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Perfluorierte Marker als Ankergruppen fur Mikroarrays
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M ikroarrays bieten die bequeme Moglichkeit, biomoleku-
lare Wechselwirkungen mit minimalen Probenmengen auf-
zuspiiren. Sie werden daher héufig zur Durchmusterung vor
allem von immobilisierten Nucleinsduren und Proteinen oder
Peptiden eingesetzt. Arrays niedermolekularer Verbindun-
gen wie Naturstoffe (z.B. Kohlenhydrate) oder Wirkstoff-
kandidaten haben sich dagegen nur langsam etabliert, zum
Teil deshalb, weil die Verbindungen oft nur schwer mit einer
Gruppe zu derivatisieren sind, die die spezifische Anbindung
an eine Arrayoberfliche ermoglicht. Die meisten Methoden
beruhen auf der intrinsischen Reaktivitét einer nucleophilen
Gruppe der niedermolekularen Verbindung, iiber die eine
kovalente Bindung an reaktive Elektrophile auf der Ober-
fliche des Mikroarraytrigers gekniipft wird.! Da es zahlrei-
che nucleophile Gruppen gibt, die in niedermolekularen
Verbindungen vorkommen, ist die genaue Art der Anheftung
oft unbekannt. Eine spezifische funktionelle Bindungsgruppe
kann von Anfang an beim Entwurf und Aufbau von Biblio-
theken synthetischer Verbindungen vorgesehen werden, aber
diese Strategie erhoht die Komplexitét.

FEine Losung des Problems, kleine Molekiile selektiv an
eine Chipoberfliche zu binden, ohne eine neue reaktive
funktionelle Gruppe einfithren zu miissen, wurde 2005 pra-
sentiert. Der Ansatz beruht auf der Einfiihrung eines Fluor-
kohlenstoff-Ankers, wie er im Allgemeinen zur Vereinfa-
chung von Reinigungsschritten verwendet wird (Abbil-
dung 1).”! Fluorkohlenstoffe bieten sich zur Abtrennung von
Zwischenprodukten bei der Synthese von Bibliotheken klei-
ner Molekiile an,’! denn die fluorierten Gruppen selbst sind
relativ reaktionstriige, im 'H-NMR-Spektrum nicht sichtbar
und bilden gegeniiber Wasser und auch gegeniiber organi-
schen Losungsmitteln bei Fliissig- oder Festphasenextraktio-
nen getrennte Phasen. Im Unterschied zu Kohlenwasser-
stoffgruppen, die fiir eine verldssliche Festphasenextraktion
auf C18-Sdulen bis zu 36 Kohlenstoffatome lang sein miis-
sen,™ geniigen perfluorierte Gruppen mit nur acht Kohlen-
stoffatomen fiir eine Extraktion an fluoriertem Silicagel tiber
solvophobe Wechselwirkungen. In der urspriinglichen Ver-
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Abbildung 1. Die Strategie zur Herstellung von Mikroarrays mit nieder-
molekularen fluorierter Verbindungen nutzt nichtkovalente Wechselwir-
kungen, die Molekiile mit perfluorierten Ankern an definierten Positio-
nen auf fluorderivatisierten Glasplittchen fixiert. Durch Inkubation der
Plattchen in wissrigen Pufferlésungen, die Proteine enthalten, die ent-
weder selbst fluoreszenzmarkiert sind oder anschlieflend mit fluores-
zenzmarkierten Antikérpern sichtbar gemacht werden, lisst sich die
Wechselwirkung zwischen den Proteinen und den niedermolekularen
Verbindungen durch Fluoreszenzmessung sichtbar machen.

offentlichung 2005 wurde gezeigt, dass dieser solvophobe
Effekt der Fluorierung sogar stark genug ist, um Monosac-
charide mit einer Perfluor-Ankergruppe an eine C-modifi-
zierte Glasoberflache an definierten Positionen zu adsorbie-
ren. Ungeschiitzte Kohlenhydratliganden, die iiber einen
Butendiol-Abstandhalter mit einem C-Anker gekuppelt wa-
ren, wurden auf die modifizierten Glasplattchen aufgebracht
und dann mit fluoreszenzmarkierten Kohlenhydrat-Binde-
proteinen inkubiert. Sogar geringe Mengen eines Kohlen-
wasserstofftensids, das oft in biologischen Tests verwendet
wird, werden im Screeningpuffer toleriert. Diese erste Arbeit
wurde dann auf Disaccharide und geladene Zucker ausge-
weitet, die mit pflanzlichen Lectinen nach einer analogen
fluorbasierten Strategie durchmustert wurden.?!

Das urspriingliche Konzept fluorbasierter Mikroarrays
mit niedermolekularen Substanzen wurde an ungeschiitzten
Kohlenhydratliganden gezeigt. In einer neueren Arbeit wur-
de nun nachgewiesen, dass dieser Ansatz nicht auf Liganden
beschrédnkt ist, die so hydrophil sind wie Kohlenhydrate
(Abbildung 2).”! Beschrieben wurde das erste Mikroarray-
Screening von niedermolekularen Hemmstoffen fiir Histon-
desacetylasen (HDAC). Die Studie erbringt den Beleg, dass
fluorbasierte Mikroarrays zur nichtkovalenten Immobilisie-
rung hydrophoberer Wirkstoffkandidaten geeignet sind.
Histondesacetylasen sind eine Gruppe zinkhaltiger Hydrola-
sen, die die Genexpression modulieren, indem sie acetylierte
Lysinseitenketten von Transkriptionsregulatoren hydrolysie-
ren. Inhibitoren dieser Enzyme lassen eine Wirkung gegen
Tumoren, neurodegenerative Erkrankungen, fibroprolifera-
tive Storungen, Entziindungskrankheiten und Virus- und
Protozoen-Infektionen erwarten.”! Inhibitoren, die selektiv
fiir einzelne HDACSs sind, sollten helfen, die individuellen
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der Affinitdten als auch anhand
der Dissoziationsgeschwindig-
keiten herauszufiltern.

Die HDAC-Inhibitor-Stu-
die lenkt den Blick auch auf
wichtige praktische Aspekte bei
der Herstellung von Mikroar-
rays mit hydrophoberen Ver-
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Abbildung 2. Die Strategie, Mikroarrays durch fluorbasierte solvophobe Wechselwirkungen zu beladen,
wurde urspriinglich fir die Durchmusterung hydrophiler Kohlenhydrate entwickelt. Nachfolgende Arbei-
ten zeigen jedoch, dass auch hydrophobere Verbindungen wie Histondesacetylase-Inhibitoren tber nicht-
kovalente Fluor-Wechselwirkungen immobilisiert und dann durchmustert werden kénnen.

Funktionen dieser Hydrolasen bei der Kontrolle der Gen-
expression zu unterscheiden. Vegas et al. durchsuchten eine
Sammlung von HDAC-Hemmstoffen, die mit einem per-
fluorierten Anker versehen waren, um die einzelnen Ver-
bindungen in ihrer Wirkung miteinander zu vergleichen. Die
Substanzen waren mit unterschiedlich langen Linkern und
mit Metallchelatoren bekannter Affinitdten modifiziert. Es
wurden Duplikate des Arrays hergestellt, die gegen HDAC2,
den HDAC3/NcoR2-Peptidkomplex und HDACS durch-
mustert wurden. Mit einem farbstoffmarkierten Anti-Penta-
His-Antikorper wurden die bindenden Wechselwirkungen
sichtbar gemacht. Die Strategie der nichtkovalenten Kupp-
lung war mit der Entfernung nichtgebundener HDAC vom
Chip, der anschlieBenden Inkubation mit Antikdrpern und
mehreren Waschschritten, die vor der Auswertung im Fluo-
reszenzscanner erfolgten, kompatibel. Die Fluor-Arrays
iiberstehen sogar eine Inkubation mit 16slichen Inhibitoren
fiir Kompetitionsexperimente im Mikroarray-Format und ein
Screening mit Lysaten aus ganzen Zellen statt mit gereinigten
Proteinen. Die Autoren betonen, dass die fluorbasierten Mi-
kroarrays eine kontrollierte Fluoreszenzabbildung der
Hemmstoffe mit gleichméBig niedrigem Hintergrund und
grof3em Signal/Rausch-Verhiéltnis ermoglichen.

Die Studie zeigte auBerdem auf, dass es groBe Uberein-
stimmungen zwischen HDAC-Inhibitoren gibt, die mit den
geschilderten fluorbasierten Mikroarrays oder mit bioche-
mischen Tests in Losung oder mit Oberflichenplasmonreso-
nanz (SPR) gefunden wurden. Einige der Inhibitoren waren
auf der fluorierten Mikroarray-Oberfldche allerdings weniger
aktiv als im biochemischen Test in Losung. Mit SPR-Mes-
sungen zur Bestimmung der Kinetik und Thermodynamik der
Inhibitorbindung liel sich zeigen, dass diese auffélligen
Inhibitoren vergleichsweise hohe Dissoziationsgeschwindig-
keiten aufwiesen (>0.1s7'). Weil in vielen Fillen nicht nur
eine hohe Affinitdt, sondern auch niedrige Dissoziations-
geschwindigkeiten angestrebt werden, um die Wechselwir-
kung zwischen Wirkstoff und Zielstruktur zu optimieren,
haben die fluorbasierten Mikroarrays mit niedermolekularen
Verbindungen das Potenzial, aktive Molekiile sowohl anhand
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ren wihrend des Aufbringens
der Verbindungen sind ent-
scheidend, um Kreuzkontami-
nationen — vor allem mit weni-
ger hydrophilen Verbindungen
— zu vermeiden. Die Druckna-
deln wurden vor dem Druck-
vorgang in Dimethylformamid
beschallt; zwischen verschiede-
nen Proben wéhrend -eines
Laufs wurden sie fiinfmal im
gleichen Losungsmittel gewaschen und dann im Vakuum ge-
trocknet.

Interessanterweise gibt es auch von einer anderen Ar-
beitsgruppe an der University of Cambridge eine aktuelle
Veroffentlichung, die iiber nichtkovalente fluorvermittelte
Wechselwirkungen zur Herstellung von Mikroarrays mit
niedermolekularen Substanzen berichtet.®] In den dort be-
schriebenen Experimenten wurden mit einem perfluorierten
Anker versehene Biotinmolekiile auf fluorierte Glasplitt-
chen gedruckt und mit farbstoffmarkiertem Avidin nachge-
wiesen (Abbildung 3). Wie bei einer Strategie auf der
Grundlage nichtkovalenter solvophober Wechselwirkungen

Fluoreszenzmessung
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>
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Abbildung 3. Ein allgemeiner hydrophober Effekt ist nicht ausreichend,
um saubere Spots auf fluorierten Glasplittchen zu erhalten. Biotin,
das mit einem C-Anker modifiziert und nach Bindung mit Cy5-markier-
tem Avidin sichtbar gemacht wurde, bildete verlisslich positionierte
Spots, wihrend unmodifiziertes Biotin stark ausblutete.

zu erwarten ist, lieferte CgF,,-modifiziertes Biotin konsisten-
tere Ergebnisse und bessere Morphologien und Grofen der
Spots als das teurere, mit dem kiirzeren C4F;-Anker verse-
hene Analogon. Zum Vergleich wurde auch unmarkiertes
Biotin auf die fluorierte Oberfliche aufgebracht, wo es
deutlich sichtbar aus den Positionen auf dem Array ausblu-
tete. Der fluorierte Anker ist fraglos notwendig, um die nie-
dermolekularen Verbindungen an diskreten Positionen auf-
zubringen und zu fixieren, wie es fiir ein Mikroarray-Scree-
ning erforderlich ist. Ein allgemeiner hydrophober Effekt
reicht dazu nicht aus. Die Autoren weisen auch auf die un-
gewoOhnliche Eigenschaft der fluorderivatisierten Glasplatt-
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chen hin, mindestens fiinfmal wiederverwendbar zu sein, in-
dem sie einfach mit organischen Losungsmitteln gewaschen
werden. Die neu beschickten Pldttchen zeigten wenig Hin-
tergrundfluoreszenz und wenig unspezifische Wechselwir-
kungen zwischen Avidin und anderen Verbindungen, die mit
Biotin nicht strukturverwandt sind.

Insgesamt sind solvophobe Effekte fluorierter Gruppen
noch nicht gut verstanden. Klar ist aber, dass diese nichtko-
valenten Wechselwirkungen stark genug sind, um eine Reihe
von Verbindungen verldsslich auf Mikroarrays zu fixieren und
sogar ein Screening in Gegenwart von Tensiden zu ermogli-
chen. Dies macht die Strategie nichtkovalenter Mikroarrays
mit niedermolekularen Verbindungen so attraktiv. Der
kiirzlich erbrachte Nachweis, dass nichtkovalente fluor-
basierte Mikroarrays auch fiir quantitative Bindungsexperi-
mente geeignet sind, erhoht den Nutzen solcher Screening-
Verfahren noch mehr."
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