Carbonylliganden durch
Elektrophile induziert werden kann. So haben Schrock
et al.[*! berichtet, daB die Reaktion von [W(CH)CIPMe,),]
mit CO in Gegenwart von Aluminiumreagentien wie
(AICl;), zur Bildung von [W(»2-HCCOAIC,)CI(CO)-
(PMe,),] fiihrt. Lippard et al.!*! erhieclten Disiloxyalkinli-
ganden durch Reaktion des Siloxymethylidinkomplexes
[Ta{COSi(:Pr); (CO)Ydmpe),] [dmpe = Bis(dimethylphos-
phinoethan)] mit Silylierungsreagentien. Ahnliche Alkin-
liganden des Typs RCCOE (E = Elektrophil) sind auch
leicht durch Addition von Elektrophilen an #2-Ketenylligan-
den zuginglich, die durch Nucleophil-induzierte Alkylidin-
Carbonyl-Kupplung erhalten wurden!®. Geoffroy et al.!®!
zeigten, dafl Ketenylkomplexe auch durch Bestrahlen von
Alkylidin-Carbonyl-Komplexen mit Licht in Gegenwart von
Nucleophilen entstehen konnen. Es wurde vorgeschlagen,
daf} die Rolle des Nucleophils darin besteht, photochemisch
erzeugte Ketenylmetallkomplexe abzufangen. Die Moglich-
keit, daB Alkylidin-Carbonyl-Kupplungen von Elektrophi-
len induziert werden, und die nachgewiesene Reaktivitdt von
#2-Ketenylliganden gegeniiber Elektrophilen legten es nahe,
daB Elektrophile auch an photoinduzierten Kupplungspro-
zessen beteiligt sein konnten. Diese Arbeit beschreibt das
erfolgreiche Abfangen von photochemisch erzeugten Kete-
nylliganden durch elektrophile Reagentien.

Durch Bestrahlen der Alkylidinkomplexe cis-1a,b mit
sichtbarem Licht in Gegenwart von Elektrophilen ECl erhilt
man die Alkinkomplexe trans-2a—e!”-8l Somit erfolgt bei
den Umsetzungen eine photochemische cis-trans-Isomerisie-
rung der Komplexe 11?1, Dieselben Ergebnisse werden er-
zielt, setzt man die trans-Isomere der Komplexe 1 als Aus-
gangsverbindungen ein. Ohne Bestrahlung, aber unter

Q 2 Me,R
c % 2" _oE
[ . PMeR ho | R
Cl——WESC—Ph 4+ ECI =g Cl—Womer
rd THF, 78 °C | lcl\
07 PMe,R Me,RP™ G Ph
1a: R=Me 2a: R=Me, E=H
1b: R=Ph 2b: R =Me, E =C(O)CMeg
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2c:
2d:
2e:

R =Ph, E = C(O)CMe,
R =Me, E = Si{CMeg),Ph
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R= Me, E=C(O)CgHs4-OMe





