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Im Gedenken an Annemarie Poustka

Vor mehr als 40 Jahren nutzte Merrifield zum ersten Mal
einen festen Tr�ger, um Aminos�uren nacheinander an eine
wachsende Peptidkette zu kuppeln.[1] Aus seinem Ansatz
entwickelte sich sp�ter das neue Fachgebiet der kombinato-
rischen Peptidsynthese, wobei viele Reaktionsorte parallel
prozessiert werden, um m)glichst viele Peptide parallel her-
zustellen.[2] Im Fokus dieser Methoden liegt es, m)glichst
viele Peptide zu synthetisieren und zu analysieren, um z.B.
Peptide zu finden, die an ein Zielprotein binden. Mit der
„One-bead-one-compound“-Methode k)nnen zwar sehr ein-
fach sehr viele Peptide hergestellt werden,[3] aber die Deco-
dierung der Peptidsequenzen – der an ein Zielprotein bin-
denden Peptide – ben)tigt dabei sehr viel Arbeitsaufwand.
Zus�tzlich zu diesem Nachteil k)nnen bei dieser Methode

problematische Peptide nicht einfach ausgeschlossen werden,
d.h., w�hrend der Synthese der Peptidbibliothek werden z.B.
auch viele hydrophobe Peptide hergestellt, die unspezifisch
an jedes Zielprotein binden.

Arrays haben diese Nachteile nicht. Durch die Position
auf dem Array ist auch die Sequenz jedes Peptids bekannt,
und problematische Peptide k)nnen in nachfolgenden Arrays
einfach weggelassen werden. Peptidarrays wurden von Frank
erstmalig mithilfe der von ihm entwickelten SPOT-Synthese
hergestellt. Aufgrund ihrer Zuverl�ssigkeit und vielf�ltigen
Anwendungsm)glichkeiten dominiert diese Methode immer
noch das Arbeitsgebiet.[4] Hohe Peptiddichten k)nnen dabei
mit der SC2-Methode erreicht werden, wobei individuelle, an
Zellulosefasern gekuppelte Peptide in einem ersten Array
synthetisiert und dann z.B. auf Glasobjekttr�ger in hoher
Dichte gespottet werden. Diese Variante der SPOT-Synthese
ist insbesondere dann vorteilhaft, wenn viele Kopien von
hochdichten Peptidarrays hergestellt werden sollen.[5] Mit li-
thographischen Methoden k)nnen mittlerweile Arrays mit
tausenden von Oligonucleotiden pro cm2 hergestellt
werden.[6] Der Nachteil dieser Methoden liegt darin, dass
hierbei immer nur ein Monomer pro Arbeitsschritt an den
Tr�ger gekuppelt werden kann. Deswegen werden 20> 10
Kupplungszyklen ben)tigt, um einen Array mit 10 Amino-
s�uren langen Peptiden herzustellen, w�hrend ein entspre-
chender Array von Oligonucleotiden nur 4 > 10 Kupplungs-
zyklen ben)tigt. Dieser Peptid-spezifische Nachteil f?hrt
dazu, dass es schwierig ist, mit lithographischen Methoden
Arrays mit l�ngeren Peptiden herzustellen.[7]

Um nun Arrays mit in hoher Dichte aufgebrachten Pep-
tiden herzustellen, die dar?ber hinaus auch noch in Einzel-
anfertigung schnell und billig herstellbar sein sollen, haben
wir einen „Peptiddrucker“ auf Basis eines herk)mmlichen
Farblaserdruckers entwickelt, der die 20 Aminos�uren als
feste Aminos�ure-Tonerpartikel auf einen Glastr�ger orts-
genau druckt. Im Anschluss eines jeden Druckvorganges wird
eine komplette Schicht, die aus allen unterschiedlichen
Aminos�uretonern in Form eines Punktmusters besteht, ge-
schmolzen. Im Schmelzvorgang werden die zuvor in einer
festen Matrix eingeschlossenen Aminos�urederivate beweg-
lich gemacht und k)nnen so zur Tr�geroberfl�che diffundie-
ren, wo sie mit freien Aminogruppen abreagieren. Schaltet
man zwischen die aufeinander folgenden Druckebenen die in
der Merrifield-Synthese ?blichen Wasch- und Entsch?t-
zungsprozeduren, so gelangt man auf einfachem Wege zu
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einem vollst�ndig kombinatorisch synthetisierten Peptidarray
(Abbildung 1). Ein Vorteil dabei ist, dass die normale Fmoc-
Chemie genutzt werden kann,[8] wobei sich unsere Methode
von der Standard-Festphasensynthese nur durch das – bei
Raumtemperatur -– „feste L)sungsmittel“ unterscheidet, das
die Aminos�uren bis zum Start der Kupplungsreaktion in
festen Tonerpartikeln immobilisiert.

Unser Peptiddrucker basiert auf dem Farblaserdrucker
OKI C7400, mit allerdings 20 Druckwerken, die jeweils einen
speziellen Aminos�uretoner enthalten. Die Maschine er-
m)glicht außerdem eine auf� 5 mm exakte Positionierung des
Arrays, sodass trotz der sehr kleinen Syntheseorte f?r die
einzelnen Peptide aufeinander folgende Druckvorg�nge die
jeweils gew?nschte Abfolge der Aminos�uresequenzen ga-
rantieren (Abbildung 2a). Ansonsten funktioniert der Pep-
tiddrucker wie ein normaler Farblaserdrucker, wobei hier
eine ca. 20 cm breite Zeile mit ca. 10000 Leuchtdioden
(LEDs) ein Lichtmuster auf der Oberfl�che einer OPC-Walze
(organischer Photoleiter; organic photo conductor) generiert,
die sich mit ca. 10000 Schritten pro 20 cm dreht. Dieses
zweidimensionale Lichtmuster besteht also aus etwa 100
Millionen Pixeln pro (20 > 20) cm2. Das OPC-Material ?ber-
setzt das Lichtmuster in das entsprechende Muster aus elek-
trischen Ladungen mit wiederum etwa 100 Millionen Pixeln
pro (20 > 20) cm2. Dazu wird die OPC-Walze zun�chst mit-
hilfe einer Korona gleichm�ßig aufgeladen, anschließend
werden selektiv nur die mit Licht bestrahlten Pixel entladen.
Dieser Prozess wird durch die Eigenschaften des OPC-Ma-
terials erm)glicht. Die in Dunkelheit isolierende Beschich-
tung der Walze wird durch die Belichtung leitend und l�sst die
aufgebrachten Ladungen sehr schnell zur Masse abwan-
dern.[9] Im n�chsten Schritt wird das Muster von elektrischen
Ladungen in das entsprechende Partikelmuster umgewandelt,
indem geladene Tonerpartikel nur zu den mit Licht neutra-
lisierten Bereichen „springen“. Schlussendlich werden die
Partikel von der OPC-Walze durch ein starkes elektrisches

Feld (4 kVmm�1) auf den Tr�ger ?bertragen, wo der Aus-
druck aus den Teilbildern der 20 verschiedenen Aminos�ure-
toner zusammengesetzt wird (Abbildung 2b).

Die elektrische Aufladung der Aminos�ure-Tonerpartikel
geschieht triboelektrisch innerhalb der Tonerkartuschen,
d.h., die Partikel werden unter mildem Druck gegen eine
Schaumstoffwalze gerieben wodurch negative Ladungen auf
der Partikeloberfl�che entstehen. Die physikalischen Eigen-
schaften unserer Aminos�ure-Tonerpartikel entsprechen
dabei weitgehend denen von kommerziell erh�ltlichen
Tonern, was die Gr)ßenverteilung der Partikel (siehe Ab-
bildung S1 in den Hintergrundinformationen), die verdruckte
Menge (Abbildung S3), das Schmelzverhalten (Abbil-
dung S2), die Morphologie (Abbildung S4) und schließlich
auch das Druckbild betrifft (Abbildung 2c und Abbil-
dung S8). Als aktivierte Aminos�urederivate f?r die Peptid-
synthese haben wir die 20 Fmoc-Aminos�ure-OPfp-Ester
(Fmoc = Fluorenylmethoxycarbonyl, OPfp = Pentafluorphe-
nyl) gew�hlt, da diese voraktiviert, relativ stabil und außer-
dem kommerziell erh�ltlich sind. Diese wurden dann zu-
sammen mit h)heren Homologen von Standard-L)sungs-
mitteln (z.B. Diphenylformamid) in die entsprechenden
Aminos�ure-Tonerpartikel eingebettet (Tabelle S1). Die
meisten dieser – bei Raumtemperatur – festen L)sungsmittel
ergaben �hnliche Kupplungsausbeuten wie mit dem Stan-
dard-L)sungsmittel f?r die Fl?ssigphasensynthese, N,N-Di-
methylformamid (DMF), aber auch einige der Harzkompo-
nenten von kommerziellen Tonern funktionierten �hnlich gut.

Abbildung 1. Partikelbasierte kombinatorische Peptidsynthese. a) Ein
Laserdrucker druckt in Tonerpartikel eingebettete Fmoc-AminosGure-
OPfp-Ester auf einen festen TrGger, wo b) die Partikel nach dem Druck-
vorgang geschmolzen werden. Dadurch k'nnen die chemisch vorakti-
vierten AminosGurederivate zu den freien Aminogruppen auf der TrG-
geroberflGche diffundieren und mit diesen abreagieren. Der Synthese-
zyklus ist beendet, wenn c) nicht verbrauchte Monomere weggewa-
schen und d) die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten wurde. Wiederholte
Kupplungszyklen ergeben einen Peptidarray.

Abbildung 2. Funktionsweise eines Laserdruckers. a) Der Peptiddru-
cker mit 20 gegeneinander ausgerichteten Druckwerken; auf der Vor-
derseite des Druckers ist die Halterung fDr den TrGger sichtbar. b) Eine
Lichtquelle (LED-Zeile, orange) bestrahlt ausgewGhlte Bereiche der
zuvor mit einer Korona (gelb) gleichmGßig aufgeladenen OPC-Walze
(blau) wodurch diese neutralisiert werden. Triboelektrisch aufgeladene
Tonerpartikel „springen“ zu diesen neutralisierten Bereichen, bevor sie
schließlich durch ein starkes elektrisches Feld auf den TrGger des Pep-
tidarrays transferiert werden. c) Eine mit freien Aminogruppen derivati-
sierte Glasplatte wurde mit AminosGuretoner bedruckt. Die in den Par-
tikeln eingebetteten Aktivester (hier: Fmoc-l-Ile-OPfp) werden durch
Hitze freigesetzt, nichtumgesetztes Material mit DMF weggewaschen
und die verbliebenen freien Aminogruppen mit 10% EssigsGureanhy-
drid in DMF blockiert. Schließlich wurde die Fmoc-Schutzgruppe mit
20% Piperidin in DMF abgespalten und die dadurch neu entstandenen
freien Aminogruppen mit 0.1% Bromophenolblau in Methanol ange-
fGrbt.
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Die Druckergebnisse dieser Aminos�ure-Tonerpartikel und
kommerzieller Toner unterschieden sich nicht in den Krite-
rien der Spot-Aufl)sung und ?bertragener Tonermenge
(Abbildung S3). Wurden die verdruckten Aminos�uren an-
schließend durch Schmelzen an mit Aminogruppen derivati-
sierte Glastr�ger[10] gekuppelt, dann ergab dies eine ausge-
zeichnete Aufl)sung des Musters von gekuppelten Amino-
s�uren (Abbildung 2c). Die Ansteuerungssoftware unseres
ersten Druckerprototypen limitiert allerdings noch die er-
reichbare Aufl)sung auf 160000 Spots pro (20 > 20) cm2

(Abbildung 2c) – weit weniger als die Millionen verschiede-
ner Peptide, die damit herstellbar sein sollten.

Um die partikelbasierte Peptidsynthese genauer zu un-
tersuchen, wurden jeweils auf einer gr)ßeren Glasfl�che die
HA- und Flag-Epitope hergestellt. Die dabei ermittelte re-
petitive Kupplungsausbeute unserer partikelbasierten Me-
thode lag bei etwa 90% im Durchschnitt (Abbildung S6),
wobei die Integrit�t der synthetisierten Peptide jeweils durch
Massenspektrometrie best�tigt wurde (Abbildungen S9–S11).
Diese relativ niedrige Kupplungsausbeute (verglichen mit der
Standard-Fmoc-Synthese auf Poly-
merperlen) kann teilweise dadurch
erkl�rt werden, dass bei unserer
partikelbasierten Methode die mit
PEG-Oberfl�chen (Polyethylengly-
col) gegrafteten Glastr�ger nicht
vorgequollen werden k)nnen, da
die entstehenden DMF-D�mpfe die
OPC-Walzen angreifen w?rden. Als
n�chstes konnten wir ausschließen,
dass unsere neuartigen festen L)-
sungsmittel und die f?r die Kupp-
lungsreaktion verwendete Hitze zu
einer Racemisierung der l-Amino-
s�uren f?hrt (Abbildung S7).
Unsere Daten best�tigen die Er-
gebnisse von Sch?ttler et al. , die bei
Kupplungstemperaturen von 90 8C
f?r die nah verwandten Fmoc-
Aminos�ure-OPcp-Ester ebenfalls
keine Racemisierung nachweisen
konnten.[11] Obwohl weder unsere
massenspektrometrischen Daten
noch die HPLC-Daten auf gr)ßere
Probleme mit anderen durch Hitze
hervorgerufene Nebenreaktionen
hinweisen (Abbildungen S7, S9,
S10, S11), werden wir dies in der
Zukunft noch n�her untersuchen.
Zu unserer Mberraschung zeigte
keiner der in die Tonerpartikel
eingeschlossenen Fmoc-Aminos�u-
re-OPfp-Ester einen messbaren
Zerfall bei 25 8C, mit der Ausnahme
von Fmoc-Arg(Pbf)-OPfp, das mit
5% pro Monat zerfiel (Abbil-
dung S5). Dies ist ein bemerkens-
wertes Ergebnis, da Carbons�ure-
aktivierte Fmoc-Argininderivate in

anderen L)sungsmitteln notorisch instabil sind.[12] Schließlich
haben wir einen Peptidarray mit 5500 Varianten der Flag- und
Myc-Epitope auf einem Glasobjekttr�ger (2.6 cm> 7.6 cm)
synthetisiert (Abbildung 3; 400 Peptide pro cm2). Nach
F�rben mit den entsprechenden Antik)rpern ergab dieser
Array das erwartete F�rbemuster, das mit den von anderen
publizierten Daten ?bereinstimmt (Abbildung 3 und Abbil-
dung S8).[13]

Wir berichten hier ?ber die kombinatorische Synthese
von hochdichten Peptidarrays mithilfe eines eigens entwi-
ckelten Laserdruckers, der 20 Aminos�uretoner in aufeinan-
der folgenden, frei kombinierbaren Druckebenen verdruckt.
Eine Variante dieser Methode, die einen Mikrochip verwen-
det, um individuelle Pixelelektroden mit elektrisch geladenen
Aminos�urepartikeln zu bedecken, erm)glicht dagegen
bisher nur eine beschr�nkte Kombinatorik.[14] Das Kennzei-
chen unserer partikelbasierten Methode ist das zwischen-
zeitliche „Einfrieren“ der aktivierten Aminos�urederivate in
festen Partikeln (Abbildung 1). Dieser Schritt erlaubt es uns,
die einzelnen Aminos�ure-Tonerpartikel separat zu produ-

Abbildung 3. Kombinatorische Synthese eines Peptidarrays. In ihrer Sequenz variierte Flag- und Myc-
Epitope wurden nacheinander mit Antigen-spezifischen Antik'rpern nachgewiesen (ECL-Auslese).
a) GlasobjekttrGger mit ca. 5500 durch kombinatorische Synthese hergestellten Peptiden, gefGrbt mit
Flag- oder Myc-Antik'rpern. RegelmGßig eingefDgte Positivkontrollen (umrahmte Spots entsprechen
dem Wildtyp-Epitop) und einige reaktive Peptidvarianten sind klar sichtbar. Die eingefDgten Rahmen
entsprechen den daneben vergr'ßert dargestellten Bereichen. b) Charakterisierung der Flag- und
Myc-Epitope. Bei beiden Epitopen wurde jede AminosGureposition gegen alle 20 AminosGuren ausge-
tauscht, um die Bindungsanforderungen der epitopspezifischen Antik'rper zu untersuchen. Die von
diesen Experimenten abgeleitete EpitopspezifitGt ist in der darunter geschriebenen Peptidsequenz zu-
sammengefasst, wobei die Gr'ße der einzelnen Buchstaben die Wichtigkeit dieser AminosGure fDr
die Bindung des Antik'rpers symbolisiert. Die von uns gefundenen BindungsspezifitGten der 9E10-
und Flag-M2-Antik'rper stimmen mit den von anderen publizierten Ergebnissen Dberein.[13] c) Die
zwei fett gedruckten Positionen der Peptidepitope wurden gleichzeitig variiert. Eingestreute Wildtyp-
Sequenzen sind umrandet. Die N-terminale AsparaginsGure des Flag-Epitops kann gegen andere
AminosGuren ausgetauscht werden, wGhrend das benachbarte Tyrosin fDr die Bindung des Flag-M2-
Antik'rpers unverzichtbar ist. Das Isoleucin des Myc-Epitops kann nur durch Valin ersetzt werden,
wGhrend das benachbarte Leucin weniger wichtig fDr die Antik'rperbindung ist. Die Resultate dieser
komplexeren AminosGurenaustausche stimmen mit den in (b) gezeigten Versuchen Dberein. d) Ver-
gleich der FGrbeintensitGt der Flag-Epitopvarianten mit dem Flag-M2-Antik'rper von (b) mit den von
anderen publizierten relativen AffinitGten,[13] die neben die gefGrbten Spots geschrieben wurden.
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zieren und sie rigoros zu reinigen. Diese „Synthesepakete“
k)nnen monatelang im Peptiddrucker bei Raumtemperatur
aufbewahrt und je nach Bedarf in hoher Aufl)sung verdruckt
werden. Erst danach wird die Kupplung der Aminos�uren an
den Tr�ger gestartet – einfach durch Schmelzen der gesamten
Schicht von 20 unterschiedlichen Aminos�urepartikeln. Da-
durch vermeidet unsere partikelbasierte kombinatorische
Synthese von Peptidarrays die Nachteile der (zu) vielen
Kupplungszyklen, w�hrend sie gleichzeitig schnell (Sekunden
f?r den Druckvorgang gegen?ber Stunden f?r das Spotten),
flexibel, kosteng?nstig und robust ist (Abbildung S5). Damit
sollte es unser Peptiddrucker zum ersten Mal erm)glichen,
ganze Genome von pathogenen Bakterien in ?berlappende
Peptide zu ?bersetzen und diese nach pathogenspezifischen
Antik)rpern zu durchsuchen.
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