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“What we observe is not nature itself, but nature exposed to our method of

questioning.”

— Werner Heisenberg
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Zusammenfassung

Diese Dissertation beschaftigt sich mit der Entwicklung und Validierung von moleku-
laren Modellierungsmethoden zur Simulation der Adsorption von linearen Peptiden an
multimodalen Chromatographieharzen. Im Fokus stand die prazise Simulation der Oberfla-
chenstruktur eines kommerziellen, methacrylatbasierten Chromatographieharzes in atomis-
tischer Auflésung sowie die detaillierte Analyse dessen Interaktion mit linearen Peptiden.
Ziel war es, die komplexen Wechselwirkungen, welche in der multimodalen Chromatogra-

phie auftreten, besser verstehen und vorherzusagen zu konnen.

Der erste Schritt bestand in der Generierung eines detaillierten Modells der Harzoberflache,
welches deren reale Struktur und molekulare Zusammensetzung prazise abbildet. Hierbei
wurde der gesamte Herstellungsprozess des Harzes, von der Polymerisation des Trager-
materials bis zur Anbindung der Liganden, in einer virtuellen Umgebung nachgebildet.
Diese entwickelte Simulationsabfolge ermdglichte die Erstellung eines atomaren Modells

der Oberflachenmorphologie eines kommerziellen, multimodalen Chromatographieharzes.

Solch prazise Modelle von Chromatographieharzoberflachen bildeten eine entscheidende
Grundlage fiir eine anschlieBende mehrstufige Simulationsabfolge zur Berechnung von
Bindeposen und -energien mit linearen Peptiden. Eine Analyse der Ergebnisse dieser
Simulationen ergab, dass die raumliche Anordnung der Liganden, die Ligandendichte
sowie die Flexibilitat sowohl des Peptids als auch der Harzoberflache einen maBgeblichen
Einfluss auf die Bindeenergie hatten. Diese Erkenntnisse verdeutlichten die Komplexitat
der Adsorptionsmechanismen und die Vielzahl der Faktoren, welche bei der Simulation

dieser beriicksichtigt werden miissen.

Um die komplexe Anwendung dieser molekularen Modellierungsmethoden zu erleich-
tern, wurden die entwickelten Simulationsabfolgen in Workflow-Management-Systemen
(WMSs) automatisiert. Diese Integration in WMSs tragt nicht nur dazu bei, dass die Si-
mulationsprozesse systematisch und reproduzierbar durchgefiihrt werden kénnen, sondern
ermoglicht es auch Nutzern ohne tiefgehende Erfahrung in molekularen Simulationen,
diese Methoden anzuwenden. Durch die 6ffentliche Bereitstellung dieser Workflows soll
zusatzlich die Integration molekularer Simulationen in die Forschung und Entwicklung

von chromatographischen Verfahren geférdert werden.

Die Validierung der simulativen Ergebnisse erfolgte durch experimentelle Laborarbeit.



Um die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der experimentellen Ergebnisse zu maximie-
ren, wurde ein Robotiklabor zur automatisierten Aufnahme von Adsorptionsisothermen
etabliert und erfolgreich angewendet. Die experimentellen Daten zeigten, dass alle un-
tersuchten Peptide ein klassisches Langmuir-Adsorptionsverhalten aufwiesen. Die durch
Anpassungsfunktionen an die experimentellen Daten erhaltenen Langmuir-Konstanten
(K|) zeigten eine starke, negativ logarithmische Beziehung zu den zuvor simulierten
Bindeenergien der Peptide. Durch eine Kreuzvalidierung konnte, mit einem R? von 0,96,
eine gute Vorhersagekraft fiir K -Werte des entwickelten Modellierungsansatzes bestatigt
werden. Diese genauen Vorhersagen verdeutlichen, dass die simulierten Modelle in der
Lage sind, reale Adsorptionsprozesse prazise abzubilden und Bindeaffinitaten genau zu

berechnen.

Zusatzlich wurde ein umfassender Vergleich mit bestehenden Modellierungsansatzen
durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass die in dieser Arbeit entwickelten moleku-
laren Modelle der Chromatographieharzoberflachen sowie der neue Workflow zur Berech-
nung von Bindungsenergien herkdommliche Methoden in der Vorhersagegenauigkeit von
K| -Werten (ibertrafen. Dies ist wahrscheinlich auf eine realistischere Darstellung der
Harzoberflache und eine detaillierte Berlicksichtigung der strukturellen und chemischen
Eigenschaften des Harzes zuriickzufiihren. Die Moglichkeit, subatomare Effekte und die
Flexibilitdt des Polymer-Riickgrats in die Simulationen einzubeziehen, erwiesen sich als

Hauptmerkmale, welche den entwickelten Ansatz von bisherigen Methoden und Modellen
abhoben.

Insgesamt wurde in dieser Dissertation ein innovativer Ansatz zur Simulation der Peptidad-
sorption an Chromatographieharzen entwickelt und erfolgreich validiert. Die Ergebnisse
zeigen, dass die detaillierte Modellierung der Harzoberflache und der entwickelte Ansatz
zur Bestimmung von Bindeenergien wesentliche Fortschritte in der prazisen Vorhersage
von Bindeaffinitaten ermoglichen. Die Automatisierung in WMSs erweitert die Anwend-
barkeit dieser Methoden und stellt ein leistungsfahiges Instrument dar, welches in Zukunft
zur Entwicklung maBgeschneiderter Chromatographieharze oder zum Screening idealer
Bindungs- und Elutionsbedingungen verwendet werden konnte. Insbesondere in der bio-
pharmazeutischen Industrie, in der die Effizienz und Genauigkeit von Trennprozessen von
entscheidender Bedeutung sind, haben diese Fortschritte das Potenzial, zu verbesserten

Prozessen und somit niedrigeren Produktionskosten beizutragen.



Abstract

This dissertation presents the development and validation of molecular modeling methods
designed to simulate the adsorption of linear peptides onto multimodal chromatography
resins. The main objective was to accurately model the surface structure of a commercial
methacrylate-based chromatography resin at an atomic resolution and to conduct a
detailed analysis of its interactions with linear peptides. The overarching goal was to
improve the understanding and predictive accuracy of the complex interactions that occur

in multimodal chromatography.

The initial step involved the generation of a detailed model of the resin surface, accu-
rately reflecting its molecular structure and composition. This was achieved by virtually
recreating the entire manufacturing process of the resin, from the polymerization of the
backbone to the subsequent attachment of ligands. This multistage simulation process
resulted in the creation of an all-atom model of the resin's surface morphology. Such
precise models were crucial for subsequent simulations aimed at calculating the binding
poses and energies of linear peptides. By analyzing the results of these simulations, we
identified that the spatial arrangement and density of ligands, as well as the flexibility of
both the peptide and the resin surface, are key factors significantly influencing the overall
binding energy. These findings underscore the complexity of the adsorption mechanisms
in chromatography and the multitude of factors that must be considered when modeling

these interactions.

To streamline and automate the execution of the complex modeling methods, the deve-
loped simulation sequences were integrated into workflow management systems (WMSs).
This integration ensures that the simulation processes are conducted systematically and
reproducibly while also making them accessible to users without extensive molecular
simulation experience. By sharing these workflows publicly, we aim to promote a broader

adoption of molecular simulations within the chromatographic community.

The validity of the simulation results was confirmed through experimental work. To ensure
high accuracy and reproducibility of the experimental results, a robotics lab was established
and successfully utilized for the automated measurement of adsorption isotherms. The
experimental data showed that all investigated peptides exhibited Langmuir-like adsorption

behavior. The Langmuir constants (/) derived from these experiments demonstrated



a strong negative logarithmic relationship with the simulated binding energies of the
peptides. A cross-validation, yielding an R? of 0.96, confirmed the high predictive power
of the developed modeling approach in estimating K| values. These results demonstrate
that the simulated models can accurately replicate real adsorption processes and predict

binding affinities with high precision.

Furthermore, a comprehensive comparison with existing modeling approaches was con-
ducted. The findings clearly showed that the molecular models of chromatography resin
surfaces developed in this work, as well as the new workflow for calculating binding
energies, outperform conventional methods in predicting K| values. This improvement
is likely due to the more realistic representation of the resin surface and the detailed
consideration of its structural and chemical properties. The inclusion of subatomic effects
and the flexibility of the polymer backbone in the simulations further set this approach

apart from previous methods and models.

In conclusion, this dissertation successfully developed and validated an innovative ap-
proach for simulating peptide adsorption on chromatography resins. The results highlight
significant advancements in accurately predicting binding affinities through detailed resin
surface modeling and the developed binding energy calculation method. The automation
of these methods within WMSs broadens their applicability, offering a powerful tool for
developing custom-tailored chromatography resins or screening optimal binding and elu-
tion conditions. In the biopharmaceutical industry, where the efficiency and accuracy of
separation processes are paramount, these advancements have the potential to further

improve chromatographic separations and thereby reduce production costs.
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1. Einleitung und Zielsetzung 1

1. Einleitung und Zielsetzung

Die praparative Fliissigchromatographie ist ein essenzielles Verfahren in der biopharmazeu-
tischen Industrie, welches zur Aufreinigung und Trennung komplexer Gemische eingesetzt
wird [1} 2 [3]. Dabei basiert der Prozess auf unterschiedlichen Wechselwirkungen von Bio-
molekilen mit einer stationaren und einer mobilen Phase [4]. Ein signifikanter Fortschritt
in diesem Bereich war die Einfiihrung der multimodalen Chromatographie (MMC), welche
mehrere Wechselwirkungstypen, wie elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen,
zwischen den Liganden und den zu trennenden Molekiilen kombiniert [5, [6, [7]. Diese
Methode hat sich insbesondere bei der Trennung von Molekiilen bewahrt, welche mit
herkdmmlichen chromatographischen Techniken nur schwer zu isolieren sind [8]. Neben
ihren Vorteilen bringt die MMC jedoch auch eine erhohte Komplexitat des Adsorptionsme-
chanismus mit sich [9]. Dies stellt eine besondere Herausforderung bei der Bestimmung
optimaler Binde- und Elutionsbedingungen wahrend der frithen Entwicklungsphase ei-
nes Prozesses dar [10], da hier umfangreiche empirische Screenings durch eine limitierte
Verfligbarkeit und hohe Kosten von Produktproben begrenzt sind [11]. Um diese Problem-
stellung zu adressieren, war die Entwicklung computergestiitzter Modellierungsmethoden
in den letzten Jahrzehnten ein bedeutender Forschungsschwerpunkt in der Chromatogra-
phie. Molekulare Simulationen erwiesen sich hierbei als eine vielversprechende Methode,
um die Wechselwirkungen von Biomolekilen mit chromatographischen Medien unter
verschiedenen Bedingungen vorherzusagen [12] [13].

Eine Herausforderung bei molekularen Simulationsansatzen stellt jedoch die genaue Mo-
dellierung der Oberflachenstruktur von Chromatographieharzen dar [13]. Die Komplexitat
der Harze, insbesondere deren molekulare Oberflachenbeschaffenheit, wurde in Modellen
zuvor meist vereinfacht, indem Liganden an planare oder leicht abgerundete Oberflachen
gebunden wurden [14} [10] [15]. Diese Vereinfachungen vernachléssigen jedoch, dass Harze
aufgrund der nanostrukturellen Beschaffenheit des Tragermaterials in der Realitat keine

planaren Oberflachen und keine gleichmaBige Ligandendichte aufweisen. Dariiber hinaus
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kann bei polymerbasierten Chromatographiematerialien, wie beispielsweise bei methacryl-
atbasierten Harzen, das Tragermaterial selbst hydrophobe Eigenschaften besitzen, welche
die Gesamtaffinitat gegeniiber Zielmolekiilen beeinflussen kénnen [16]. Zusatzlich er-
fordert die technische Komplexitat bei der Einrichtung und Durchfithrung molekularer
Simulationen spezielles Fachwissen und erhebliche Rechenressourcen [17]. Diese Her-
ausforderungen haben die Nutzung molekularer Simulationen in chromatographischen
Anwendungen bislang auf eine Nische beschrankt, weshalb ihr Potenzial nur unzureichend
ausgeschopft werden konnte. Dies unterstreicht den dringenden Bedarf an detaillierten
Modellen von Chromatographieharzoberflachen, welche eine prazise Vorhersage des Ad-
sorptionsverhaltens von Biomolekiilen ermoglichen und gleichzeitig auf zuganglicheren

sowie ressourcenschonenderen Simulationsmethoden beruhen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, molekulare Modellierungs-Workflows zu entwickeln, die
eine prazise Vorhersage des Adsorptionsverhaltens von Peptiden an Chromatographiehar-
zoberflachen ermoglichen. Zunachst sollte hierfiir eine Methode zur Erstellung detaillierter
molekularer Modelle von methacrylatbasierten Chromatographieharzoberflachen entwi-
ckelt werden, welche die Struktur des Tragermaterials miteinbeziehen. Ein anschlieBender
Workflow sollte durch effiziente Simulationsmethoden schnelle Screenings von Bindeposen
und -energien zwischen Harzoberflachen und Peptiden erméglichen. Um eine einfache
Anwendung durch graphische Benutzeroberflichen und eine hohe Reproduzierbarkeit
der Simulationsergebnisse zu gewahrleisten, sollten die simulierten Abldufe in Workflow-
Management-Systemen automatisiert werden. Fiir eine experimentelle Validierung sollte
ein Robotiklabor geplant und etabliert werden, um das Adsorptionsverhalten der Pepti-
de prazise und reproduzierbar messen zu koénnen. AbschlieBend sollten die entwickelten
Modelle und Methoden gegen etablierte Ansatze gebenchmarkt werden, um ihre Anwend-

barkeit und Vorhersagekraft fiir experimentelle Parameter zu evaluieren.
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2. Theoretischer Hintergrund

In diesem Kapitel wird die zugrundeliegende Theorie der experimentellen und simulativen
Durchfiihrungen dieser Arbeit erlautert. Hierbei wird zunachst auf die Grundlagen der Flis-
sigchromatographie und anschlieBend auf die Grundlagen von molekularen Simulationen

eingegangen.

2.1. Grundlagen der Fliissigchromatographie

Die Chromatographie ist ein Trennverfahren, welches auf der unterschiedlichen Verteilung
der Stoffe eines Gemischs zwischen zwei Phasen beruht. Hierbei wird zwischen einer
stationaren Phase, welche meist in einer Chromatographiesaule immobilisiert ist und einer
mobilen Phase, welche durch die stationire Phase flieBt, unterschieden. Die stationare
Phase kann ein Feststoff oder ein Fluid sein, welches allerdings nicht mit der mobilen
Phase mischbar sein darf. Die mobile Phase fiihrt das Stoffgemisch mit und kann eben-
falls unterschiedliche Aggregatszustande aufweisen. Ist diese eine Fliissigkeit, wird von

Flussigchromatographie gesprochen und bei Gasen von Gaschromatographie.

Die Flussigchromatographie ist eine zentrale Technik, welche in der Chemie, Biochemie,
Pharmazie und Umweltwissenschaften weit verbreitet ist. Sie erméglicht sowohl die Tren-
nung als auch die ldentifizierung und Quantifizierung von Komponenten in komplexen
Mischungen. Grundsatzlich wird zwischen analytischer und praparativer Fliissigchroma-
tographie unterschieden. Wahrend die analytische Fliissigchromatographie hauptsachlich
zur ldentifizierung und Quantifizierung von Substanzen in kleinen Probenmengen einge-
setzt wird, konzentriert sich die praparative Flissigchromatographie auf die Trennung

und Reinigung groBerer Mengen von Substanzen.

Die praparative Fliissigchromatographie wird beispielsweise in der biopharmazeutischen
Industrie fiir die Aufreinigung und Isolation von Proteinen, Peptiden und anderen biomole-

kularen Verbindungen angewendet. Ein Hauptgrund hierfiir ist, dass diese groBen Molekiile
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durch konformative Veranderungen ihre Wirksamkeit verlieren kénnen, was durch eine
schonende chromatographische Aufreinigung verhindert werden kann [19]. Das hierbei
grundlegende Funktionsprinzip beruht auf unterschiedlichen Wechselwirkungen der Ziel-
molekiile mit der stationaren Phase. Dies fiihrt dazu, dass sich die Analyten, nach der
Aufgabe auf die Trennsaule, mit verschiedenen Geschwindigkeiten durch das System bewe-
gen [4]. Stark wechselwirkende Komponenten weisen aufgrund ihrer physiko-chemischen
Eigenschaften ein intensiveres Bindeverhalten an die stationare Phase auf. Somit werden
diese starker zuriickgehalten als Molekiile mit einer geringeren Wechselwirkung. Dies fiihrt
zu einer Trennung der Analyten aufgrund der resultierenden Geschwindigkeitsunterschiede

der Molekiile beim Wandern durch die Trennsaule.

Die Wechselwirkung einer Komponente mit beiden Phasen wird durch den Verteilungsko-
effizienten (K') ausgedriickt. Dieser beschreibt das Verhaltnis der Konzentrationen einer

Komponente i, welche sich nach Erreichen des Gleichgewichts in der stationdren Phase

*
i,mob

(¢ stat) und in der mobilen Phase (c; ;) eingestellt haben:

*

C-
K="= (2.1)
Cz',mob

Die durch die Riickhaltung einer Komponente entstehende Verringerung ihrer Wanderungs-
geschwindigkeit in der Trennsaule, wird als Retention bezeichnet. Die Retentionszeit steigt
mit dem Grad der Zuriickhaltung durch die stationare Phase und kann durch Detektoren
am Saulenausgang gemessen werden. Haufig verwendete Detektoren in der praparativen
Chromatographie sind UV-Vis-Spektrometer, Fluoreszenzdetektoren, Konduktometer und
Massenspektrometer, welche eine genaue Uberwachung der Elution erméglichen [20].
Neben Detektoren besteht ein praparatives Fliissigchromatographiesystem aus mehreren
wesentlichen Komponenten. Pumpen treiben die mobile Phase unter Druck durch die
Trennsaule. Zur Einfiihrung der Probe in die mobile Phase werden Injektionssysteme
benutzt. Die Saule, in der die Trennung der Analyten erfolgt, ist mit der stationaren
Phase gefiillt und kann je nach Anwendung verschiedenste Materialien enthalten. Die
Auswahl und der Aufbau der stationaren Phase spielen hierbei eine entscheidende Rolle.
Verschiedene Harze weisen, durch gezielte Modifikation erzielte, spezifische Eigenschaf-
ten auf. Somit kann durch die Auswahl eines geeigneten Harzes die Trennungseffizienz

maximiert werden.

Zusammenfassend, ist die praparative Fliissigchromatographie eine weit verbreitete Tech-
nik fir die Aufreinigung von Biomolekiilen. Durch eine sorgfaltige Auswahl und Opti-
mierung der chromatographischen Bedingungen kann die Wechselwirkungen zwischen
Analyten und der stationaren Phase optimiert werden, um eine maximale Trennungsef-
fizienz zu gewahrleisten. Hierbei tragt vor allem die Weiterentwicklung von stationaren
Phasen zu einer kontinuierlichen Verbesserung der Leistungsfahigkeit und Anwendbarkeit

der praparativen Chromatographie bei.
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2.1.1. Arten der Chromatographie

Chromatographieharze bestehen aus einer Geriiststruktur, oder Riickgrat, an deren Ober-
flache Liganden kovalent gebunden sind [18]. Die Liganden sind maBgeblich fiir die
Interaktion der stationaren Phase mit den Zielmolekiilen verantwortlich. In der Flissig-
chromatographie wird zwischen mehrere Arten unterschieden, welche anhand der Binde-
mechanismen zwischen den Liganden und potentiellen Zielmolekiile klassifiziert werden.
Haufig genutzte Arten in der Aufreinigung von Biomolekilen umfassen die lonenaus-
tauschchromatographie (engl. lon Exchange Chromatography (IEX)), die hydrophobe
Interaktionschromatographie (engl. Hydrophobic Interaction Chromatography (HIC)),
die hydrophile Interaktionschromatographie (engl. Hydrophilic Interaction Chromatogra-
phy (HILIC)), die GréBenausschlusschromatographie (engl. Size Exclusion Chromatogra-
phy (SEC)), die Affinitdtschromatographie (AC) und die multimodale Chromatographie
(MMC) [22]. Im Folgenden wird genauer auf die fiir diese Arbeit relevanten Arten, IEX,
HIC und MMC eingegangen.

2.1.1.1. lonenaustauschchromatographie

Die lonenaustauschchromatographie ist eine weit verbreitete Technik zur Trennung und
Aufreinigung von Proteinen, Nukleinsauren und anderen biomolekularen Verbindungen.
Sie beruht auf der elektrostatischen Wechselwirkung mit geladenen Analyten und nutzt die
Abhangigkeit der Ladung biologischer Molekiile vom pH-Wert, um eine gezielte Trennung
zu ermoglichen. [23]

Bei der IEX wird die stationare Phase mit ionischen Liganden modifiziert, welche entweder
positiv oder negativ geladen sind. Die Kationenaustauschchromatographie verwendet ne-
gativ geladene Gruppen, wie Sulfat- oder Carboxylgruppen, um positiv geladene Analyten
zu binden. Im Gegensatz dazu nutzt die Anionenaustauschchromatographie positiv gela-
dene Gruppen, wie quaternare Ammoniumverbindungen, um negativ geladene Analyten
zu adsorbieren. Ein entscheidender Aspekt in der |IEX ist die Unterscheidung zwischen
starken und schwachen lonenaustauschharzen. Starke lonenaustauscher sind lber einen
weiten pH-Bereich stabil und behalten ihre Ladung unabhangig vom pH-Wert der mobilen
Phase bei. Schwache lonenaustauscher hingegen andern ihre Ladung in Abhangigkeit vom
pH-Wert. Entscheidend ist hier der pKs-Wert der Liganden. Dieser gibt an, bei welchem
pH-Wert die stationdre Phase ihre Ladung andert und ist ein kritischer Parameter fiir die
Auswahl eines geeigneten Harzes [25]. Starke Kationenaustauscher sollten somit einen
moglichst niedrigen pKs-Wert und starke Anionenaustauscher einen moglichst hohen pK,-
Wert aufweisen [24]. Abbildung zeigt beispielhaft haufig genutzte Liganden in der
[EX mit Angabe ihrer pK,-Werte.

Die Elution der adsorbierten Analyten kann durch Veranderung des pH-Wertes oder der

lonenstarke der mobilen Phase erreicht werden [26]. Bei einer Anderung des pH-Wertes
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Kationenaustauscher Anionenaustauscher
stark schwach stark schwach
o
N / | 0 o
N* — H,N* O=5=0
Quatare Primare

Aminogruppe  Aminogruppe Sulfonsaure Carboxylgruppe

pKs - 9,25 1,92 4,75
Abbildung 2.1.: Haufig genutzte Liganden in der IEX - Die Abbildung zeigt Beispiele fiir

Liganden jeweils starker und schwacher Kationen- sowie Anionenaustauscher und ihre pK;-
Werte bei 25°C.

kann sich die Ladung der Zielmolekiile oder der Liganden dndern, was zu einer Verringerung
der elektrostatischen Wechselwirkungen flihren kann, welche die Zielmolekiile von der
stationaren Phase eluieren kann. Bei der Erhéhung der lonenstérke konkurrieren Salze mit
den Zielmolekiilen um die Bindestellen an der stationaren Phase. Wenn die Affinitat der
Salze die der Zielmolekiile libersteigt, werden die Zielmolekiile durch die Salze verdrangt
und eluieren.

Ein tiefes Verstandnis des Zusammenhangs der Parameter, welche die IEX beeinflussen, ist
entscheidend fiir eine erfolgreiche Anwendung. Hierzu gehoéren der pH-Wert der mobilen
Phase, der isoelektrische Punkt (pl) des Zielmolekiils und der pK¢-Wert der funktionellen
Gruppen auf der stationdren Phase. Der pH-Wert der mobilen Phase muss somit so
gewahlt werden, dass er zwischen dem pl des Zielmolekiils und dem pK, des Liganden
liegt. Nur in diesem Bereich sind die stationdre Phase und das Zielprotein gegensatzlich

geladen, was Grundvoraussetzung fiir eine effektive Adsorption ist.

Zusammenfassend kann die lonenaustauschchromatographie durch eine prazise Kontrolle
der Trennparameter eine effektive Aufreinigung von biomolekularen Verbindungen ermég-
licht. Die richtige Auswahl und Optimierung der chromatographischen Bedingungen sind
entscheidend, um eine maximale Trennungseffizienz und Reinheit der Zielanalyten zu

erreichen.

2.1.1.2. Hydrophobe Interaktionschromatographie

Die HIC nutzt die hydrophoben Eigenschaften von Zielmolekiilen, um eine effektive Tren-
nung eines Stoffgemischs zu erreichen. Im Gegensatz zur Umkehrphasenchromatographie
verwendet die HIC wassrige Losungen als mobile Phase, was eine schonendere Adsorption
und Elution erméglicht und die Denaturierung von Proteinen minimiert [27]. In wassri-
gen Losungen neigen die unpolaren Seitenketten der Aminosauren dazu, sich gegenseitig
anzuziehen und hydrophobe, vom Wasser abgeschirmte Bereiche im Protein inneren zu
bilden. Im Gegensatz hierzu befinden sich die hydrophilen Seitenketten bevorzugt an

der Proteinoberflache und bilden Wasserstoffbriicken mit den Wassermolekiilen, was die
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Loslichkeit der Proteine unterstitzt [28]. Einige unpolare Seitenketten verbleiben jedoch
an der Oberflache und bilden hydrophobe Bereiche, welche in der HIC genutzt werden,
um Proteine an die hydrophoben Liganden der stationaren Phase zu binden [29]. Typische
Liganden in der HIC sind Phenyl-, Butyl- oder Octylgruppen. Hierbei wird das Trenn-
verhalten maBgeblich von der durchschnittlichen Hydrophobizitat und die Verteilung der
hydrophoben Bereiche der Zielmolekiile bestimmt [30].

Die hohe Oberflachenspannung von Wasser wird durch die Dipoleigenschaften und die
zahlreichen Bindungen zwischen den Wassermolekiilen stabilisiert. Wenn hydrophobe
Bereiche von Makromolekiilen in Wasser gelost werden sollen, miissen die benachbarten
Wassermolekiile ihre Bindungen trennen, was Energie erfordert. Lagern sich hydrophobe
Bereiche hingegen aneinander, konnen die Wassermolekiile ihre Bindungen wiederher-
stellen und Energie wird freigesetzt. Dieser entropiegetriebene Prozess ist sowohl fiir die
Aggregation von Proteinen untereinander als auch fiir deren Bindung an hydrophobe
Liganden in der HIC verantwortlich.

Durch die Zugabe bestimmter Salze zu wassrigen Losungen kénnen die dissoziierten
lonen Wasserstoffbriicken mit den Wassermolekiilen bilden und die Oberflachenspannung
des Wassers reduzieren. Je hoher die Salzkonzentration, desto weniger Wassermolekiile
stehen fir die Interaktion mit der hydrophilen Proteinoberflache zur Verfiigung, was
zu einer verstarkten Aggregation der Proteine fiihrt [28]. Dieser Effekt, bekannt als
Aussalzen, hangt sowohl von der Salzkonzentration als auch von der Art des Salzes ab.
Kosmotrope Salze verstarken hydrophobe Wechselwirkungen, wahrend chaotrope Salze
diese schwachen und die Loslichkeit von Proteinen erhéhen kénnen, was jedoch zur
Denaturierung fithren kann. Die Starke von kosmotropen und chaotropen Salzen wird
durch die Hofmeister-Reihe klassifiziert [31].

Neben Salzen kénnen auch organische Lésungsmittel wie Alkohole oder Acetonitril sowie
der pH-Wert hydrophobe Wechselwirkungen beeinflussen [32]. Organische Losungsmittel
andern die Polaritat der mobilen Phase und somit die Oberflachenspannung. Zudem kon-
kurrieren sie mit den Proteinen um Bindungsstellen an der stationaren Phase. Entspricht
der pH des Laufmittels dem isoelektrischen Punkt des Zielproteine, besitzt dieses eine
Nettoladung von Null, wodurch die elektrostatischen AbstoBungen minimiert und somit

die hydrophoben Wechselwirkungen maximiert werden [33].

Die Adsorption an hydrophobe Liganden in der HIC erfolgt in mehreren Schritten. Zu-
nachst werden die Zielmolekiile und der Ligand dehydriert bzw. deionisiert. AnschlieBend
erfolgt die Adsorption durch Van-der-Waals-Krafte zwischen dem Protein und dem Li-
ganden. Danach kommt es zu einer Konformationsanderung des Proteins, gefolgt von
einer Neuanordnung der Wassermolekiile bzw. lonen in der mobilen Phase. Der geschwin-
digkeitsbestimmende Schritt ist hierbei die Konformationsanderung des Proteins. Die

Menge an adsorbiertem Protein steigt zunachst fast linear mit der Zugabe kosmotroper



8 2. Theoretischer Hintergrund

Salze und bei weiterer Erhéhung der lonenstarke exponentiell [27]. Die Sattigung hangt
unter anderem vom Substitutionsgrad der immobilisierten Liganden und der Fahigkeit

der Proteine ab, an mehrere Liganden gleichzeitig zu binden.

Bei HIC Laufen wird die Probe allgemein bei hoher kosmotroper Salzkonzentration auf die
Saule gegeben, und die Elution erfolgt durch Reduktion der Salzkonzentration, um die hy-
drophoben Wechselwirkungen zu schwachen. Alternativ konnen organische Losungsmittel
hinzugefligt werden, um hydrophobe Wechselwirkungen zu reduzieren, wobei das Risiko
der Denaturierung oder Deaktivierung der Proteine besteht. Auch chaotrope Salze oder

Detergenzien konnen zur Elution verwendet werden, wobei ebenfalls eine Denaturierung
der Proteine moglich ist.

Insgesamt bietet die HIC eine effektive Methode zur schonenden Trennung und Reinigung
von Proteinen, wobei die Wahl der mobilen Phase, die Art der Liganden und die genutzten

Salze entscheidend fiir den Erfolg der Trennung sind.

2.1.1.3. Multimodale Chromatographie

Die multimodale Chromatographie ist eine fortschrittliche Trenntechnik, welche verschie-
dene Wechselwirkungsmechanismen kombiniert, um die Trennung von Stoffgemischen
zu optimieren. Diese Methode nutzt Liganden, welche mehrere Arten von Interaktionen
mit Zielmolekiilen eingehen konnen, wie zum Beispiel ionische und hydrophobe Interak-
tionen. [9]

In der biopharmazeutischen Industrie erfordert die Aufreinigung von Proteinen oft mehrere
aufeinanderfolgende Chromatographieschritte, um die gewiinschte Reinheit des Produkts
zu erreichen. Diese Trennmechanismen sollten idealerweise orthogonal zueinander sein,
um die Selektivitat und Spezifitdt zu maximieren. MMC verspricht durch die Kombination
mehrerer Interaktionsmechanismen eine hohere Selektivitat und Spezifitat in einem ein-
zigen Schritt. Dies kann den Bedarf an mehreren Trennschritten verringern, was sowohl
den Materialverbrauch als auch die Abfallmenge reduziert. Dariiber hinaus wird MMC
haufig bei Trennproblemen eingesetzt, bei denen die Zielmolekiile durch herkommliche

Methoden nur schwer aufgereinigt werden konnen [34].

Historisch gesehen, waren multiple Interaktionsmodi auch ohne bewusste Anwendung von
MMC bekannt. Beispielsweise wurden hydrophobe Wechselwirkungen bei der IEX und
der Affinitdtschromatographie beobachtet. Solche sekundaren Interaktionen kénnen zur
Peakverbreiterungen fiihren und wurden daher in traditionellen Methoden versucht zu
vermeiden [35]. Heutzutage wird MMC jedoch erfolgreich eingesetzt, um Peptide und
Proteine zu aufzureinigen [9], Aggregate und heterogene Antikorper zu trennen und
kleine Molekiile aufzubereiten [37].

MMC-Medien kénnen grundsatzlich in drei Kategorien eingeteilt werden. Typ 1 verwendet

zwei unterschiedliche Medien mit separaten Trennmechanismen in einer Saule. Typ 2
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Medien verfligen (iber eine gemeinsame Matrix, deren Oberflache mit einer Mischung
von Liganden modifiziert ist, welche jeweils unterschiedliche Funktionalitaten besitzen.
Aufgrund der begrenzten Leistung dieser beiden Medientypen werden vorwiegend Typ 3
Medien verwendet. Diese Medien besitzen eine einzige Art von funktionellen Liganden,
welche an die Matrix gebunden sind. Diese Liganden kénnen sowohl positive als auch
negative Ladungen, hydrophobe Bereiche sowie polare Gruppen enthalten, was eine Viel-
zahl von Interaktionsmoglichkeiten bietet. Ein typisches Beispiel fiir einen multimodalen
Liganden ist einer, der sowohl hydrophobe als auch ionische Wechselwirkungen eingehen
kann, was ihn besonders effektiv fiir die Trennung von Proteinen mit variablen Eigen-
schaften macht. Liganden solcher HIC/IEX Medien bestehen beispielsweise aus einer
hydrophoben Kette, an die eine ionisierbare Gruppe gebunden ist. Diese Ladung kann
nahe der Oberflache der Matrix in die hydrophobe Kette eingebettet sein oder sich am
Ende der Kette befinden.

Obwohl die Kombination mehrerer Interaktionen viele Moglichkeiten erdffnet, miissen
die Wechselwirkungen in MMC-Medien gut ausbalanciert sein, um eine zu starke Ad-
sorption zu vermeiden. Beispielsweise haben Salze bei HIC und IEX entgegengesetzte
Einfliisse. Dies fiihrt dazu, dass Proteine sowohl bei niedrigen als auch bei hohen Salz-
konzentrationen an die stationare Phase adsorbieren [22]. Bei niedrigen Konzentrationen
sind elektrostatische Wechselwirkungen fiir die Adsorption verantwortlich, wahrend bei
hohen Konzentrationen hydrophobe Wechselwirkungen verstarkt werden. Zwischen diesen
Extremen gibt es ein Minimum an Bindestarke, was zu einer charakteristischen U-Form
fuhrt, wenn die Bindestarke gegen die Salzkonzentration aufgetragen wird [38]. Dieses
Phanomen erschwert die Elution, da die Bindestarke am Minimum noch groB genug fiir
die Adsorption sein kann, sodass beispielsweise organische Losungsmittel fiir die Elution
notwendig sind. Dariiber hinaus erfordert die Bestimmung der optimalen Prozessbedin-
gungen mehr Entwicklungsaufwand und ein tieferes Verstandnis der zugrunde liegenden
Mechanismen [39].

Zusammenfassend stellt die multimodale Chromatographie eine neuartige Technik zur
Trennung und Aufreinigung von Biomolekiilen dar. Durch die Kombination verschiede-
ner Wechselwirkungsmechanismen ermoglicht sie eine hohere Selektivitat und Effizienz
bei der Trennung komplexer Mischungen. Durch die erhohte Komplexitat der Interak-
tionen mit Zielmolekiilen, ist die Auswahl und Optimierung der chromatographischen
Bedingungen zunehmend erschwert. Deshalb werden in der Prozessentwicklung oftmals
Hochdurchsatzscreenings verwendet, um die Vorteile dieser Technik voll ausschépfen zu

kénnen.

2.1.2. Stationdre Phasen in der Chromatographie

Stationare Phasen sind grundlegende Elemente im chromatographischen Prozess und

bieten die Oberflache, auf der die Trennung der Analyten erfolgt. Sie bestehen in der
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Regel aus einem Tragermaterial mit groBer spezifischer Oberflache und darauf kovalent
gebundenen Liganden. Die Eigenschaften dieser Materialien variieren je nach Einsatzge-
biet, wobei die Wahl des Tragermaterials entscheidend fiir die Effizienz, Selektivitat und
Stabilitat der Trennung ist.

Siliziumdioxid, besser bekannt als Silica, ist eines der am haufigsten verwendeten Materia-
lien, vor allem in der Hochleistungsfliissigchromatographie (HPLC) [40]. Silica zeichnet
sich durch eine hohe mechanische Stabilitat, eine groBe spezifische Oberflache und viel-
faltige Moglichkeiten zur chemischen Modifikation aus. Ein wesentlicher Nachteil von
Silica ist seine Anfalligkeit fir pH-Werte auBerhalb des Bereichs von 2 bis 8, was seine
Anwendung in bestimmten Trennverfahren einschrankt [41]. Aluminiumoxid wird haufig in
der analytischen Chromatographie eingesetzt und bietet hohe thermische Stabilitat sowie
gute mechanische Eigenschaften [42]. Allerdings weist es eine noch geringere chemische
Stabilitat als Silica auf und wird unter extremen pH-Bedingungen abgebaut [43].

Polymerbasierte stationare Phasen, wie polystyrolbasierte Harze, zeichnen sich durch hohe
chemische und pH-Stabilitat aus und sind in vielen chromatographischen Anwendungen
natzlich [22]. Sie sind besonders vorteilhaft in der lonenaustauschchromatographie und
bei Anwendungen, welche eine hohe pH-Stabilitat erfordern. Im Vergleich zu Silica haben
sie jedoch eine geringere Hydrophilitat, mechanische Stabilitat und spezifische Oberfla-
che [44]. Agarose, ein Polysaccharid aus Meerestang, ist aufgrund seiner biokompatiblen
und ungiftigen Eigenschaften weit verbreitet in der Biochemie und Molekularbiologie [45].
Agarose-Gele sind ideal fiir die Trennung von Proteinen, Nukleinsauren und anderen Bio-
molekiilen, da sie eine hohe Porositat aufweisen, welche die Diffusion groBer Molekiile
erleichtert [46]. Ein Nachteil von Agarose ist jedoch ihre begrenzte mechanische Stabilitat,
welche ihren Einsatz in Hochdruckanwendungen einschrankt. Kohlenstoffbasierte Materia-
lien wie Aktivkohle und graphitische Kohlenstoffe bieten einzigartige Eigenschaften fiir die
Adsorptionschromatographie und werden fiir spezielle Anwendungen genutzt [47]. Diese
Materialien haben eine hohe spezifische Oberflache und starke Adsorptionskrafte, sind
jedoch oft schwierig zu regenerieren und konnen Probleme mit der Reproduzierbarkeit

aufweisen.

Die Entwicklung stationarer Phasen reicht historisch bis in die friihen Tage der Chroma-
tographie zuriick, als natiirliche Materialien wie Starke, Zucker und Kieselgur verwendet
wurden. Mit der Weiterentwicklung der chromatographischen Techniken kamen spezia-
lisierte synthetische Materialien zum Einsatz. In den 1960er und 1970er Jahren fiihrte
die Entwicklung der HPLC zur weit verbreiteten Nutzung von Silica als Tragermate-
rial, das aufgrund seiner hohen Stabilitdt und chemischen Modifizierbarkeit geschatzt
wurde. Fortschritte in der Materialwissenschaft haben in den letzten Jahrzehnten zur
Entwicklung neuer polymerbasierter Materialien geflihrt, welche speziell fiir anspruchsvolle
chromatographische Anwendungen entwickelt wurden.
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Methacrylatbasierte Chromatographieharze stellen eine bedeutende Klasse unter den po-
lymerbasierten stationdren Phasen dar. Diese Materialien bieten chemische Stabilitat,
Anpassungsfahigkeit und vielfaltige Moglichkeiten zur chemischen Modifikation. Metha-
crylatbasierte stationare Phasen bestehen aus einem Netzwerk von Poly(methacrylat)-
Polymeren, welche durch radikalische Polymerisation von Methacrylat-Monomeren und
-Vernetzern hergestellt werden [16]. Typische Monomere sind Glycidylmethacrylat (GMA)
und 2-Hydroxyethylmethacrylat (HEMA) , wobei Ethylendimethacrylat (EDGMA)
oft als Vernetzer eingesetzt wird [50]. Die Polymerisation dieser Komponenten fiihrt zu
einem quervernetzten Polymernetzwerk, welches eine hohe mechanische und chemische
Stabilitat aufweist. Die Synthese kann durch Emulsions-, Suspensions- oder Lsungspo-
lymerisation erfolgen, wobei die Wahl der Methode die Porenstruktur und physikalischen
Eigenschaften des Endprodukts beeinflusst [16].

Methacrylatbasierte Materialien sind in einem weiten pH-Bereich stabil und widerstands-
fahig gegenuber vielen organischen Losungsmitteln, was ihre Anwendung in diversen
chromatographischen Methoden ermoglicht. Die chemische Struktur der Methacrylat-
Monomere erlaubt eine einfache Einfliihrung verschiedener funktioneller Gruppen, wodurch
die Oberflache der stationaren Phase spezifisch fiir bestimmte Analyten modifiziert werden
kann [51]. Dies bietet eine hohe Flexibilitat bei der Entwicklung maBgeschneiderter Trenn-
materialien. Abbildung zeigt beispielhaft die Reaktionsgleichung zur Modifizierung
von GMA mit einem schwachen Anionenaustauscherliganden und einem starken Kationen-
austauscherliganden [16]. Zusatzlich bieten methacrylatbasierte Polymere ausreichende
mechanische Festigkeit flir Hochleistungsanwendungen und kénnen in verschiedenen Par-
tikelgroBen und mit unterschiedlichen Porositaten hergestellt werden, um spezifischen

Trennanforderungen gerecht zu werden.
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Abbildung 2.2.: Reaktionsgleichung zur Modifizierung von GMA - Die Abbildung zeigt bei-
spielhaft Reaktionsgleichungen zur Modifizierung von GMA mit Sulfonsidure und DEAE.
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Trotz ihrer vielen Vorteile haben methacrylatbasierte stationdre Phasen auch einige Nach-
teile. lhre mechanische Stabilitat ist im Allgemeinen geringer als die von silicabasierten
Materialien, jedoch héher als die von agarosebasierten Materialien. Dies kann zu einer
eingeschrankten Nutzungsdauer unter extremen Betriebsbedingungen fithren [52]. Zudem
besitzen methacrylatbasierte Polymere typischerweise hydrophobere Eigenschaften als
Silica oder Agarose, was die Affinitdt bestimmter Zielmolekiile zur stationdren Phase
beeinflussen kann [53]. Ein Beispiel hierfiir ist Bovines Serumalbumin (BSA), ein Protein
mit hohem Anteil an hydrophoben Bereichen. Bei pH 7 adsorbiert blicherweise mehr
als 50 % des BSA an das Tragermaterial von unmodifizierten, GMA-basierten Partikeln.
Solche unspezifischen Interaktionen werden in chromatographischen Methoden meist ver-
sucht zu vermeiden, da diese zu Peakverbreiterung, Tailing und geringerer Trenneffizienz
fihren konnen.

Eine Moglichkeit, unspezifische Wechselwirkungen zu minimieren, ist die Hydrophilisie-
rung der Polymeroberflache. Bei GMA kann dies durch Spaltung der Epoxygruppe erreicht
werden, wobei 2,3-Dihydroxypropylmethacrylat (DHPMA) entsteht [54]. Die hydrophilen
Hydroxygruppen an den Seitenketten des Methacrylat-Monomers schirmen den hydropho-
ben Teil des Polymerriickgrats ab. Durch diese Hydrophilisierung kann eine vollstandige
Elution von BSA bei pH 7 erreicht werden [16]. Abbildung zeigt beispielhaft die
Reaktionsgleichung zur Hydrophilisierung von GMA.

Es ist jedoch zu beachten, dass hierbei nur die Methacrylat-Monomere hydrophilisiert
werden. Der weit verbreitete methacrylatbasierte Vernetzer EGDMA bleibt in seiner ur-
spriinglichen hydrophoben Form [55]. Somit steigt bei GMA-co-EDGMA-Partikeln die
Gesamthydrophobizitat mit dem Vernetzungsgrad. Zudem steigt die spezifische Ober-
flache sowie die mechanische Stabilitat der Partikel mit zunehmendem Vernetzungsan-
teil [56]. Eine grindliche Optimierung des Herstellungsprozesses von methacrylatbasierten
Chromatographieharzen ist somit fiir einen effizienten Trennprozess unerlasslich. Dies
macht die Entwicklung dieser komplexen funktionalisierten Polymere oft aufwendig und

kostenintensiv.

Heutzutage finden methacrylatbasierte stationare Phasen eine breite Anwendung in der

0 0
H,0 + [H'] - / _>_\
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Abbildung 2.3.: Reaktionsgleichung zur Hydrophilisierung von GMA - DHPMA entsteht durch
die Offnung der Epoxygruppe von GMA. Die hydrophilen Hydroxygruppen an den Seitenketten
des Methacrylat-Monomers schirmen den hydrophoben Teil des Polymerriickgrats ab.
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Trennung von Biomolekiilen, insbesondere Proteinen und Nukleinsauren, in der biophar-
mazeutischen Industrie [16} (57]. Durch ihre Anpassungsfahigkeit und chemische Stabilitat
eignen sie sich besonders fiir Anwendungen, welche spezifische Oberflachenmodifikationen
und robuste Betriebsbedingungen erfordern. Mit fortschreitender Forschung und Entwick-
lung werden neue Synthesemethoden und Modifikationstechniken erwartet, welche die
Leistungsfahigkeit und Anwendungsmoglichkeiten dieser Materialien weiter verbessern

werden.

Zusammenfassend bieten stationare Phasen in der Chromatographie eine breite Palette
von Materialien und Eigenschaften, welche je nach Anforderung der Anwendung ausge-
wahlt werden konnen. Methacrylatbasierte stationare Phasen stellen eine wichtige Wei-
terentwicklung dar, welche durch ihre Vielseitigkeit und chemische Robustheit zahlreiche
Vorteile bieten. Ein tiefes Verstandnis der Eigenschaften und Synthesemethoden dieser
Materialien ist entscheidend fiir die Optimierung von Trennprozessen und die Entwicklung

neuer Anwendungen in der analytischen und praparativen Chromatographie.

2.1.3. Massentransfer in der Chromatographie

Die Adsorption von Zielmolekiilen an die Oberflache stationdrer Phasen ist ein zentraler
Mechanismus, welcher die Effizienz und Trennleistung in der Chromatographie wesentlich
beeinflusst. Ein ebenso wichtiger Faktor ist jedoch auch der Transport von in der mobilen
Phase gelosten Molekiilen zur stationaren Phase und wieder zuriick. Dieser Vorgang wird
als Massentransfer bezeichnet.

Wenn ein Molekiil in das Zwischenkornvolumen einer Trennsdule aufgegeben wird, muss
es zunachst zu den Adsorbenspartikeln gelangen. Dieser Prozess wird maBgeblich durch
die Konvektion in der Saule beeinflusst. Hohere Stromungsgeschwindigkeiten der mobilen
Phase im Zwischenkornvolumen konnen den Massentransfer verbessern, da eine hohere
Flussrate die Zielmolekiile schneller zur stationaren Phase transportiert. Allerdings kann
eine zu hohe Flussrate die Trennungseffizienz ebenso beeintrachtigen, da die Molekiile
weniger Zeit haben, in die Partikelporen zu diffundieren [18]. Neben der Konvektion wird
die Bewegung der Molekiile im Zwischenkornvolumen auch durch Diffusionsvorgange
beeinflusst. Hier wird zwischen der axialen Dispersion und der radialen Dispersion unter-
schieden [58]. Die axiale Dispersion beschreibt die Diffusion der Zielmolekiile entlang der
Stromungsrichtung, wahrend sich die radiale Dispersion auf die Diffusion der Zielmolekiile

senkrecht zur Stromungsrichtung bezieht.

Gelangt ein Molekiil zu einem Partikel der stationaren Phase, kann der Massentransfer hier
in mehrere Schritte unterteilt werden, welche jeweils zur Verweilzeitverteilung in der Saule
beitragen. Die Partikel der stationaren Phase sind von einem unbewegten Flissigkeitsfilm,
der sogenannten Grenzschicht, umgeben. Der Weg durch die Grenzschicht und in die

Pore stellt die Schritte zwei und drei des Massentransports zur Partikeloberflache dar.
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Diese sind in der Regel die geschwindigkeitsbestimmenden Schritte. Hierbei hangt die
Diffusionsgeschwindigkeit sowohl von der GroBe und Form der Molekiile als auch von der
Viskositat der mobilen Phase ab. Kleinere Molekiile diffundieren schneller als groBere, was
zu einer effizienteren Trennung fiihren kann. Zusatzlich wird dieser Transportprozess von
der Porenstruktur der stationaren Phase beeinflusst. Die PorengroBe bestimmt, bis zu
welcher GroBe Molekiile in die Poren eindringen konnen. GroBere Molekiile, welche diesen
Grenzwert (berschreiten, haben nur einen begrenzten Zugang zur Adsorptionsoberflache.
Die Porenform und das Porenvolumen beeinflussen zusatzlich die Zeit, welche ein Molekil
benétigt, um in die Pore zu diffundieren und diese wieder zu verlassen. Dieser Vorgang
wird auch als intrapartikulare Diffusion oder Porendiffusion bezeichnet. Erst wenn ein

Molekiil nach diesem letzten Schritt an der Porenoberflaiche angekommen, kann es zu

Adsorption kommen. [4} [18]

Zusammenfassend wird der Massentransfer in der Chromatographie durch mehrere Fak-
toren beeinflusst, darunter Konvektion, axiale und radiale Dispersion sowie der Porendif-
fusion in der stationaren Phase. Das Verstandnis dieser Prozesse ist entscheidend fiir die

Optimierung der Trennleistung und Effizienz chromatographischer Verfahren.

2.1.4. Grundlagen der Adsorption

Die Adsorption von Molekiilen an Adsorbensoberflachen ist ein dynamischer Gleichge-
wichtsprozess, bei dem Molekiile von der mobilen Phase auf die Oberflache der stationéren
Phase iibergehen und umgekehrt. Dieses Gleichgewicht wird durch die Wechselwirkungen
zwischen den Molekiilen und den Adsorptionsstellen auf der Oberflache sowie die Konzen-
tration der Molekiile in der mobilen Phase bestimmt [60]. Im dynamischen Gleichgewicht
besteht eine Balance zwischen der Adsorption von Molekiilen auf die Oberflache und der
Desorption von der Oberflache zuriick in die mobile Phase [61]. Diese Prozesse kénnen

durch die folgenden Reaktionsgleichungen beschrieben werden [62]:
M+A—MA (2.2)

wobei M das freie Molekdl in Lésung, A eine freie Adsorptionsstelle und M A das adsor-
bierte Molekiil an einer Adsorptionsstelle darstellt. Die Geschwindigkeiten der Adsorption
(rags) und Desorption (74es) kdnnen als Funktion der Aktivitaten der freien Molekiile in
Losung (am) sowie der freien (ca) und belegten Adsorptionsstellen (cma) beschrieben
werden [63]:

Tads = kads N7V IR (23)

T'des = _kdes - OMA (24)

wobei k,4s und kges die Geschwindigkeitskonstanten der Adsorption und Desorption dar-

stellen. Die Nettoadsorptionsrate kann als die Summe zwischen Adsorptions- und Desorp-
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tionsgeschwindigkeit geschrieben werden [62] [63]:

doma
dt

= Kads - oM - @A — Kdes - OmA (2.5)

Die Aktivitat der freien Adsorptionsstellen kann durch die Aktivitat der Gesamtzahl an
Adsorptionsstellen ama max und die Aktivitat der besetzten Adsorptionsstellen beschrieben

werden:

QA = OMAmax — O'MA (2.6)
Durch Einsetzen von Formel 2.6|in Formel 2.5] ergibt sich:

dOéM

W = kads . OéM . (OZMA’max - aMA) - kdes : aMA (27)

Sobald sich das Gleichgewicht zwischen der Aktivitat der adsorbierten Molekiile und der
Molekiile in der mobilen Phase eingestellt hat, ist die Nettoadsorptionsrate gleich Null.
Somit gilt [64]:

Kads - am - (MAmax — OMA) = Kdes - CMA (2.8)

Die Gleichgewichtskonstante K., wird definiert durch das Verhaltnis der Adsorptions-
und Desorptionsgeschwindigkeiten im Gleichgewicht [65]:

kads
Keq = 2.9
q kdes ( )
Da der Bedeckungsgrad 6 der Anteil der besetzten Adsorptionsstellen ist, gilt:
f = WA (2.10)

OCIVIA,max

Durch Einsetzen von Formel und Formel in Formel und Umformen ergibt
sich folgende Formel fiir den Bedeckungsgrad:

Keq eayv

= 2.11
1—|—Keq - aMm ( )

Diese Gleichung ahnelt der Langmuir-Isotherme. Dieses Isothermenmodell wurde urspriing-
lich von Irving Langmuir zur Beschreibung der Adsorption von Gasmolekiilen an Aktivkohle
mathematisch hergeleitet [66]. Traditionell wird das Modell ebenso erfolgreich fiir die Ad-
sorption von in Fliissigkeit gelosten Stoffen an Festkorpern, wie in der Chromatographie,
eingesetzt [67]. Um seine Anwendbarkeit sicherstellen, miissen mehrere grundlegende
Annahmen erfiillt sein. Erstens wird angenommen, dass die Adsorption ausschlieBlich in
einer einzigen Schicht auf der Oberflache stattfindet, wobei jedes Molekiil nur an eine
Bindestelle des Adsorbens binden kann. Zweitens geht das Modell von einer homogenen
Adsorbensoberflache aus, was bedeutet, dass alle Bindestellen energetisch gleichwertig

sind und die gleiche Affinitat fiir die adsorbierten Molekiile aufweisen. Drittens wird ange-
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nommen, dass keine Wechselwirkungen zwischen den adsorbierten Molekdilen existieren,
sodass die Anwesenheit eines Molekiils an einer Bindungsstelle die Adsorption anderer
Molekiile an benachbarten Bindungsstellen nicht beeinflusst. Diese Annahmen ermogli-
chen eine einfache mathematische Beschreibung der Adsorptionsprozesse, obwohl in der
Praxis oft Abweichungen auftreten konnen. Mathematisch wird die Langmuir-Isotherme
durch folgende Formel ausgedriickt [66) [67]:

KL'C*
1—|—K|_'C*

*

q = Qmax * (212)

Hierbei ist ¢* die Gleichgewichtsbeladung, ¢ma.x die maximale Gleichgewichtsbeladung
und ¢* ist die Gleichgewichtskonzentration der Zielmolekiile in der mobilen Phase. K|
ist die Langmuir-Konstante, welche die Affinitdt der adsorbierenden Molekiile zu den
Adsorptionsstellen beschreibt. Ein hoher Wert von K| deutet auf eine hohe Affinitat eines
Molekiiles zur Adsroptionsoberflache hin, welches somit stark adsorbiert [64].

Die Langmuir-Isotherme beschreibt somit, wie die Beladung eines Adsorbens im Gleichge-
wicht von der Konzentration des Zielmolekiils in der mobilen Phase abhangt und wie die
Sattigung der Oberflache bei hohen Konzentrationen erreicht wird [68]. Abbildung
zeigt den typischen Verlauf einer Langmuir-Isotherme. Auf der x-Achse ist ¢* und auf
der y-Achse ¢* dargestellt. Der Verlauf der Kurve zeigt zunachst einen steilen Anstieg
der Beladung bei niedrigen Konzentrationen, gefolgt von einer Plateauphase bei hoheren
Konzentrationen. Dieses Plateau reprasentiert gmax, bei der alle verfligbaren Adsorptions-
stellen besetzt sind und keine weitere Adsorption stattfinden kann. K| kann ebenfalls
aus dem Langmuirplot abgelesen werden. Bei halbmaximaler Maximalbeladung (%5>)

entspricht die Gleichgewichtskonzentration K| *.

Der Bedeckungsgrad kann auch beschrieben werden als [64]:

=1 (2.13)

qmax

Desweiteren wird die Aktivitat in Flissigkeit geloster Stoffe wie folgt definiert [64] [69]:

*

c
aM = Ya - o (2.14)

hierbei ist 7, der Aktivitatskoeffizient und cg der Referenzzustand, welcher zur Normierung

der Aktivitat verwendet wird. Ublicherweise wird cg als die Standardkonzentration von

1 mol/L definiert. Durch Einsetzen von Formel und Formel in Formel und

Vergleich mit Formel lasst sich folgender Zusammenhang zwischen der Langmuir-
Konstante und der Gleichgewichtskonstante ermitteln [64]:

Keg=K_ - (2.15)
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Qmax

--------------------------------------------------- - %Q

max

Gleichgewichtsbeladung (g*)

K,_'1 Gleichgewichtskonzentration (c*)

Abbildung 2.4.: Graphischer Verlauf der Langmuir-lsotherme - Die x-Achse zeigt die Gleich-
gewichtskonzentration des Zielmolekiils in der mobilen Phase, wahrend die y-Achse die Gleich-
gewichtsbeladung darstellt. Das Plateau der Kurve reprasentiert die maximale Beladung. Bei
halbmaximaler Gleichgewichtsbeladung kann das Reziproke der Langmuirkonstante abgelesen
werden.

Dieser mathematischen Herleitung zugrundeliegend postulierten Ghosal und Gupta, dass
K\ und K¢q numerisch gleich sein kénnen. Denn fiir nicht-ionische Spezies oder ionische
Substanzen in verdiinnter Losungen ist v gleich eins. Nimmt die Konzentration des
ionischen gelosten Stoffes zu, unterscheidet sich die Aktivitat jedoch von der molaren
Konzentration. Wenn die Losung mehrere unterschiedliche ionische Spezies enthalt, kann
die Aktivitat maBgeblich beeinflusst werden, was zu Werteunterschieden von K| und K
fihrt.

Zusammenfassend ist Adsorption ist ein dynamischer Gleichgewichtsprozess, welcher durch
Wechselwirkungen zwischen Molekiilen und Adsorptionsstellen sowie durch die Konzentra-
tion der Molekiile in der mobilen Phase bestimmt wird. Die Langmuir-Isotherme beschreibt
dieses Gleichgewicht und gibt Aufschluss (iber die maximale Beladung und die Affinitat der
Molekiile zur Adsorptionsoberflache. Zusatzlich besteht eine numerische Gleichheit zwi-
schen der Langmuir-Konstante und der Gleichgewichtskonstante der Adsorption, jedoch

lediglich fiir nicht-ionische Spezies oder ionische Substanzen in verdiinnter Losungen.

Im Gegensatz zu dieser kinetischen Beschreibung kann die Adsorption auch thermody-
namisch betrachtet werden. Die thermodynamischen Grundlagen der Adsorption sind
vor allem entscheidend, um die Bindeenergien und Gleichgewichtszustande zu verstehen,
welche bei der Adsorption von Molekiilen auf Oberflachen auftreten [70]. Eine wichtige
thermodynamische GroBe ist die Gibbs'sche freie Energie (AG), welche den Energieun-
terschied zwischen dem adsorbierten und dem nicht-adsorbierten Zustand eines Systems
beschreibt [71]. AG kann verwendet werden, um die Spontaneitat des Adsorptionspro-
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zesses zu bestimmen und kann wie folgt berechnet werden
AG=AH —-T-AS (2.16)

AG=—R T InKg (2.17)

Hierbei ist AH die Enthalpiednderung, AS die Entropieanderung, R die universelle
Gaskonstante und T' die Temperatur. Negative und positive Werte von AG spiegeln
jeweils den spontanen beziehungsweise nicht-spontanen Adsorptionsprozess wider. Somit
hangt die thermodynamische Durchfiihrbarkeit einer Reaktion letztendlich von AG ab.
Die korrekte Schatzung dieses thermodynamischen Parameters ist also entscheidend fiir

die Beschreibung des Adsorptionsprozesses.

Die zur Berechnung von AG bendtigten thermodynamischen Parameter kdnnen mittels
der van't Hoff Gleichung bestimmt werden

AH 1 AS

aneq:—?'T—F R (218)

Durch die Darstellung von In K., gegen % kann AH aus der Steigung der resultierenden

Gerade bestimmt werden, und AS kann aus dem Achsenabschnitt abgeleitet werden.

AH gibt die Warmemenge an, welche bei der Adsorption freigesetzt oder aufgenommen
wird. Ein negativer Wert deutet auf einen exothermen Prozess hin, bei dem Warme
freigesetzt wird, was oft auf eine starke Bindung zwischen den Adsorbat und Adsorpti-
onsstellen hinweist. Ein positiver Wert von AH zeigt einen endothermen Prozess an, bei

dem Warme aufgenommen wird, was auf schwachere Wechselwirkungen hinweist.

AS ist ein MaB fiir die Anderung der Unordnung im System wahrend der Adsorption.
Eine positive Entropieanderung bedeutet, dass die Unordnung im System zunimmt, was
haufig bei der Freisetzung von Lésungsmittelmolekiilen von der Oberflache auftritt. Eine
negative Entropieanderung deutet darauf hin, dass die Unordnung abnimmt, was bei der
Ordnung der Adsorbatmolekiile auf der Oberflache der Fall sein kann.

Zusammenfassend bietet die Thermodynamik Einblicke in die Energiednderungen und
Gleichgewichtszustande, welche wahrend der Adsorption auftreten. Die Gibbs'sche freie
Energie, die Enthalpie und die Entropie sind wesentliche Parameter, welche die Sponta-

neitat und das Verhalten des Adsorptionsprozesses bestimmen.

2.1.5. Hochdurchsatz-Screening und Prozessentwicklung

In der modernen Biotechnologie spielen Hochdurchsatz-Screenings (engl.: High-Throughput-
Screening (HTS)) und Prozessmodellierung eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung
und Optimierung von Prozessen. Diese fortschrittlichen Technologien haben die Anzahl
notwendiger Experimente erheblich reduziert und somit auch die Kosten gesenkt [75]. Um
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jedoch prazise und verlassliche Modelle zu erstellen, ist eine solide Datengrundlage uner-
lasslich [76]. Hierfir kann HTS genutzt werden, um taglich Tausende von Datenpunkten

Zu generieren.

HTS wurde urspriinglich in der pharmazeutischen Industrie zur Wirkstoffentdeckung ent-
wickelt [77]. Mit der Zeit wurde klar, dass die Entdeckungsrate neuer Wirkstoffe trotz
steigender Investitionen in Forschung und Entwicklung zuriickging [78]. Um diesem Trend
entgegenzuwirken, wurden Methoden entwickelt, welche groBe Mengen an chemischen
Verbindungen gegen biologische Zielmolekiile testen konnten. Diese Methoden basieren
auf Prinzipien wie Miniaturisierung, Parallelisierung, Automatisierung und umfassender
Datenanalyse [77]. Regulatorische Initiativen und der hohe Wettbewerbsdruck in der
Pharmaindustrie haben die Weiterentwicklung und Verbreitung von HTS zusatzlich be-

schleunigt.

Ein wesentlicher Vorteil von HTS ist die Fahigkeit, den Materialbedarf und die damit
verbundenen Kosten zu reduzieren. Traditionell war die Prozessentwicklung durch hohe
Materialkosten und die Anzahl moglicher Experimente begrenzt. Dank der Miniaturisie-
rung und Parallelisierung kénnen nun mehr Experimente in kiirzerer Zeit durchgefiihrt
werden, wodurch ein breiteres Spektrum an Bedingungen getestet werden kann. Dies
erhoht die Wahrscheinlichkeit, optimale Betriebsbedingungen zu finden und robuste Ar-
beitsbereiche zu etablieren :

Die Miniaturisierung in der Biotechnologie hat sich von Milliliter-MaBstaben in Proberdhr-
chen hin zu Mikrotiterplatten und Chip-Technologien entwickelt [80]. Mikrotiterplatten
waren ein bedeutender Schritt in Richtung HTS, da sie die parallele Verarbeitung vieler
Proben auf einer kleinen Flache erméglichen. Anfangs hatten diese Platten 96 Wells mit
jeweils 100-200 Mikroliter Arbeitsvolumen. Die zunehmende Verwendung von Pipettierro-
botern fiihrte zu einer erneuten Erhohung der Probendichte mit Platten mit bis zu 3456
Wells und einem Volumen von nur 1-2 Mikrolitern. Diese Entwicklung hat die Kosten fiir

Probenmaterialen erheblich gesenkt und die bendétigte Zeit fiir Experimente verkdrzt.

Die Automatisierung hat zusatzliche signifikante Fortschritte ermoglicht. Pipettierroboter
(engl. Liquid Handling Station (LHS)) kénnen standardisierte Experimente im Mikroliter-
MaBstab schnell und prazise durchfiihren. Dies minimiert nicht nur menschliche Fehler,
sondern erhoht ebenso die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse [78]. Roboter ibernehmen
zudem Aufgaben wie den Transfer von Mikrotiterplatten zu Analysegeraten. UV /VIS-
Plattenleser kénnen automatisierte Absorptionsmessungen durchfiihren, und durch die
Integration von Datenverarbeitungsprogrammen kann die Analyse und Entscheidungs-
findung vereinfacht werden [79]. Dies erméglicht die vollstandige Automatisierung und

Auswertung komplexer Arbeitsablaufe im Labor.

Ein kostenintensiver Bereich in der pharmazeutischen Produktion ist die chromatogra-
phische Aufarbeitung [79]. Hier sind HTS-Methoden niitzlich, da sie die Effizienz und
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Effektivitat der Trennprozesse verbessern konnen. Fiir ein erstes Screening in der frithen
Phase der Prozessentwicklung werden haufig 96-Well Filterplatten fiir chargenweise Inku-
bationschromatographieexperimente verwendet [81]. Hierbei werden die Wells der Platten
zu Beginn der Versuche mit einer definierten Menge an Chromatographieharz gefiillt. Der
Boden der Wells besteht aus einem Filtern, welcher Flissigkeiten zunachst zuriickhalt.
Wird an der Unterseite der Platte jedoch ein Unterdruck angelegt, oder werden die Plat-
ten in eine Zentrifuge gestellt, passiert die Fliissigkeit die Filter und wird aus den Wells
gezogen [82]. Da das Chromatographieharz die Filter nicht passieren kann, verbleibt es
in den Wells. Diese Technik ist besonders niitzlich fiir die schnelle Charakterisierung von
Protein-Ligand-Wechselwirkungen und die Optimierung von Aufreinigungsprozessen in

der biopharmazeutischen Industrie.

Eine weiter Hochdurchsatzmethode in der Chromatographie sind sogenannte Roboco-
lumns. Diese sind kleine Chromatographiesdulen mit Volumina von 50 bis 600 Mirkolitern
und wurden entwickelt um von LHSs betrieben zu werden. Somit wird eine automati-
sierte und parallele Durchfiihrung von Saulenexperimente ermoglicht. Ein entscheidener
Vorteil zu Filterplatten ist hierbei, dass ebenfalls saulenspezifische Prozessparameter, wie
Flussraten, untersucht werden konnen. Zu den Nachteilen von Robocolumns zahlen die
vergleichsweise hohen Investitionskosten, da die Saulen lediglich bereits gepackt gekauft
werden koénnen.

Zusammenfassend haben Hochdurchsatz-Screenings die biotechnologische Prozessent-
wicklung revolutioniert. Diese Technologien ermoglichen Kostensenkungen, schnelle Pro-
zessoptimierung und eine einhergehende Effizienzsteigerung bei gleichzeitiger Reduzierung
von Personalkosten. Zudem konnen groBe Mengen experimentelle Daten in kurzer Zeit
aufgenommen werden, was fiir die Validierung und das Training von Modellen vorteilhaft
ist.

2.1.6. Modellierung in der Chromatographie

Die Bestimmung idealer Binde- und Elutionsbedingungen fiir Biomolekiile stellt in der
Prozessentwicklung eine komplexe Herausforderung dar. Diese Komplexitat wird durch die
begrenzte Verfligbarkeit und die hohen Kosten von Produktproben in den frithen Phasen
der Arzneimittelentwicklung noch verscharft, da umfangreiche empirische Untersuchungen
nicht moglich sind. [11].

Um diese Herausforderungen zu bewaltigen, haben sich computergestiitzte Modellierungs-
methoden als niitzlich erwiesen. Seit der Mitte des 20. Jahrhunderts wurden grundlegende
empirische Modelle entwickelt, welche das Verstandnis der Kinetik und Thermodynamik
chromatographischer Prozesse ermoglichten [83) [84] [85]. Diese friihen Modelle wurden
zu fortschrittlicheren mechanistischen Modellen weiterentwickelt, welche auf physikali-
schen und chemischen Prinzipien basieren und ein tieferes Verstandnis der chromatogra-
phischen Prozesse boten [86 [87]. Ein wichtiger Fortschritt in diesem Bereich war die
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Entwicklung neuer Isothermen, wie der SMA-Isotherme fiir die lonenaustauschchromato-
graphie [88]. Ebenso wurde das Adsorptionsverhalten in der MMC durch die Integration
elektrostatischer und hydrophober Wechselwirkungen in den Isothermengleichungen bes-
ser beschrieben [9] [89] [90]. Mechanistische Modelle ermdglichen eine genaue Vorhersage
des Chromatogramms und bieten zusatzlich einen detaillierteres Einblick in den chroma-

tographischen Prozesses.

Quantitative Struktur-Eigenschafts-Beziehungen (engl. Quantitative Structure-Property
Relationships (QSPR)) und Quantitative Struktur-Aktivitats-Beziehungen Quantitati-
ve Structure-Activity Relationships (QSAR)) etablierten sich in den spaten 1970er und
frihen 1980er Jahren als weitere bedeutende Modellierungsansatze [91]. Urspringlich
basierten diese Modelle auf einfachen Korrelationen zwischen molekularen Deskriptoren
und chromatographischen Ergebnissen. Heutzutage umfassen sie eine breite Palette von
Deskriptoren und nutzen komplexe statistische Methoden, einschlieBlich maschinellen
Lernens [92, [93]. Besonders in der MMC erméglichten diese Modelle, das Verhalten von
komplexen Molekiilen, wie Proteinen, unter verschiedenen chromatographischen Bedin-

gungen prazise vorherzusagen [94].

Mit dem Beginn der 2000er Jahre fanden molekulare Simulationen Einzug in die Chroma-
tographie [12} (13} 95, [14] [96]. Fortschritte in der Rechenleistung und in den Algorithmen
erlaubten detaillierte und genaue Simulationen, welche Einblicke in die molekularen Wech-
selwirkungen innerhalb chromatographischer Systeme boten [14]. Im Gegensatz zu QSPR
und QSAR Ansatzen wurde hierbei die Bindeenergie zwischen den Zielmolekilen und
der stationdren Phase direkt berechnet. Diese Simulationen erwiesen sich als duBerst
vielversprechend, insbesondere fiir die Vorhersage des Binde- und Elutionsverhaltens von
Peptiden und Proteinen in der lonenaustausch- [12] [14] und der multimodalen Chro-
matographie [95] (96].

Zusammenfassend brachten die Fortschritte in der Modellierung der Chromatographie
bereits bedeutende Verbesserungen im Verstandnis und in der Effizienz der Trennmethode.
Zusatzlich bieten sie wertvolle Einblicke, welche zur Optimierung und Beschleunigung
der biotechnologischen Forschung und Prozessentwicklung beitragen. Die zukiinftige
Weiterentwicklung dieser Methoden verspricht die Innovationskraft und Wettbewerbsfa-
higkeit der Branche weiter zu starken und konnte sich als entscheidend erweisen, um
den wachsenden Anforderungen und den Wettbewerbsdruck in der Biotechnologie und

Pharmaindustrie gerecht zu werden.
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2.2. Grundlagen molekularer Simulationen

Molekulare Simulationen sind computerbasierte Methoden zur Modellierung und Vorhersa-
ge des Verhaltens von Atomen und Molekiilen in verschiedenen Systemen. Sie ermdglichen
Einblicke in dynamische Prozesse auf molekularer Ebene, welche experimentell oft nur
schwer zuganglich sind [97]. Basierend auf physikalischen Modellen und mathematischen
Algorithmen beschreiben diese Techniken die Wechselwirkungen zwischen den Teilchen ei-
nes Systems. Durch die Simulation von Atombewegungen und Molekiilwechselwirkungen
erlauben molekulare Simulationen das Studium der Struktur und Dynamik chemischer
und biologischer Systeme [98].

Die Geschichte der molekularen Simulationen begann in den 1950er-Jahren, als die ers-
ten computerbasierten Modelle entwickelt wurden. Anfangs waren diese Modelle auf
einfache Systeme beschrankt, da die Rechenleistung der Computer zu jener Zeit sehr
begrenzt war. Ein Meilenstein war die Einflihrung der Monte-Carlo-Methode und der
Molekulardynamik-(MD)-Simulationen, welche es erméglichten, das Verhalten von Flis-
sigkeiten und Gasen auf atomarer Ebene zu untersuchen [99]. Die Monte-Carlo-Methode,
urspriinglich fiir Probleme der statistischen Physik entwickelt, wurde an die Bediirfnisse
der Chemie angepasst, um Gleichgewichtseigenschaften von Molekiilsystemen zu berech-
nen [100]. Molekulardynamik-Simulationen, welche auf den Bewegungsgleichungen von
Newton basieren, ermoglichten es, die zeitliche Entwicklung von Systemen zu verfolgen

und dynamische Prozesse zu untersuchen [101].

In den folgenden Jahrzehnten wurden die Methoden und Algorithmen der molekularen
Simulationen kontinuierlich weiterentwickelt. Die Einfiihrung leistungsfahigerer Computer
und paralleler Rechenarchitekturen ermoglichte die Simulation groBerer Systeme tber lan-
gere Zeitraume. Mitte der 1980er-Jahre wurden die ersten kommerziellen Softwarepakete
fir molekulare Simulationen entwickelt, welche den Zugang zu diesen Techniken erleich-
terten. Mit der Entwicklung fortschrittlicher Kraftfelder, welche die Wechselwirkungen
zwischen Atomen genauer beschreiben, konnten realistischere Modelle von Biomolekiilen

und Materialien erstellt werden [102, [103] [104].

Heute sind molekulare Simulationen in vielen Bereichen der Wissenschaft und Tech-
nik weit verbreitet. In der Chemie und Biochemie werden sie eingesetzt, um die Struk-
tur und Funktion von Proteinen, Nukleinsauren und anderen Biomolekilen zu verste-
hen [17]. Sie helfen dabei, die Mechanismen von enzymatischen Reaktionen, Protein-
Ligand-Wechselwirkungen und den Einfluss von Mutationen auf die Molekiilstruktur zu
untersuchen. In der Materialwissenschaft ermoglichen molekulare Simulationen die Vor-
hersage der Eigenschaften neuer Materialien, die Optimierung von Katalysatoren und die
Untersuchung von Oberflachenprozessen. Auch in der Pharmazie und Nanotechnologie

finden molekulare Simulationen eine breite Anwendung.

Mit den Fortschritten in der Hardware und der Entwicklung neuer Algorithmen hat sich
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das Spektrum der molekularen Simulationen zunehmend erweitert. High-Performance
Computing und die Verwendung von GPU-Beschleunigung erméglichen die Simulation
groBer biomolekularer Komplexe und die Durchfiihrung langer Simulationslaufe. Metho-
den wie die Freie-Energie-Berechnungen, die Dichtefunktionaltheorie (DFT) und hybride
Quantenmechanik/Molekulardynamik-Simulationen bieten tiefe Einblicke in chemische
Reaktionen und molekulare Mechanismen [98].

Im folgenden Kapitel werden die Grundlagen der Molekularmechanik und Molekulardyna-
mik naher erlautert. Darauf aufbauend werden Einfithrungen in Coarse-Grained Simula-
tionen und die Quantenmechanik gegeben. AbschlieBend werden gangige Methoden zur

Berechnung der freien Gibbs-Energie prasentiert.

2.2.1. Molekularmechanische Simulationen

Die Molekulare Mechanik (MM) stellt eine grundlegende Methode dar, um die Struktur
und Energie von Molekiilen mithilfe von Computersimulationen auf Basis klassischer
physikalischer Prinzipien zu modellieren und vorherzusagen. Anstelle der in quanten-
mechanischen Methoden detailliert beschriebenen Elektronenverteilungen verwendet die
Molekulare Mechanik eine vereinfachte Darstellung, bei der Atome als Kugeln und Bin-
dungen als Federn modelliert werden [105]. Diese Herangehensweise erméglicht es, die
potenzielle Energie eines Systems zu berechnen und durch deren Minimierung die Kon-

formation von Molekilen zu untersuchen [106].

In molekularen Simulationen wird die potenzielle Energie eines Molekiils durch ein Kraft-
feld, welches aus verschiedenen Energiebeitragen besteht, beschrieben. Ein typisches
Kraftfeld umfasst Komponenten wie Bindungsstreckung, Bindungswinkelbiegung, Tor-
sionswinkel und nicht-bindende Wechselwirkungen [103]. Die Energieanderung durch
die Dehnung oder Stauchung einer Bindung wird als harmonischer Oszillator modelliert,
wobei die Bindungsenergie (Egindung) durch die Gleichung definiert wird [106]. Hier-
bei ist Ay, die Kraftkonstante der Bindung, 7, die aktuelle Bindungslange und 7, die
Gleichgewichtsbindungslange.

EBindung = kb(rb - Tb,0)2 (219)

Die Energieanderung durch die Anderung der Winkelenergie (Ewinker) Wird ebenfalls als
harmonischer Oszillator modelliert (Gleichung [2.20)), wobei ky die Kraftkonstante des
Winkels, 6y, der aktuelle Bindungswinkel und 6, der Gleichgewichtsbindungswinkel sind.

BEwinkel = ko(0p — O0)* (2.20)

Die Energieanderung durch die Drehung um eine Bindung wird durch eine periodische

Funktion beschrieben. Die Torsionsenergie (Et) hangt von der Amplitude (V},), der
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Periodizitat (n), dem Torsionswinkel (¢) und der Phasenverschiebung () ab. Dabei
bestimmt V,, die Hohe der Energiebarriere, welche iberwunden werden muss, wenn das
Molekiil von einer bevorzugten Konformation zur nachsten wechselt. Je groBer V,,, desto
hoher ist die Energiebarriere fiir die Rotation um die Bindung. Der Parameter n gibt die
Anzahl der bevorzugten Konformationen innerhalb einer vollstandigen 360-Grad-Drehung
an. Ein Wert von n = 2 bedeutet beispielsweise, dass es zwei bevorzugte Konformation
gibt. ¢ beschreibt den aktuellen Winkel zwischen den Atomen, welche durch die Drehung
um die Bindung verbunden sind. v bestimmt, bei welchem Wert von ¢ die Energiebarriere
ihren Hohepunkt oder ihr Minimum erreicht [105].

Er = ‘;n [1 + cos(ng — )] (2.21)

Nicht-bindende Wechselwirkungen werden beispielsweise durch van-der-Waals-Krafte oder
elektrostatische Wechselwirkungen modelliert. Der Energiebeitrag der van-der-Waals-

Krafte (Evaw) wird typischerweise durch das Lennard-Jones-Potential beschrieben (Glei-

chung 2.22) [107].

a2 (2)]

Hierbei ist € die Tiefe des Potentialminimums, o der endliche Abstand, bei dem das Po-
tential null wird, und r, der Abstand zwischen zwei Atomen. Das Lennard-Jones-Potential
zeigt somit den Verlauf der Wechselwirkungsenergie zwischen zwei ungebundenen Atomen
in Abhangigkeit ihres Abstands. In Abbildung [2.5/ist das Potential graphisch dargestellt,
wobei auf der x-Achse der Abstand zwischen zwei Atomen und auf der y-Achse die van-der-
Waals-Energie nach Lennard-Jones aufgetragen ist. Die Parameter ¢ und € sind ebenfalls
im Diagramm eingezeichnet. Bei sehr kleinen Abstanden steigt die Energie aufgrund star-
ker abstoBender Krafte steil an. Mit zunehmendem Abstand sinkt die Energie und erreicht
ein Minimum bei r, = o, welches durch ¢ bestimmt wird. Bei groBen Abstanden nahert

sich die Energie null an, da die anziehenden van-der-Waals-Krafte schwacher werden.

Elektrostatische Wechselwirkungen werden haufig durch die Anwendung des Coulomb’schen

Gesetzes modelliert. Die Coulomb’sche Energie (Ecoy) ist definiert als [108]:

Ecoy = —Pi2pJ (2.23)

wobei g, ; und g, ; die Partialladungen der Atome sind und ¢, die elektrische Feldkonstan-
te [106].

Die Konstanten der Terme fiir die Teilenergien in den Kraftfeldern stammen aus verschie-
denen Quellen. Experimentelle Daten wie Rontgenkristallstrukturanalysen, Infrarotspek-

troskopie und Kernspinresonanz liefern direkte Informationen tber die geometrischen und
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o
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Van-der-Waals Energie (E, )

Abstand zwischen zwei Atomen (r,)

Abbildung 2.5.: Verlauf des Lennard-Jones-Potentials - Das Diagramm zeigt die van-der-
Waals-Energie nach Lennard-Jones in Abhangigkeit vom Abstand zwischen zwei ungebundenen
Atomen. Die Parameter o und € sind im Diagramm markiert.

energetischen Eigenschaften von Molekiilen [105]. Zusatzlich kdnnen quantenmechanische
Methoden verwendet werden, um die Parameter zu berechnen. Einige Kraftfeldparameter
werden durch empirische Anpassung an experimentelle Daten bestimmt, um die beste
Ubereinstimmung mit bekannten physikalischen Eigenschaften und Verhaltensweisen der
Molekiile zu erzielen. Bekannte Kraftfelder wie AMBER [109], CHARMM und
OPLS verfligen iber umfangreiche Sammlungen von Parametern, welche iiber viele
Jahre hinweg entwickelt und validiert wurden. Sie bieten standardisierte Parameter fiir

eine Vielzahl von Molekiilen und funktionellen Gruppen.

Die Gesamtenergie eines Molekiils ergibt sich als Summe aller Teilenergien der kovalenten
und nicht-kovalenten Wechselwirkungen. Durch die Minimierung dieser potenziellen Ener-
gie konnen die stabilsten Konformationen eines Molekiils ermittelt werden. Zur Energieop-
timierung werden Algorithmen wie der Gradientenabstieg, das Newton-Raphson-Verfahren
oder konjugierte Gradientenmethoden eingesetzt. Diese Algorithmen suchen nach der
Konformation, bei der die erste Ableitung der Energie null ist, was einem Energieminimum
entspricht. Wahrend der Gradientenabstieg die Atome in Richtung des steilsten Energie-
abfalls bewegt, nutzen das Newton-Raphson-Verfahren und die konjugierten Gradienten

komplexere Ansatze fiir eine schnellere Konvergenz [110].

Die Berechnung der nicht-bindenden Wechselwirkungen ist hierbei der rechenaufwendigste
Teil der Simulation. Die Anzahl der intramolekularen Wechselwirkungen ist proportional
zur Anzahl der Teilchen im System. Dagegen nehmen die nicht-bindenden Wechselwir-
kungen mit der Ordnung N? zu, da jedes Teilchenpaar im System beriicksichtigt werden

muss. Aus diesem Grund ist es sinnvoll, eine Cutoff-Distanz zu definieren, ab welcher
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bestimmte Wechselwirkungen vernachlassigbar sind. Beispielsweise wird haufig ein Cutoff
von 2,5 0 bei der Lennard-Jones-Wechselwirkung angewendet [110]. Die Cutoff-Strategie
fihrt jedoch zu Diskontinuitaten in der potenziellen Energie, weshalb Verschiebungs-
funktionen implementiert werden mdissen, um eine kontinuierliche Gesamtenergie zu

gewahrleisten [105].

Die molekulare Mechanik stellt somit eine effektive Methode dar, um die Struktur und
Energie von Molekiilen zu modellieren und vorherzusagen. Durch den Einsatz von Kraft-
feldern und Energieoptimierungsverfahren lassen sich die stabilsten Konformationen sowie
die dynamischen Eigenschaften von Molekilen erforschen. Dies ermoglicht detaillierte
Einblicke in die physikalischen und chemischen Eigenschaften von Molekiilen und Mate-

rialien.

2.2.2. Molekulardynamische Simulationen

Die Molekulardynamik (MD) ist eine Simulationsmethode zur Untersuchung der zeitlichen
Evolution von atomaren Systemen. Im Gegensatz zur MM, welche statische Eigenschaften
untersucht, ermoglicht die MD die Untersuchung dynamischer Prozesse, indem sie die
unter Einwirkung von Kraften resultierenden Bewegungen von Atomen simuliert. Diese
Vorgehensweise basiert auf den klassischen Newtonschen Bewegungsgleichungen und
verwendet Kraftfelder, um die Krafte zwischen den Atomen zu berechnen [100] [101].
Somit konnen MD-Simulationen detaillierte Informationen tber die Struktur und Dyna-
mik eines Systems liefern und finden breite Anwendung in der Chemie, Biophysik und
Materialwissenschaft [104].

Abbildung 2.6|bietet eine Ubersicht iiber die iterativen Prozessschritte einer MD-Simulation.
Im Folgenden werden die hierbei aufeinanderfolgenden Ablaufe genauer erlautert. Der
erste Schritt ist die Initialisierung der Anfangsbedingungen. Die Anfangspositionen der
Atome (r,;(0)) werden haufig aus experimentellen Strukturdaten oder vorherigen Simu-
lationen iibernommen. Die Anfangsgeschwindigkeiten (v;(0)) werden in der Regel gemaB

der Maxwell-Boltzmann-Verteilung bei einer bestimmten Temperatur (7") zugewiesen [98]:

m \3/? muv?
flv) = (27rkBT> P <_ 2k3T> (2.24)

wobei kp die Boltzmann-Konstante, m die Masse des Atoms und v der Betrag der

Geschwindigkeit ist.

Im nachsten Schritt erfolgt die Kraftberechnung. Die auf jedes Atom wirkende Kraft
(F;) wird als negativer Gradient der potenziellen Energie (U) nach der Position (r,;)

berechnet:

U (2.25)
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Initialisierung der
Anfangspositionen
und Geschwindigkeiten
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f Kraftberechnung: )
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Integration der
Bewegungsgleichungen
(Velocity-Verlet-Algorithmus)
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(z. B. Berendsen-Thermostat)
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(Energie, Temperatur, Druck)
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Abbildung 2.6.: Flussdiagramm des Ablaufs einer MD-Simulation — Die aufeinanderfolgenden
Schritte der Initialisierung, Kraftberechnung, Integration der Bewegungsgleichungen, Tempera-
turkontrolle und Datensammlung werden wiederholt, bis die gewiinschte Simulationszeit erreicht
ist.

Diese Kraftberechnung basiert, wie bei MM-Methoden, auf dem verwendeten Kraftfeld,

welches die Wechselwirkungen zwischen den Atomen beschreibt.

Um die neuen Positionen und Geschwindigkeiten der Atome zu bestimmen, werden an-

schlieBend die Newtonschen Bewegungsgleichungen [111] numerisch integriert:

d27"p i
m; :
dt?

= F, (2.26)

Hierbei ist m; die Masse des i-ten Atoms. Ein verbreiteter Integrationsalgorithmus ist der
Velocity-Verlet-Algorithmus [112] [113], welcher die neuen Positionen r,;(t + At) und
Geschwindigkeiten v;(t + At) wie folgt berechnet:
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ro it 4+ AE) = 1o i(8) + vi ()AL + ;ai(t)(At)Q (2.27)

Hierbei ist a;(t) = %@ die Beschleunigung des Atoms.

Um die Temperatur des Systems regulieren zu konnen, wird nach der Integration ein
Thermostat angewendet. Ein haufig verwendetes Thermostat ist hierbei das Berendsen-
Thermostat. Dieses passt die Geschwindigkeiten der Atome an, um die Temperatur
schrittweise an eine Zieltemperatur anzupassen. Dies wird durch eine Modifikation der
Geschwindigkeiten erreicht [114]:

vi(t) = vi(t) x A (2.29)

mit dem Skalierungsfaktor

)\—\J1+f;<TT<(;)—1) (2.30)

wobei 77 eine Zeitkonstante, T; die Zieltemperatur und T'(¢) die aktuelle Temperatur
ist. Das Berendsen-Thermostat sorgt fiir eine sanfte Anndherung an die Zieltemperatur.
Jedoch kann das korrekte kanonische Ensemble hierbei nicht vollstandig aufrechterhalten
werden, da die Verteilung der Geschwindigkeiten nach der Maxwell-Boltzmann-Statistik
gestort wird [114]. Andere Thermostate, wie der Nosé-Hoover-Thermostat, sind hingegen
in der Lage, das korrekte kanonische Ensemble zu erzeugen [115| [116]. Dies wird durch
eine zusatzliche Dampfungskraft erreicht, welche proportional zu den Geschwindigkeiten
der Atome ist. Diese Kraft wird den Bewegungsgleichungen hinzugefiigt und wirkt wie
eine Reibung, welche die Geschwindigkeiten der Atome reguliert, um die Temperatur des

Systems konstant zu halten.

Wahrend der Simulation werden physikalische GroBen wie Energie, Temperatur und Druck
kontinuierlich gesammelt und analysiert. Diese Datensammlung ist ein entscheidender
Schritt, um das Verhalten des Systems zu (iberwachen und wichtige Informationen zu
extrahieren. Die Gesamtenergie des Systems kann beispielsweise tiberpriift werden, um die
Energieerhaltung zu gewahrleisten und eventuelle numerische Instabilitdten zu erkennen.

Die Temperatur T' des Systems kann aus den kinetischen Energien der Atome berechnet

werden [110] [113]:

N
1
- 2.31
= v Lo (231)
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Der Druck kann mithilfe des Virialsatzes berechnet werden, was Informationen Gber mecha-
nische Eigenschaften des Systems liefert. Die Datensammlung ermdglicht es, den Verlauf
der Simulation zu analysieren, Gleichgewichtszustande zu identifizieren und physikalische
Eigenschaften abzuleiten. Dieser Zyklus aus Kraftberechnung, Integration, Thermostati-
sierung und Datensammlung wird fiir jeden Zeitschritt At wiederholt, bis die gewiinschte

Simulationszeit erreicht ist.

Zusammenfassend konnen MD-Simulationen durch diesen iterativen Prozess dynamische
Prozesse auf atomarer Ebene untersuchen. Dies ermoglicht die Analyse von Phdnomenen
wie Diffusion, Protein-Faltung, Phaseniibergangen und chemischen Reaktionen. Somit
konnen Forscher Einblicke in komplexe molekulare Systeme gewinnen, welche experimen-

tell nur schwer zuganglich sind.

2.2.3. Coarse-Grained Simulationen

Coarse-Grained (CG) Simulationen stellen eine effiziente Methode dar, um groBe und
komplexe molekulare Systeme zu untersuchen, indem sie die Anzahl der zu beriicksichti-
genden Freiheitsgrade reduzieren. Anstatt jedes einzelne Atom zu simulieren, wie es in
AA Simulationen der Fall ist, werden in CG Modellen mehrere Atome oder funktionelle
Gruppen zu Beads zusammengefasst [117]. Diese Vereinfachung ermdglicht es, lange-
re Zeitskalen und groBere Strukturen zu simulieren, welche in AA-Simulationen nicht

praktikabel waren.

Der erste Schritt bei der Erstellung eines CG Modells ist das Mapping, bei dem entschie-
den wird, welche Atome oder Atomgruppen zu einem Bead aggregiert werden. Diese
Entscheidung beeinflusst maBgeblich die Genauigkeit und Effizienz der Simulation. Nach
dem Mapping folgt die Parametrisierung der Wechselwirkungspotentiale zwischen den
Beads. Diese Potentiale miissen so gewahlt werden, dass sie die thermodynamischen und

strukturellen Eigenschaften des urspriinglichen Systems korrekt wiedergeben.

Fir die Simulation von Polymeren hat sich das Kremer-Grest Modell als besonders ge-
eignet erwiesen. In diesem Ansatz werden Polymerketten durch lineare Sequenzen von
Beads dargestellt, welche iber ein Finite Extensible Nonlinear Elastic (FENE) Potential

miteinander verbunden sind. Das FENE Potential ist folgendermaBen ist definiert:

1 rec?
UFENE(T> = —ak}Rg In (1 - (;C) )
0

Hierbei ist rgc der Abstand zwischen zwei verbundenen Beads, k die Federkonstante
und Ry die maximale Bindungslange. Dieses Potential modelliert die kovalenten Bindun-
gen zwischen den Beads und stellt sicher, dass die Bindung eine endliche Dehnbarkeit
aufweist, wodurch unphysikalisches Uberdehnen verhindert wird. Nicht-bindende Wechsel-

wirkungen zwischen den Beads werden durch ein abgeschnittenes Lennard-Jones Potential
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beschrieben (Gleichung [2.22), welches sowohl abstoBende als auch anziehende Krafte
berlicksichtigt. Die Kombination aus FENE und Lennard-Jones Potentialen ermoglicht
eine realistische Abbildung der mechanischen und dynamischen Eigenschaften von Poly-

merketten, wahrend die Rechenkosten durch die Vereinfachung der Modellierung niedrig

gehalten werden. [119]

Ein charakteristisches Merkmal von CG Simulationen ist die Verwendung spezifischer
Langen- und Zeiteinheiten, welche aus den Parametern des Modells abgeleitet werden.
Im Kremer-Grest Modell dient der Lennard-Jones Parameter o als Langeneinheit, welcher
dem effektiven Durchmesser eines Beads entspricht. Die Energieeinheit wird aus der Tiefe
des Lennard-Jones Potentials (¢) bestimmt. Die daraus resultierende Zeiteinheit 7 ergibt
sich aus 7 = o1/m/¢, wobei m die Masse eines Beads ist. Diese natiirlichen Einheiten
ermoglichen eine dimensionslose Darstellung der Simulationsergebnisse und erleichtern

den Vergleich unterschiedlicher Systeme. [119

Um Simulationsergebnisse mit experimentellen Daten zu vergleichen, ist eine Skalierung
auf reale physikalische Einheiten erforderlich. Dies kann durch Anpassung der Modellpa-
rameter an experimentell bestimmte GroBen wie Diffusionskoeffizienten oder Viskositaten
erfolgen. Durch diese Skalierung wird sichergestellt, dass die Simulation realistische Vor-

hersagen (iber das Verhalten des Materials liefern kann. [121

Zusammenfassend bieten Coarse-Grained Simulationen mit dem Fokus auf das Kremer-
Grest Modell eine Methode zur Untersuchung von Polymermaterialien. Die Reduktion der
Komplexitat durch Bead-Modellierung, kombiniert mit einer sorgfaltigen Parametrisierung
und Skalierung, ermoglicht es, detaillierte Einblicke in die Dynamik und Struktur groBer

Systeme zu gewinnen, welche mit AA Simulationen unzuganglich waren.

2.2.4. Quantenmechanische Simulationen

Die Quantenmechanik (QM) bildet die Grundlage fiir das Verstandnis der elektronischen
Struktur von Molekiilen und Materialien. Sie beriicksichtigt die Wellennatur von Teil-
chen und die Prinzipien der Unscharferelation, was insbesondere fiir die Beschreibung
von Elektronen in Atomen und Molekiilen essentiell ist [122] [123] [124]. Wahrend Mole-
kularmechanik und Molekulardynamik auf klassischen physikalischen Prinzipien basieren
und Atome als punktférmige Teilchen behandeln, ermdglicht die Quantenmechanik eine

detaillierte Beschreibung der elektronischen Zustande und ihrer Wechselwirkungen.

Die grundlegende Gleichung der Quantenmechanik ist die zeitunabhangige Schrodinger-
Gleichung:
HY = EV, (2.32)

wobei H der Hamilton-Operator, ¥ die Wellenfunktion des Systems und E die Gesam-

tenergie ist. Eine exakte analytische Losung dieser Gleichung ist fiir Systeme mit mehr
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als einem Elektron jedoch nicht moglich, da die Elektron-Elektron-Wechselwirkungen zu
komplexen Kopplungen fiihren [125]. Daher wurden verschiedene Naherungsmethoden

entwickelt, um solche Systeme zu behandeln.

Ab-initio-Methoden sind quantenmechanische Berechnungsverfahren, welche direkt auf
den ersten Prinzipien der Quantenmechanik basieren und keine empirischen Parameter
verwenden [126]. Ein bekanntes Beispiel ist die Hartree-Fock-Methode, bei der die Wel-
lenfunktion als Slater-Determinante aus Ein-Elektronen-Orbitalen dargestellt wird, um
das Pauli-Prinzip zu beriicksichtigen [127| [128]. Diese Methoden liefern in der Regel
genaue Ergebnisse fiir kleine Systeme, sind jedoch mit hohem Rechenaufwand verbunden
und daher fiir groBe Systeme wie Biomolekiile oft nicht praktikabel [126].

Hier setzen semiempirische Methoden an, welche die grundlegenden Prinzipien der Quan-
tenmechanik mit empirischen Parametern kombinieren, um die Berechnungen effizienter
zu gestalten [129]. Eine moderne und effiziente semiempirische Methode ist GFN2-xTB
(engl.: Geometry, Frequency, Noncovalent, extended Tight Binding). GFN2-xTB wurde
entwickelt, um eine breite Palette von chemischen Systemen mit hoher Effizienz und guter
Genauigkeit zu beschreiben [130]. Sie basiert auf dem erweiterten Tight-Binding-Ansatz,
bei dem die elektronische Struktur durch vereinfachte quantenmechanische Berechnungen

und die Verwendung empirischer Parameter ermittelt wird.

Die GFN2-xTB-Methode verwendet eine minimalistische atomzentrierte Basis und parame-
trisiert die Wechselwirkungen zwischen den Atomen durch effektive Ein- und Zwei-Zentren-
Integrale [130]. Eine zentrale Vereinfachung besteht darin, dass komplexe Mehrzentren-
Integrale, welche in ab-initio-Methoden berechnet werden miissen, durch effektive Para-
meter und vereinfachte funktionale Formen ersetzt werden. Dies reduziert den Rechen-
aufwand erheblich, da die Anzahl der zu berechnenden Integrale drastisch verringert
wird. Zudem verzichtet GFN2-xTB auf die explizite Behandlung der Elektronenkorrelatio-
nen, welche in ab-initio-Methoden einen GroBteil des Rechenaufwands ausmachen [130].
Stattdessen werden empirisch angepasste Korrekturen eingefiihrt, um die wichtigsten Kor-
relationseffekte zu berlicksichtigen, ohne die Komplexitat der Berechnungen signifikant

zu erhdéhen.

Durch die Kombination dieser Vereinfachungen kann GFN2-xTB die elektronische Struk-
tur groBer Systeme mit deutlich reduziertem Rechenaufwand berechnen, ohne dabei
die Genauigkeit wesentlich zu beeintrachtigen. Ein weiterer Aspekt ist die Verwendung
von optimierten Parametern, welche durch Anpassung an umfangreiche Datensatze aus
hochgenauen quantenmechanischen Berechnungen und experimentellen Daten gewonnen
wurden [130]. Dies gewahrleistet, dass die Methode fiir eine Vielzahl von chemischen

Elementen und Bindungssituationen zuverlassig angewendet werden kann.

GFN2-xTB ist besonders geeignet fiir die Berechnung von Molekiilgeometrien, Schwin-

gungsfrequenzen und die Modellierung nicht-kovalenter Wechselwirkungen [130]. Die
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Methode wurde erfolgreich in verschiedenen Bereichen eingesetzt, darunter die Untersu-
chung von Biomolekiilen, Materialien und supramolekularen Systemen. Ein wesentlicher
Vorteil von GFN2-xTB ist die Fahigkeit, groBe Systeme mit mehreren tausend Atomen in
vertretbarer Rechenzeit zu behandeln, was mit ab-initio-Methoden wie der Hartree-Fock-
Methode oder selbst mit vielen Dichtefunktionaltheorie (DFT)-Ansatzen nicht praktikabel
ware [130].

Zusammenfassend ermoglichen quantenmechanische Simulationen die detaillierte Untersu-
chung der elektronischen Strukturen von Molekiilen und Materialien. Ab-initio-Methoden
liefern genaue Ergebnisse fiir kleine Systeme, sind jedoch fiir groBe Systeme oft zu rechen-
aufwendig. Semiempirische Ansitze wie GFN2-xTB kombinieren quantenmechanische
Prinzipien mit empirischen Parametern, um effiziente Berechnungen auch fiir groBe Sys-
teme zu ermoglichen und bieten somit Einblicke, welche mit klassischen Methoden nicht

erreichbar sind.

2.2.5. Berechnung der Gibbs-Energie

Die Berechnung der Gibbs-Energie (G) und ihrer Anderung ist ein zentrales Thema in
der theoretischen Chemie und Biophysik. Die Gibbs-Energie eines Systems kombiniert die
Einflisse der Enthalpie und der Entropie (Formel[2.17) [131]. In molekularen Simulationen
wird die Anderung der Gibbs-Energie (AG) oft in mehreren Schritten berechnet, wobei
verschiedene Beitrage wie die Bindeenergie, die Solvatationsenergie und die Entropie
berticksichtigt werden. Die Enthalpie setzt sich aus der inneren Energie des Systems,

einschlieBlich der kinetischen und potentiellen Energie, sowie dem Druck-Volumen-Term

zusammen [98]:

H=U-+pV (2.33)

wobei U die innere Energie, p der Druck und V' das Volumen des Systems sind. Die
Entropie wird in Simulationen haufig durch die Analyse der Bewegungen und Zustande
der Atome berechnet [132]. Da die direkte Berechnung der Entropie oft schwierig ist,
werden approximative Methoden wie die Normalmodenanalyse oder empirische Ansatze

verwendet .

Im Folgenden werden verschiedene Methoden zur Berechnung der Gibbs-Energie vor-
gestellt, darunter die Thermodynamische Integration, die Differenz der freien Energien,
MM-GBSA und molekulares Docking.

2.2.5.1. Thermodynamische Integration

Die thermodynamische Integration (TI) ist eine Methode zur Berechnung von AG, wel-

cher der freie Energieunterschied zwischen zwei Zustanden A und B durch Integration
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der mittleren Energiegradienten entlang eines interpolierten Pfades im Parameterraum
ermittelt wird . Ein kontinuierlicher Parameter X interpoliert zwischen den Zustanden
A (A =0) und B (A = 1). Die Anderung der Gibbs-Energie ergibt sich aus:

AG:/OI<8(§(AA)> X (2.34)

A

wobei (-), den Ensemblemittelwert bei festem X bezeichnet und U(\) die potentielle Ener-

gie des Systems in Abhangigkeit von A ist [135]. Durch Simulationen bei verschiedenen

8%&)\) berechnet und das Integral numerisch

A-Werten konnen die mittleren Ableitungen
ausgewertet werden. TI zeichnet sich durch hohe Genauigkeit und die Beriicksichtigung
komplexer Wechselwirkungen aus [98], erfordert jedoch einen erheblichen Rechenaufwand
aufgrund der Vielzahl benétigter Simulationen.

2.2.5.2. Differenz der freien Energien

Eine weitere Methode zur Bestimmung von AG ist die Berechnung der Differenz der
freien Energien zwischen den einzelnen Komponenten und dem Komplex [136) [137]:

AG = Gk — (GL + Gp) (2.35)

wobei GG die Gibbs-Energie des freien Liganden, Gp die Gibbs-Energie des freien Proteins
und Gk die Gibbs-Energie des gebundenen Komplexes aus Ligand und Protein ist. Diese
Methode setzt voraus, dass alle energetischen und entropischen Beitrage, einschlieBlich
Solvatationseffekten, korrekt erfasst werden [138]. In der Praxis werden haufig Naherungs-

modelle und empirische Parameter verwendet, um die Berechnungen zu vereinfachen.

Obwohl diese Methode konzeptionell einfach ist und theoretisch alle energetischen Bei-
trage beriicksichtigt, ist die genaue Berechnung der absoluten freien Energien oft mit
Unsicherheiten behaftet. Insbesondere die Bestimmung der Entropiebeitrage kann heraus-
fordernd sein und zu Fehlern in AG fiihren [98]. Zudem beriicksichtigt die Methode nicht
die Ubergangszustande oder energetischen Barrieren zwischen den Zustanden, was bei

signifikanten strukturellen Anderungen zu unvollstindigen Beschreibungen fiihren kann.

2.2.5.3. MM-GBSA

Die Molecular Mechanics Generalized Born Surface Area (MM-GBSA) Methode kombi-
niert molekulare Mechanik mit impliziter Solvatationsmodellierung, um die Gibbs-Energiednderung

bei der Bildung eines Molekiilkomplexes zu berechnen [139]:

AGpind = AEum + AGsony + AGsa (2.36)
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Hierbei ist AFEym die molekularmechanische Energie, AGs,, die Solvatationsenergie,
berechnet mithilfe des Generalized Born (GB) Modells, und AGsa die Oberflachenener-
gie, welche hydrophobe Effekte durch die Berechnung der l6sungsmittelzuganglichen
Oberflache beriicksichtigt [140].

MM-GBSA bietet einen guten Kompromiss zwischen Genauigkeit und Rechenaufwand und
wird haufig fir die Evaluierung von Bindungsaffinitaten und in der Wirkstoffentwicklung
eingesetzt [141]. Die Genauigkeit der Methode hangt jedoch stark von der Qualitat
der verwendeten Kraftfelder und Solvatationsmodelle ab. Zudem kann die Methode
empfindlich auf Konformationsianderungen und die Flexibilitdit der Molekiile reagieren,
was die Interpretation der Ergebnisse erschwert [139].

2.2.5.4. Molekulares Docking

Molekulares Docking dient der Vorhersage bevorzugter Bindungsorientierungen eines
Liganden an ein Zielprotein, um stabile Komplexe zu bilden [142]. Das Programm Glide
von Schrodinger ist ein fiihrendes Tool in diesem Bereich und verwendet empirische
Zielfunktionen, um Bindeposen und Affinitaten von Liganden vorherzusagen [143]. Glide
bietet zwei Hauptmodi des Dockings: Standardprazision (SP) und Extraprazision
(XP) [143]. SP-Docking ist schneller und fir Hochdurchsatz-Screening geeignet, wahrend
XP-Docking genauer ist und fiir die Optimierung von Leitstrukturen und detaillierte

Analysen verwendet wird.

Der Docking-Prozess in Glide umfasst mehrere Schritte. Zunachst wird das aktive Zentrum
des Zielproteins definiert, in das die Liganden gedockt werden sollen. Glide verwendet
einen rasterbasierten Ansatz, um die Form und Eigenschaften der Rezeptor-Bindestelle
zu reprasentieren. Dieses Receptor Grid wird erstellt, indem ein dreidimensionales Gitter
uber die Bindestelle gelegt wird, wobei jeder Gitterpunkt spezifische physikochemische
Eigenschaften wie hydrophobe Bereiche, Wasserstoffbriicken-Donoren und -Akzeptoren
sowie elektrostatische Potentiale reprasentiert [142] 144].

Die Vorbereitung der Liganden beinhaltet die Zuweisung korrekter Protonierungszustande
und die Optimierung der Geometrien, um sicherzustellen, dass sie in geeigneter Form fiir
das Docking vorliegen. Wahrend der Docking-Berechnungen platziert Glide die Liganden
in verschiedenen Orientierungen und Konformationen innerhalb des Rezeptor-Rasters.
Hierbei wird eine hierarchische Filterstrategie verwendet, um effizient die besten Binde-

posen zu identifizieren [142].

Der Prozess beginnt mit einem groben Screening, bei dem eine groBe Anzahl von Li-
gandenkonformationen schnell bewertet wird. Vereinfachte Zielfunktionen, die primar auf
sterischen Kriterien und elektrostatischer Komplementaritat basieren, werden eingesetzt,
um ungeeignete Posen auszuschlieBen. Nach diesem initialen Filtern folgt eine genauere

Bewertung der verbleibenden Posen mit detaillierteren Zielfunktionen, welche zusatzliche
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Faktoren wie Wasserstoffbriicken, hydrophobe Wechselwirkungen und Solvatationseffekte
beriicksichtigen [143].

Ein exemplarisches Ergebnis einer Docking-Simulation ist in Abbildung dargestellt.
Diese Abbildung zeigt das aktive Zentrum des Gerinnungsfaktors Xa, in das ein poten-
zieller Inhibitor gedockt wurde. Die drei tiberlagernden Dockingposen verdeutlichen die
Vielfalt moglicher Bindungsorientierungen und die Fahigkeit des Docking-Programms,

verschiedene energetisch glinstige Bindepositionen zu identifizieren.

Die finale Auswahl der besten Posen basiert auf einem umfassenden Scoring-Algorithmus,
der die energetischen Beitrage aller relevanten Interaktionen summiert. Dieser hierarchi-
sche Ansatz ermoglicht eine Balance zwischen Rechenaufwand und Genauigkeit, indem
zunachst grobe und anschlieBend immer prazisere Filter angewendet werden, um die

besten Bindeposen zu identifizieren [145].

Ein wesentlicher Vorteil des molekularen Dockings ist seine Effizienz und die Fahigkeit,
groBe Ligand-Datenbanken gegen ein Zielprotein zu durchsuchen . Dies ist besonders
nitzlich in der frithen Phase der Wirkstoffentwicklung, um potenzielle Bindungspartner
zu identifizieren und zu priorisieren. Um den geringen Rechenaufwand zu erméglichen,
miissen jedoch mehrere Annahmen getroffen werden. Eine wesentliche Annahme ist,
dass die Konformation des Proteins wahrend der Bindung statisch bleibt, obwohl Pro-
teine in Wirklichkeit flexible Strukturen sind und Konformationsdnderungen auftreten
konnen. Zudem basieren die Zielfunktionen auf vereinfachten Modellen der molekula-
ren Wechselwirkungen und spiegeln nicht immer die realen physikalischen Bedingungen
vollstandig wider [147]. Die Genauigkeit der Vorhersagen hangt stark von der Qualitat

der verwendeten Zielfunktionen, dem Kraftfeld und der Behandlung der Flexibilitat von

Abbildung 2.7.: Ergebnisse einer Docking-Simulation. Die Abbildung zeigt das aktive Zentrum
des Gerinnungsfaktors Xa mit drei liberlagernden Dockingposen eines potentiellen Inhibitors.
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Ligand und Protein ab. Entropische Beitrage werden oft nicht adaquat beriicksichtigt,

was zu ungenauen Gibbs-Energieabschatzungen fiihren kann [146].

Molekulares Docking bleibt dennoch ein weit verbreitetes Verfahren in der frithen Pha-
se der Wirkstoffentwicklung und der Leitstrukturenoptimierung. Die Ergebnisse konnen
durch anschlieBende Methoden wie Molekulardynamik-Simulationen oder MM-GBSA-
Berechnungen weiter verfeinert werden, um prazisere Bindungsenergieabschatzungen zu

erhalten.

2.2.6. Workflow-Management-Systeme

Workflow-Management-Systeme (WMS) sind essenzielle Werkzeuge in der molekularen
Simulation, welche die Planung, Ausfiihrung und Uberwachung komplexer Arbeitsabliu-
fe ermoglichen [148]. Sie strukturieren Prozesse in einzelne, miteinander verbundene
Knoten, welche spezifische Aufgaben reprasentieren und in einem Workflow grafisch ange-
ordnet werden [149]. Diese Knoten kénnen Datenverarbeitungs- oder Simulationsschritte

darstellen, und durch Verbindungen wird der Datenfluss zwischen ihnen definiert.

Ein signifikanter Vorteil von WMS ist ihre Benutzerfreundlichkeit. Einmal entwickelte
Workflows kénnen leicht an Personen mit weniger technischer Expertise weitergegeben
werden [150]. Durch intuitive grafische Benutzeroberflachen ist es méglich, komplexe
Prozesse ohne tiefgehende Programmierkenntnisse zu erstellen und auszufiihren. Dies
fordert die interdisziplindre Zusammenarbeit und ermoglicht es, dass auch Anwender ohne
spezifisches Fachwissen die Workflows effizient nutzen kénnen. Die Verwendung von WMS
kann auBerdem zu einer Steigerung der Effizienz und Reproduzierbarkeit wissenschaftlicher
Arbeiten fihren [151]. Durch die Automatisierung wiederkehrender Prozesse werden Fehler
minimiert und konsistente Ergebnisse sichergestellt. Zudem erleichtert die Knoten-basierte
Struktur die Anpassung und Erweiterung bestehender Workflows, was die Skalierbarkeit
von Projekten unterstiitzt [152].

Allerdings gibt es auch Herausforderungen bei der Implementierung von WMS. Die in-
itiale Einrichtung und Konfiguration von Workflows kann komplex und zeitaufwendig
sein, insbesondere fiir Benutzer ohne Erfahrung in der Workflow-Entwicklung. Zudem
erfordern WMS eine kontinuierliche Wartung und Aktualisierung, um mit den sich standig
weiterentwickelnden Softwarekomponenten und Simulationstools kompatibel zu bleiben.
Ein weiterer Nachteil ist die Abhangigkeit von der Stabilitat der eingesetzten Software,
was zu potenziellen Problemen bei der Ausfiihrung von Workflows fiihren kann, wenn

bestimmte Softwarekomponenten nicht mehr unterstiitzt werden oder Fehler aufweisen.

Beispiele fiir WMS sind KNIME und SimStack. KNIME besitzt eine modulare Architektur
und stellt eine Vielzahl an vorkonfigurierten Knoten zur Verfiigung [150]. SimStack hin-
gegen ist ein spezialisiertes WMS fiir molekulare Simulationen, das die Verwaltung und
Automatisierung von Simulationsablaufen erleichtert [153]. Es bietet Schnittstellen zu
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gangigen Simulationssoftwarepaketen und unterstiitzt die Skalierung auf Hochleistungs-

rechnern.

Insgesamt bieten Workflow-Management-Systeme wie KNIME und SimStack leistungsfa-
hige Plattformen zur Automatisierung und Optimierung molekularer Simulationsprozesse.
Sie ermoglichen eine intuitive Anwendung durch Knoten-basierte Strukturen, erhohen die
Reproduzierbarkeit von Ablaufen und férdern die Zusammenarbeit tGber unterschiedliche

Expertisen hinweg.

2.2.7. Molekulare Simulationen in der Chromatographie

Molekulare Simulationen konnen zur Vorhersage der komplexen Adsorptionsprozesse in
der Chromatographie verwendet werden. Sie bieten das Potential atomare Einblicke in die
Wechselwirkungsmechanismen zwischen Zielmolekiilen und Chromatographieharzen unter
verschiedenen Bedingungen zu erhalten. Allerdings stehen Forschende hierbei vor zwei
wesentlichen Herausforderungen. Zum einen fehlt haufig ein detailliertes atomares Modell
der Harzoberflache, da die nanoskalige Struktur der Harze oft nicht bekannt ist. Zum
anderen sind die bevorzugten Bindestellen und -orientierungen der Zielmolekiile auf den
Harzoberflachen meist unklar. Besonders bei Biomolekiilen wie Proteinen oder flexiblen
linearen Peptiden ergeben sich viele potentielle Bindestellen, welche in Simulationen

beriicksichtigt werden miissen.

Dismer und Hubbuch entwickelten Ansdtze, um diese Herausforderungen zu adressieren.
Sie nutzten vereinfachte Harzmodelle, um die Wechselwirkungen zwischen Proteinen und
lonenaustauschern auf atomarer Ebene zu simulieren. In ihren Arbeiten untersuchten sie
die Adsorption von Lysozym und Ribonuklease A auf verschiedenen Harzen wie Source
15 S, EMD Fractogel SO3, SP Sepharose Fast Flow und SP Sepharose XL. Fiir die
Modellierung der Harze verwendeten sie idealisierte planare Oberflachen, auf denen die
funktionellen Gruppen (z. B. Sulfonséuregruppen) in festgelegten Abstanden platziert
wurden. Die Proteine wurden systematisch tiber dieser Oberflache positioniert und rotiert,
um die energetisch giinstigsten Bindungspositionen zu ermitteln [14] (12| [10].

Mit diesem Ansatz konnten sie die Bindungsorientierung der Proteine sowie das Retentions-
verhalten auf den verschiedenen Harzoberflachen vorhersagen. So sagten sie beispielsweise
bei einem optimalen Ligandenabstand von 10 A die Retentionsvolumina von Lysozym
und Ribonuklease A auf SP Sepharose Fast Flow unter verschiedenen Bedingungen erfolg-
reich voraus [10]. Eine andere Analyse zeigte, dass Lysozym auf tentakelartigen Harzen
wie EMD Fractogel SO3 und SP Sepharose XL eine multipunktuelle Bindung eingeht,
was zu hdherer Bindungskapazitat fihrt [14]. Zudem wurde vorhergesagt, wie sich die
Bindungsorientierung der Proteine bei unterschiedlichen pH-Werten und lonenstarken

verandert [12].

Parimal et al. erweiterten die Anwendung molekularer Simulationen auf die multimodale
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Chromatographie, indem sie die Interaktionen von multimodalen Liganden mit Protei-
nen untersuchten. Sie modellierten die Liganden von Capto MMC und Nuvia cPrime
als freie Molekiile in Lésung, welche mit Proteinen wie Ubiquitin, Cytochrom C und a-
Chymotrypsinogen A interagieren. Die Simulationen zeigten, dass Capto MMC aufgrund
seiner aliphatischen Gruppe starkere hydrophobe Wechselwirkungen mit den Proteinen
eingeht, was durch die Flexibilitat des Liganden begilinstigt wird. Es wurden Bindestar-
ken, bevorzugte Bindestellen auf den Proteinoberflachen und der Einfluss verschiedener

chemischer Gruppen vorhergesagt [95].

Banerjee und Chen untersuchten die Proteinadsorption in der multimodalen Chromato-
graphie, indem sie multimodale Liganden auf einer idealisierten Monolayer-Oberflache
immobilisierten. Ohne ein spezifisches Tragermaterial zu simulieren, analysierten sie die
Interaktionen mit Proteinen durch Molekulardynamik-Simulationen und Freie-Energie-
Berechnungen. Sie konnten die Retentionsfaktoren vorhersagen sowie die Salzkonzentra-

tionen fir die Elution von Proteinen wie Ubiquitin und Ribonuklease A bestimmen [96].

Wahrend molekulare Simulationen in der Aufreinigung von Biomolekiilen bereits wert-
volle Einblicke geliefert haben, wurden sie in der chiralen Chromatographie sogar noch
frither eingesetzt, um die Mechanismen der Enantioseparation auf molekularer Ebene
zu verstehen. Chirale Verbindungen sind allgegenwartig und spielen insbesondere in der
pharmazeutischen Industrie eine entscheidende Rolle, da unterschiedliche Enantiomere
oft verschiedene biologische Aktivitdten aufweisen. Molekulare Simulationen bieten hier
den Vorteil, die komplexen enantioselektiven Wechselwirkungen zwischen Analyten und
chiralen stationdren Phasen detailliert analysieren zu konnen. Sie ermdglichen es, die
grundlegenden Prinzipien der chiralen Erkennung zu erforschen und chromatographische

Parameter wie die Elutionsreihenfolge vorherzusagen.

Weinstein et al. (1980) legten mit der Entwicklung eines Interkalationsmodells zur Er-
klarung der Enantiomerentrennung in der Gas-Flissig-Chromatographie die Grundlagen
fir das Verstandnis der chiralen Erkennung. Sie beschrieben die Bildung von diastereo-
meren Komplexen zwischen Gast- und Wirtsmolekiilen, wobei Wasserstoffbriicken und

m-m-Wechselwirkungen eine zentrale Rolle spielen. [154].

Lipkowitz und Lindner fiihrten Molekulardynamik-Simulationen durch, um die Mechanis-
men der chiralen Erkennung auf cinchona-alkaloidbasierten chiralen stationaren Phasen
(CSP) zu untersuchen. Sie konzentrierten sich auf die Wechselwirkungen zwischen den

Analyten und dem chiralen Selektor und konnten somit die Elutionsreihenfolge der dia-
stereomeren Komplexe erfolgreich vorhersagen [155] (156, .

Ortuso et al. (2013) modellierten eine chirale stationare Phase auf Basis von Cellulo-
se tris(4-methylbenzoat), indem sie ein Polysaccharidmodell mit 16 Glucoseeinheiten in
einer L-Helix erstellten. An die Glucoseeinheiten wurden 4-Methylbenzoatgruppen gebun-

den, um die tatsachliche Struktur der stationdren Phase nachzubilden. Durch Docking-



2. Theoretischer Hintergrund 39

Simulationen, welche anschlieBend mittels MD-Simulationen in einem Ethanolmedium
verfeinert wurden, konnten sie entscheidende Wechselwirkungen wie van-der-Waals-Krafte
und Wasserstoffbriickenbindungen beobachten und die Elutionsreihenfolge der Enantio-

mere vorhersagen [158].

Zhao et al. (2019) untersuchten die Wechselwirkungen zwischen Enantiomeren und
der cellulose tris(3,5-dichlorphenylcarbamat)-basierten CSP auf einer Chiralpak I1C-Saule.
Durch Docking-Simulationen zwischen dem Ligand des Harzes und den Analyten iden-
tifizierten sie zentrale Bindemechanismen und -energien. Anhand dieser konnten sie die

Enantioselektivitat bestimmen [159].

Zusammenfassend konnte durch molekulare Simulationen das Verstandnis der Adsorptions-
und Trennmechanismen in der Chromatographie verbessert werden. Insbesondere konnten
durch die modellierten Wechselwirkungen zwischen Zielmolekdilen und den Liganden von
stationaren Phasen prazise Vorhersagen liber das Retentionsverhalten und die Bindeori-
entierung von kleineren chiralen Molekilen und groBen Biomolekiilen getroffen werden.
Dieses detailliertes Verstandnis des Adsorptionsprozesses zusammen mit einer genauen
Vorhersage von Prozessparametern kénnte in Zukunft wesentlich zur Verbesserung und

schnelleren Auslegung von chromatographischen Prozessschritten beitragen.
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3. Material und Methoden

Dieses Kapitel geht auf die in dieser Arbeit entwickelten und angewendeten Methoden so-
wie die verwendeten Materialien ein. Zuerst wird die Auswahl des Chromatographieharzes
und der Zielmolekiile erklart. AnschlieBend werden die entwickelten simulativen Metho-
den zur Berechnung von Bindeenergien zwischen Chromatographieharzoberflachen und
linearen Peptiden vorgestellt. Zuletzt wird das fiir den experimentellen Teil dieser Arbeit
etablierte Robotiklabor und die Methodik zur automatisierten Aufnahme von Adsorpti-
onsisothermen erlautert. Auflistungen aller verwendeten Chemikalien, Software, Gerate
und Messinstrumente sind in Kapitel Al des Anhangs zu finden. Dieses Kapitel bezieht
sich auf Kapitel 2.1 bis 2.5 folgender Veroffentlichung: [160].

3.1. Auswahl des Chromatographieharzes und der Zielmolekiile

Zuerst wurde festgelegt, welches Chromatographieharz als Basis fiir die Erstellung eines
molekularen Modells der Adsorberoberflache dienen sollte. Die Wahl des Tragermaterials
fiel hierbei auf Polymethacrylate. Ein wesentlicher Grund hierfiir waren die bekannten
hydrophoben Eigenschaften von methacrylatbasierten Harzen [16], welche in vereinfach-
ten Modellen der Adsorberoberflache oft nicht ausreichend beriicksichtigt werden [12].
Dariiber hinaus werden diese Harze mittels radikalischer Polymerisation hergestellt, ein
Prozess, welcher bereits in einer vorherigen Studie auf molekularer Ebene erfolgreich
simuliert werden konnte [121]. Fiir den zu untersuchenden Chromatographietyp wurde
die multimodale Chromatographie (MMC) ausgewahlt. Da dieser Typ auf mehreren un-
terschiedlichen Bindemechanismen zwischen den Liganden und Zielmolekiilen beruht,
gestaltet sich die Vorhersage optimaler Binde- und Elutionsbedingungen in der Prozess-
entwicklung oftmals als schwierig [95]. Ein pradiktives Modell hatte daher hierbei einen

groBen Nutzen.

SchlieBlich wurde das kommerzielle multimodale Chromatographieharz TOYOPEARL

MX-Trp-650M von Tosoh Bioscience ausgewahlt, da es alle oben genannten Kriterien
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erfiillt. Dieses Harz kam sowohl in den simulativen als auch den experimentellen Arbeits-
ablaufen zum Einsatz. Es zeichnet sich durch ein hydroxiliertes Polymethacrylat-Riickgrat
aus und ist Gber die N-terminale Aminogruppe mit einem Tryptophan (Trp)-Liganden
funktionalisiert [161]. Dieser Ligand kann durch die Kombination von elektrostatischen
und hydrophoben Eigenschaften, bedingt durch seine negativ geladene Carboxylgrup-
pe und seinen Indolring, komplexe Wechselwirkungen mit verschiedenen Zielmolekiilen

eingehen.

Als Zielmolekiile wurden lineare biopharmazeutische Peptide gewahlt, welche von der
Biomol GmbH bezogen wurden. Die Auswahlkriterien umfassten das Molekulargewicht,
strukturelle Merkmale und die Nettoladung bei einem pH-Wert von 4, welcher als opti-
mal fir die Bindung an den Tryptophan-Liganden ermittelt wurde [161]. Besonders die
MolekiilgroBe spielte eine entscheidende Rolle, da sie sowohl die inharente Flexibilitat
der Peptide als auch die Simulationsdauer beeinflusst. Die experimentelle Detektion die-
ser Peptide erfolgte mittels UV-Absorptionsspektroskopie, deren Details in Kapitel
beschrieben sind. Von allen zehn linearen Peptiden, welche in dieser Arbeit verwendet wur-
den, sind die Bezeichnung, die Wellenlange fiir die UV-Absorptionsspektroskopie sowie das
Molekulargewicht zusammen mit der molekulare Struktur in Tabelle (Kapitel 3.4.4)
gelistet.

3.2. Molekulare Simulationen zur Bestimmung von Bindeenergien

Um die Anderung der Gibbs-Energie, im Folgenden als Bindeenergie bezeichnet, bei der
Adsorption der Zielmolekiile an die Oberflachen von Chromatographieharzen zu berech-
nen, wurden zwei aufeinander aufbauende, mehrstufige Workflows entwickelt. Der erste
Workflow diente der Modellierung von Chromatographieharzoberflachen in molekularer
Auflésung. Der zweite Workflow wurde konzipiert, um die Bindeenergie zwischen den
zuvor generierten Oberflachenmodellen der Chromatographieharze und den Zielmolekii-
len effizient zu screenen. Beide Workflows wurden in Workflow-Management-Systemen
(WMSs) automatisiert. Im folgenden wird naher auf die Methodik der beiden Workflows
und deren Automatisierung in WMSs eingegangen. Des Weiteren wird beschrieben, wie
die entwickelten Oberflaichenmodelle gegen bereits etablierten Modellansatze getestet

wurden.

3.2.1. Generierung molekularer Modelle der Oberflichen von methacrylatbasie-

renden Chromatographieharzen

In diesem Unterkapitel wird die Methodik zur Modellierung der Oberflache des meth-
acrylatbasierten Chromatographieharz TOYOPEARL MX-Trp-650M beschrieben. Das
Harz-Modell kann in einem darauffolgenden zweiten Simulationsschritt fiir die Simulation
des Adsorptionsverhaltens von Peptiden verwendet werden (siehe Kapitel . Um den
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Adsorptionsprozess spater akkurat simulieren zu konnen, ist ein detailliertes Modell der
Harzoberflache unerlasslich. Deshalb wurde das Oberflachenmodell in atomarer Auflésung
erstellt, inklusive des methacrylatbasierten Tragermaterials. Die Methodik hierfiir wurde
von Dr. Modan Liu aus der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Wolfgang Wenzel am Insti-
tut fir Nanotechnologie des KIT im Rahmen eines gemeinsamen Projekts zu virtuellen
Materialien etabliert. Zur Visualisierung der GroBenordnungen zeigt Abbildung einen
schematischen Vergleich der GroBe eines Oberflachenmodells eines Chromatographiehar-

zes im Verhaltnis zu der GroBe einer Chromatographiesaule.

Das Harz wurde im entwickelten Modellansatz als ein quaderformiger Abschnitt dargestellt,
welcher aus dem Randbereich einer Partikelpore extrahiert wurde. Die yx-Ebene am
oberen Ende in z-Richtung stellt die Grenzflache zwischen der stationaren und mobilen
Phase dar, wahrend die verbleibenden Oberflachen Schnittkanten beziiglich des weiteren
Verlaufs des Chromatographieharzskelettes sind und somit Molekilfragmente enthalten

kénnen.

Fir die Dimensionen des Modells wurde eine GroBe von 10/15/15 nm (Hohe/Breite/ Tie-
fe) gewahlt, um die Nanostruktur der Oberflache genau wiedergeben und die Adsorption
von Biomolekiilen simulieren zu kénnen. Aufgrund dieser erweiterten Langenskala ware
die Anforderung an die Rechenleistung zu groB, um das gesamte Polymernetzwerk direkt
auf atomistischer Ebene zu konstruieren. Deshalb wurde ein mehrstufiger Ansatz entwi-
ckelt, welcher grobkérnige coarse grained (CG)) und atomistische (engl.: all-atom (AA))
molekulardynamische Simulationsprotokolle zur Erstellung der Polymernetzwerkstruktur
des Harzes kombiniert. Der CG-Teil der Simulation replizierte die Schritte, welche bei
der experimentellen Synthese von Chromatographieharzen durchgefiihrt werden. Zuerst

wurde hierbei die radikalische Polymerisation des methacrylatbasierten Tragermaterials

¥ ¥

Abbildung 3.1.: GrdBenordnung von Oberflaichenmodellen in der Chromatographie - Die
Abbildung bietet einen schematischen Vergleich zwischen dem MaBstab der atomaren Modelle
von Harzoberflachen und der GroBe einer Chromatographiesaule.
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simuliert. AnschlieBend wurde das entstandene quervernetzte Polymer durch die Bindung
von Liganden funktionalisiert. Das resultierende CG-Modell lieferte eine Referenztopolo-
gie, welche die Anfangskoordinaten des Polymernetzwerks definierte. AnschlieBend wurde
das CG-Modell in eine AA-Darstellung umgewandelt, wobei eine strukturelle Relaxation

die endgiiltigen Koordinaten lieferte.

Um den dynamischen Polymerisationsprozess zu simulieren, wurde eine Simulationsbox
erstellt, welche alle hierfiir bendtigten Komponenten enthielt: methacrylatbasierte Mono-
mere und Vernetzer zur Bildung des Polymertragermaterials, Liganden, welche spater an
das Tragermaterial gebunden werden, und Porogenmolekiile, mit denen die Polymerdichte
kontrolliert werden kann. Da die verwendeten Monomere und Vernetzer des kommerziellen
Harzes nicht offentlich bekannt sind, wurde ein reprasentatives System weit verbreiteter
Komponenten modelliert. Die in der Literatur am haufigsten genannten Komponenten
sind 2,3-Dihydroxypropylmethacrylat (DHPMA) als Monomer und Ethylenglykoldimetha-
crylat (EDGMA) als Vernetzer. Diese Komponenten wurden deshalb fiir die Simulation
des Tragermaterials verwendet. Das Verhaltnis von Monomer zu Vernetzer wurde auf
1:5 festgelegt, was gangigen Praktiken entspricht [16]. Der Ligand des Harzes war mit
Tryptophan bekannt.

Zu Generierung des CG-Modells wurden eine reaktionsratenbasiertes Modell erstellt, wel-
ches den dynamischen Prozess der Polymerisation repliziert [121]. In diesem Modell
wurden unter Anwendung der Kremer-Grest-Parametrisierung DHPMA-Dimere als einzel-
ne Kugeln und EDGMA als zwei Kugeln dargestellt. Der Trp-Ligand, welcher durch eine
einzelne Kugel reprasentiert wurde, wurde erst nach Abschluss der Polymerisation in das
Polymernetzwerk integriert. Das Porogen wurde lediglich durch seine GroBe dargestellt.
Jede Kugel im CG-Schema entsprach etwa 100 Da Molekulargewicht und befand sich
innerhalb einer Lange von 1/1/1 nm. Um die Grenzflache zwischen der mobilen und
der stationaren Phase innerhalb des Modells zu erzeugen, wurde die obere Halfte der
anfanglichen Simulationsbox in z-Richtung mit Porogenkugeln gefillt. Dieses Porogen
wurde so konzipiert, dass es nicht in die untere Halfte der Bindebox diffundieren kann. Die
untere Halfte der Box wurde mit einer definierten Mischung aus Monomeren, Vernetzern,
Liganden und zusatzlichem Porogenen gefiillt. Hier wurden allgemeine Reaktionsraten auf
radikalbasierte Aktivierung, Polymerisation, Vernetzung und Kombination angewendet,
wie in Tabelle aufgefiihrt. Freie Monomere werden als blaues ,,M* und Monomere
im Polymernetzwerk als schwarzes ,,P" dargestellt. Vernetzer sind als zwei verbundene
blaue ,,C-C" dargestellt. Die Liganden sind als griines ,,L“ gekennzeichnet. Im CG-Modell
wurde die Langeneinheit (Lcg) auf 1 nm skaliert. Das Lennard-Jones-ahnliche Potential,
das den raumlichen Ausschluss fiir einzelne Molekiile beschreibt, wurde in einer verein-
fachten Einheitenskala dargestellt. Diese sogenannten reduzierten Einheiten ermoglichen
effizientere Berechnungen in den Simulationen. Um jedoch genaue und realitatsnahe

Ergebnisse zu erzielen, muss ein Skalierungsfaktor bestimmt werden. Dieser Faktor kann
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Tabelle 3.1.: Reaktionsschema und Reaktionsraten der Polymerisation von freien Monomeren
(blaues M), im Polymer eingebundenen Monomeren (schwarzes P), Vernetzern (blaues C-C)
und Liganden (griines L). Aktivierte Komponenten sind in roter Farbe dargestellt.

Bezeichnung Reaktionsrate Reaktionsschema

Initiierung von 1 0 @
—_ —
Monomeren 7CG
Fortpflanzung des B °+ 0 _“
Netzwerks 7CG

+ —
Einbindung von 1 °
Vernetzern HSS
Kombination aktivierter 1 _°_° N _°_° ,
Polymerketten ce
Funktionalisierung mit 1 _°_° . O m
Ligand ce

ermittelt werden, indem die simulierten Daten mit experimentellen Messdaten tiber die
Zeit verglichen werden. In diesem Zusammenhang steht 7¢¢ flir die Zeiteinheit, welche

in der CG-Darstellung der Simulationen verwendet wird.

Wahrend der anschlieBenden dynamischen Bindungsbildung zwischen dem Polymernetz-
werk und dem Liganden wurde die Reaktionsrate auf die gleichen Werte wie bei der
Polymerisation gesetzt. Der Schwellenabstand, definiert als die maximale Distanz, bei
der zwei Molekiile eine Bindung eingehen konnen, wurde auf 1,12 Lcg mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 90 % pro 22 7cg gesetzt. Im radikalbasierten Polymerisationsschema
konnen die Monomere aktiviert werden, um die Polymerisationsreaktionen zu initiieren.
Aktivierte Komponenten sind in roter Farbe dargestellt. Nur diese Stellen sind in der
Lage, eine zusatzliche Bindung zu bilden. Die Radikale werden wahrend der Wachstums-
reaktionen und der Vernetzung entlang des Polymers weitergegeben. Wenn eine Bindung
zwischen zwei aktivierten Stellen gebildet wird, werden die Radikale verbraucht. Der
Ligand bleibt wahrend der Polymerisationsreaktionen neutral. Erst nach der Bildung des

Polymernetzwerks wird den Liganden erlaubt an die Monomere in den Polymerketten zu
binden.

Der zweiten Schritt bestand darin, die grobkérnigen Kugeln durch einzelne DHPMA-,
EGDMA- und Trp-Molekiile zu ersetzen, welche unter Verwendung von LigParGen
optimiert wurden. Die Molekiile wurden so angeordnet, dass sie in eine Box von 1,1/1,1/
/1,1 nm passen, um iberlappende Atome nach der Umwandlung zu vermeiden. Zwischen-
molekulare Bindungen, wie ,,C-C"- und ,,C-N"-Bindungen, wurden nach dem Entfernen
der Wasserstoffatome von den Bindungsstellen eingebaut. Die Ladungen beider Seiten

der neuen Bindung wurden anschlieBend zuriickgesetzt. Wahrend der Relaxationsphase
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wurde die erweiterte Simulationsbox isometrisch komprimiert, um ihre urspriinglichen
Dimensionen wiederherzustellen. Eine AA-Relaxation, basierend auf der OPLS-aa
Parametrisierung, wurde mit inkrementellen Zeitschritten durchgefiihrt, wobei anfanglich
Kollisionen mit sub-femtosekundaren zeitlichen Auflésungen geldst wurden und spater
ein 2 fs AT fir schnellere kollektive Bewegungen des Polymers verwendet wurde. Sowohl
die CG- als auch die AA-Molekulardynamik-Simulationen wurden mit LAMMPS

ausgefihrt.

Um eine mechanische Stabilitat des Polymers sicherzustellen, was in der Realitat eine
dichte Tragermaterialstruktur erfordert, wurden die Mengen der DHPMA- und EDGMA-
Molekiile in der anfanglichen Simulationsbox sorgfaltig angepasst. Diese Anpassung er-
folgte empirisch, indem die Anzahl der Molekiile schrittweise erh6ht wurde, bis das Modell
ein dichtes, vernetztes Polymernetzwerk aufwies. Das Verhaltnis von Monomer zu Vernet-
zer wurde jedoch konstant gehalten. AnschlieBend wurde die Trp-Ligand-Konzentration
erhoht, um ideale Ligandabstiande von 5 bis 15 A zu erreichen, welche in der Literatur fiir
einfachere Modelle als ideal berichtet wurden [14] [96]. Fiir die endgiltige Konfiguration
des Modells wurde die untere Halfte der anfanglichen Bindungsbox mit den Abmessun-
gen 10/15/15 nm (Hoéhe/Breite/Tiefe) in z-Richtung mit folgender spezifischer mole-
kularer Zusammensetzung gefillt: 690 DHPMA-Dimere, 260 EDGMA-Vernetzer, 400
Trp-Liganden und 320 Porogene.

Die Harzstruktur, welche als Output aus der Simulation gewonnen wurde, wurde fiir weitere
manuelle Verfeinerungsschritte in Maestro 13.7 (Schrodinger Release 2023-2) importiert.
In dieser Nachbearbeitungsphase wurden kleinere Polymermolekiile, welche nicht in das
Hauptpolymernetzwerk integriert waren, entfernt und die Carboxylgruppen deprotoniert.
AnschlieBend wurde die Struktur einer zweiten Energieminimierung unterzogen, welche mit
MacroModel durchgefiihrt wurde. Wahrend dieser Minimierung wurden die Restgruppen
an den auBeren Schnittkanten des Modells immobilisiert, um dessen strukturelle Integritat
zu bewahren. Die durch diesen Prozess verfeinerte Struktur diente als Ausgangspunkt fiir

weitere Simulationsschritte zur Bestimmung der Bindeposen und -energien von Peptiden.

3.2.2. Simulation der Adsorption von Peptiden

Dieser Abschnitt beschreibt den zweiten simulativen Workflow dieser Arbeit, welcher sich
auf die Bestimmung von Bindeposen und -energien zwischen linearen Peptiden und den AA
Modellen der methacrylatbasierten Chromatographieharzoberflachen (siehe Kapitel
konzentriert. Dieser Ansatz sollte schnelle Screenings von Zielmolekiilen ermoglichen
und fiir herkdommliche Biirocomputer geeignet sein, weshalb Wert auf recheneffiziente
Methoden gelegt wurde.

Alle Simulationen wurden mittels Maestro 13.6 (Schrodinger, Release 2023-2) durchge-

fihrt. Um Bindeposen berechnen zu kénnen, wurden zunachst die molekularen Strukturen
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der Peptide und der Adsorbensoberflache als Eingabe fiir die Simulation benétigt. Die
SMILES-Zeichenfolgen der Peptide wurden von Datenblattern des Herstellers erlangt
und als SMILES-Datei in Maestro importiert. Mittels LigPrep wurden anschlieBend die
3D-Strukturen der Peptide und ihre Protonierungszustiande in Abhéangigkeit des pH-Werts
berechnet. Die molekulare Struktur der Adsorberoberflache wurde mittels des simulativen
Workflows von Kapitel generiert. Von diesem Modell wurde ein Docking-Raster er-
stellt, welches in der Mitte der Adsorbensoberflache positioniert wurde. Der Durchmesser

der Mittelbox wurde fiir alle Achsen auf das Maximum von 40 A gesetzt.

AnschlieBend wurde ein initiales Screening potentieller Bindungspose mittels Glide-Docking
durchgefiihrt. Hierbei wurden 5000 initiale Posen getestet und die 100 Posen mit den
hochsten finalen Docking-Score fiir weitere Simulationsschritte ausgegeben [145]. Wah-
rend dieses Docking-Schritts wurde die Adsorberstruktur als starr angenommen und
lediglich das Peptid wurde flexibel simuliert. AnschlieBend wurde der Komplex aus Zielmo-
lekiil und Adsorbens mit dem besten Docking-Score durch das MacroModel-Modul einer
strukturellen Minimierung unterzogen. Hierbei wurde ein implizites Losungsmittelmodell
von Wasser und das OPLS4-Kraftfelds [165] verwendet. Dieser Schritt war entscheidend,
um die Flexibilitat des Polymerriickgrats wahrend des Adsorptionsprozesses zu simulieren,
welchem nun erlaubt wurde auf die Adsorption des Peptids zu reagieren. Um die Rech-
neneffizienz zu steigern, wurden Atome im Adsorbensmodell, welche mehr als 5 A vom
Docking-Raster entfernt waren, wahrend dieser Minimierungsphase fixiert. Im Anschluss
wurde die Bindepose durch eine MM-GBSA-Simulation ein letztes Mal verfeinert und
die Bindeenergie (AGwmm) berechnet. Um die Energieberechnungen zu beschleunigen,
wurden Atome, welche mehr als 15 A vom Zielmolekiil entfernt waren, geléscht, und das

abgeschnittene Modell wurde an den Schnittstellen mit Wasserstoffmolekiilen gesattigt

In Abhangigkeit des Kraftfelds konnen bei der Simulation von Bindeposen potenziell
falsch-positive Posen berechnet werden [166]. Dies bedeutet, dass aufgrund der Kraftfeld-
parametrisierung die berechnete Bindeenergie hoher ist als die reale Bindeenergie und die
Pose somit eigentlich verworfen werden misste. Um dieses Problem anzugehen, wurden
fur die finale Bindepose eine weitere Bindeenergie (AGqwm) durch die semiempirische
Quantenmechanik-Methode GFN2-xTB berechnet. GFN2-xTB wurde aufgrund
seines Gleichgewichts zwischen rechnerischer Effizienz und Genauigkeit bei der Model-
lierung nichtkovalenter Wechselwirkungen wie 7- oder van-der-Waals-Wechselwirkungen
gewahlt [167], welche in dem verwendeten System von groBer Bedeutung sind. AGqm
wurde unter Verwendung der freien Energien des Zielmolekiils, des Adsorbensmodels und
des gebildeten Komplexes anhand von Formel berechnet. Wenn die prozentuale
Abweichung (PD) zwischen AGum und AGqm mehr als 25 % betrug, wurde die Pose
als falsch-positiv betrachtet. Dieses kiinstliche Stoppkriterium wurde gewahlt, da eine
vollstandige Minimierung der Pose durch GFN2-xTB zu hohe Anforderungen an die Re-

chenleistung stellen wiirde. Somit wurde eine Balance zwischen der Erreichung einer
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prazisen vollstandigen Minimierung und der Verwaltung der Rechenkosten innerhalb des
Hochdurchsatz-Workflows gefunden. In der Praxis sollten also durch die Verwendung von
QM-basierten Einpunktenergie-Berechnungen falsch-positive Posen effektiv identifiziert

und die Bindeenergien gleichzeitig verfeinerten werden.

Nach der Identifizierung einer falsch-positiven Pose wurde diese aus der Liste der 100 aus-
gegebenen Posen der Docking-Simulation entfernt. AnschlieBend wurde die Bindungspose
in der Liste mit dem nachstniedrigeren Docking-Score fiir die weiter folgende Nachbe-
arbeitung ausgewahlt. Dies umfasste, wie zuvor, eine erneute Runde der MacroModel-
Minimierung, gefolgt von MM-GBSA- und GFN2-xTB-Berechnungen. Sobald eine Binde-
pose eine PD Kkleiner als 25 % aufwies, wurde diese zusammen mit ihrer entsprechenden
Bindeenergie gespeichert. AnschlieBend wurden alle verbleibenden Docking-Posen der
Liste, welche eine molekulare Uberlappung mit dieser gespeicherten Pose aufwiesen, ge-
l6scht. Der Prozess wurde anschlieBend nochmals dreimal wiederholt und somit wurden
vier verschiedene Bindeposen fiir jedes Zielmolekiil ohne liberlappendes Volumen generiert.
Diese finalen vier Posen und deren Bindeenergien waren die letztendlichen Ausgaben der
Simulation. Zur Veranschaulichung der Abfolge der Simulationsschritte ist der gesamte
simulative Workflow als Flussdiagramm in Abbildung [3.2] dargestellt. Die Eingabepara-
meter der einzelnen Simulationsschritte sind in den Tabellen und im Anhang
aufgefiihrt, wobei die Standardeinstellungen verwendet wurden, wenn keine spezifischen

Parameter erwahnt sind.
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Abbildung 3.2.: Veranschaulichung der Abfolge der Simulationsschritte des zweiten simulativen
Workflows - Das Flussdiagramm zeigt die angewandten Simulationsschritte zur Berechnung
von Bindeposen und -energien zwischen Peptiden und atomaren Modellen von Chromatogra-
phieharzoberflachen.
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3.2.3. Automatisierung der Simulationen in WMSs

Trotz des vielversprechenden Potenzials und der fortschreitenden Entwicklungen in mole-
kularen Simulationen ist deren breite Anwendung in der chromatographischen Forschung
nach wie vor eingeschrankt. Eine vielversprechende Lésung zur Uberwindung dieser Hiirde
konnte die Nutzung von Workflow-Management-Systemen (WMSs) darstellen. Diese Soft-
wareumgebungen sind speziell darauf ausgelegt, die Automatisierung von Simulationen
und das Datenmanagement, insbesondere auf Supercomputing-Plattformen, zu erleich-
tern. WMSs ermdéglichen die Planung und parallele Verarbeitung einzelner Aufgaben und
bieten zugleich flexible Gestaltungsmoglichkeiten fiir komplexe Workflows. Ein besonderer
Vorteil dieser Systeme liegt in der Bereitstellung benutzerfreundlicher grafischer Oberfla-
chen, welche es Forschern unabhangig von ihrem Vorwissen ermoglichen, fortschrittliche
molekulare Modellierungen iiber optimierte , Ein-Klick“-Operationen durchzufiihren. Da-
durch wird die Zuganglichkeit anspruchsvoller Simulationsmethoden erhdht, was deren

Anwendung in der wissenschaftlichen Forschung erheblich erweitern kann.

In diesem Kapitel werden zwei WMSs, SimStack und KNIME, vorgestellt, welche eingesetzt
wurden, um die entwickelten Modellierungsansatze zu automatisieren. Der erste Work-
flow, welcher der Erstellung molekularer Oberflichenmodelle von Chromatographieharzen
dient, wurde durch das WMS SimStack automatisiert. Die Methodik der mehrstufigen
Simulationsschritte ist detailliert in Kapitel [3.2.1 beschrieben. Die Automatisierung und

Implementierung dieses Workflows wurde von Dr. Modan Liu entwickelt.

In SimStack kénnen Workflows in mehrere Unterkomponenten unterteilt werden, welche
als aktive Workflow-Knoten (engl.: Workflow Active Nodes (WaNos)) bezeichnet werden.
Jedes WaNo ist typischerweise einer spezifischen Simulationssoftware und dem dazu-
gehorigen Simulationsprotokoll zugeordnet, beispielsweise VASP fiir DFT-basierte Ein-
zelpunktberechnungen, oder LAMMPS fiir atomare und grobkérnige Molekulardynamik-
Simulationen. Die Zwischenergebnisse werden zwischen den WaNos nahtlos tibertragen,
sodass die Ausgabe eines Vorgianger-WaNos direkt als Eingabe fiir das nachfolgende

WaNo verwendet werden kann.

Zur Automatisierung wurde der Workflow zur Generierung von methacrylatbasierten
Chromatographieharzoberflachen in fiinf Blocke unterteilt, fiir welche jeweils ein WaNo
entwickelt wurde. Der SimStack-Workflow beginnt mit einem speziellen Eingabe-WaNo,
welcher die benétigten Bausteine fiir das Chromatographieharz als Eingabeparameter sam-
melt. In diesem , Input_Polymer-Building-Blocks” WaNo kénnen Anwender die chemische
Zusammensetzung des Chromatographieharzes festgelegen. Zur Erweiterung der Funktio-
nalitat des Workflows wurden neben den in Kapitel vorgestellten Harzbausteinen
weitere gangige lonenaustausch-Liganden, kurze Spacer-Molekiile und methacrylatba-
sierte Monomere integriert. Das Harz wird somit aus vier Hauptbausteinen konstruiert:

methacrylatbasierte Monomeren und Vernetzern, sowie Spacern und Liganden. Die Spacer
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dienen hierbei als Abstandshalter zwischen Monomeren und Liganden und bestehen aus
linearen Alkylketten, deren Lange variabel durch eine Benutzereingabe gewahlt werden
kann. In der aktuellen Version des Workflows kann bei dem Monomeren zwischen HEMA
und DHPMA gewahlt werden, der Vernetzer ist EGDMA, und bei dem Liganden kann zwi-
schen Trp, Sulfonsdure und Tetramethylammonium entschieden werden. Die Strukturen
aller auswahlbaren Polymerbausteine sind in Abbildung [3.3] dargestellt.

AnschlieBend folgt das ,,CG-Polymerisation” WaNo, welches zur dynamischen Erzeu-
gung eines Kremer-Grest-Polymers in grobkorniger Auflosung dient. Hier wird zuerst
die Polymerisation des methacrylatbasierten Riickgrats und anschlieBend die Bindung
der Liganden an die Monomere simuliert. Die Dimensionen der Simulationsbox sind
wichtige benutzerdefinierte Eingabeparameter dieses WaNos. Die Dichte des Polymers
wird sowohl durch die GroBe der Simulationsbox als auch durch die absolute Anzahl
der Molekiile im ,,Input_Polymer-Building-Blocks" WaNo bestimmt. Das dritte WaNo
Namens ,,Conversion_CG-to-AA" wandelt die grobkornige Darstellung in eine atomisti-
sche Darstellung um. Dabei werden AA-Vorlagen der spezifizierten Bausteine aus dem
»Input__Polymer-Building-Blocks” WaNo genutzt. Bei der Umwandlung werden zunachst
die atomistischen Molekiilstrukturen gemaB der Vorlage aus dem CG-Polymernetzwerk

platziert und verbunden. Danach werden die Kraftfeldparameter angepasst.

Im anschlieBenden ,,MD-Relaxation” WaNo wird schlieBlich die Molekulardynamik-Simulation
zur Strukturrelaxation durchgefiihrt, wobei ein erweiterter Skriptmodus verwendet wird,
um die Simulation mit einem vordefinierten Simulationsprotokoll aus dem ,,Input__Polymer-
Building-Blocks” WaNo und den automatisch generierten LAMMPS-Daten aus dem

Monomere Vernetzer Liganden
oH i o A
o
)\’(OWOH \/\O)H‘/ |
\N
N
5 o}
2,3-Dihydroxypropylmethacrylat Ethylene glycol dimethylacrylate Tryptophan
o

— —O‘
Spacer I
)
\/\OH (¢}
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o
Hydroxyethylmethacrylat M

n-Alkylgruppen

|
N
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Abbildung 3.3.: Auswéhlbare Polymerbausteine im SimStack-Workflow — Die Abbildung pra-
sentiert die in der aktuellen Version des Workflows verfiigbaren Monomere, Vernetzer, Spacer
und Liganden, die zur Erstellung virtueller Modelle von Chromatographieharzoberflachen ver-
wendet werden konnen
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»Conversion__CG-to-AA” WaNo auszufiihren. Der Workflow endet mit einem Ausgabe-
WaNo (,,Output_AA-structure"), welches die einfache Extraktion der endgiiltigen ato-
mistischen Struktur im LAMMPS- oder MOL2-Datenformat ermdglicht. Hierfiir werden
mittels der Bindungsinformationen aus dem , Conversion_CG-to-AA" WaNo die Bindungs-
typen, wie tetraedrische , C-C"-, aromatische , C-C"-, ,C=C"- und ,,C=0"-Bindungen
wahrend der Konvertierung der LAMMPS-Daten in das MOL2-Format zugewiesen. Die
MOL2-Datei kann anschlieBend als Eingabe in die Schrodinger-Software fiir das Screening

von Bindeposen und -energien von Peptiden verwendet werden.

Der zweite simulative Workflow (siehe Kapitel wurde vollstandig in KNIME Ver-
sion 4.7.1 unter Verwendung der Schrodinger-Erweiterungen aus dem Release 2023-2
automatisiert. In KNIME bestehen Workflows aus Knoten, welche einzelne Simulations-
oder Datenverarbeitungsschritte des Gesamtprozesses reprasentieren. Zur besseren Uber-
sicht konnen bei groBen Workflows mehrere Knoten zu einem Metaknoten zusammen-
gefasst werden. KNIME wurde aufgrund der vorhandenen Integration von Schrodinger-
Erweiterungen gewahlt, welche vorkonfigurierte Knoten fiir wichtige Simulationsschritte,
wie Glide LigPrep, Glide Docking, MacroModel-Minimierung und Prime MM-GBSA be-
reitstellen. Zusatzlich kam der ,Volume Overlap Matrix"-Knoten zum Einsatz, um Posen
zu eliminieren, welche sich mit einer zuvor gespeicherten Pose (iberschneiden. Der ,Run
Maestro Command“-Knoten wurde verwendet, um Befehle innerhalb von Maestro auszu-
fliilhren, wie beispielsweise die Zusammenfiihrung der Zielmolekiil- und Adsorbensstruktur
zu einer Datei, was fiir den MacroModel-Minimierungsschritt erforderlich war. Zusatzlich
wurde derselbe Knoten genutzt, um die Strukturen nach der Minimierung wieder zu tren-
nen, das Modell durch Entfernen von Atomen, welche mehr als 15 A vom Zielmolekiil
entfernt waren, zu verkleinern und die so entstandenen Schnittstellen mit Wasserstoff zu

sattigen.

Da kein vorkonfigurierter Knoten fiir die semiempirische QM Einzelpunktenergie-
Berechnungen zur Verfliigung stand, wurde der , Chemistry External Tool“-Knoten ver-
wendet, um die GFN2-xTB-Simulationen einzurichten. Die Ergebnisse der Simulation,
einschlieBlich der berechneten freien Energien des Zielmolekiils, des Adsorbens und ihres
Komplexes, wurden in einem vorgesehenen Unterordner gespeichert. Ein benutzerde-
finiertes Python-Skript, welches tber den , Python Script“-Knoten ausgefiihrt wurde,
importierte diese Energien und berechnete daraus die Bindeenergie.

Um AG-Screenings fiir verschiedene Adsorbensstrukturen und Zielmolekiile weiter zu
vereinfachen, wurden mehrere Schleifen in den Workflow integriert. Abbildung [B.1] bietet
eine erweiterte Ansicht des Simulationsworkflows, einschlieBlich aller Schleifenmechanis-
men. Die so erweiterte Funktionalitat des Workflows ermoglicht Benutzern nun mehrere
Docking-Raster von virtuell entworfenen Chromatographieharzen zusammen mit SMILES-
Strings mehrerer Zielmolekiile gleichzeitig einzugeben. Der Workflow verarbeitet jedes

Harz nacheinander durch einen Schleifenmechanismus, wobei fir jedes Harz iterativ durch
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alle Zielmolekiile gescreent wird. Dieser automatisierte Ansatz erleichtert die Berechnung
von AG fiir jede mogliche Kombination von Zielmolekil und Chromatographieharz. Nach
Abschluss der Simulationen werden alle berechneten AG-Werte in einer Excel-Tabelle
zusammengefasst, welche systematisch nach den entsprechenden Docking-Raster und
Zielmolekiilnamen organisiert ist, aus denen die jeweiligen AG-Werte berechnet wurden.

Die dazugehorigen Bindeposen werden in ein Schrodinger-Projekt importiert.

3.2.4. Vergleich mit etablierten Modellen der Harzoberflache

Zur Bewertung der Effektivitat des entwickelten molekularen Oberflichenmodells des
Chromatographieharzes (MOC), wurden dieses mit etablierten Ansatzen zur Modellie-
rung von Harzoberflachen verglichen. Nach Durchsicht der vorhandenen Literatur wurde
festgestellt, dass die bisherigen Modellansatze zur Darstellung von Harzoberflachen im All-
gemeinen in zwei verschiedene Kategorien eingeordnet werden konnen. Die erste Kategorie
umfasst Modelle, bei welchen die Liganden im Raum fixiert sind und eine planare Oberfla-
che mit einheitlicher Ligandenausrichtung erzeugen, was zu hochsymmetrischen Modellen
fuhrt [12] (14, 10| [15, 168| [169, [170]. Im Gegensatz dazu beinhalten die Modelle der

4

zweiten Kategorie Liganden, welche an Kohlenstoffketten oder ahnliche Abstandshalter
gebunden sind, welche wiederum mit einer planaren oder leicht gekrimmten Oberfla-
che verbunden sind [96] (171} [172] [173]. Diese Konfiguration ermdglicht eine groBere

-

Ligandenmobilitat, was nach einer Energieminimierung zu einer inhomogenen Oberflache-
nerscheinung fiihrt. Die meisten Studien ermittelten einen optimalen Ligandenabstand
von 5 bis 15 A [14) [96], ein Wert, welcher auch bei der Modellierung des MOC anstrebt

wurde, um realistische Ligandendichten zu replizieren.

Fir jede Kategorie wurde ein Modell mithilfe des ,Build"“-Werkzeugs in Maestro 13.6
(Schrodinger Release 2023-2) erstellt. Visuelle Darstellungen der beiden erzeugten Standard-
Modelle sind in Abbildung 3.4/ dargestellt. Im ersten der Ligandenmodelle (LM1, gezeigt
in Abbildung [3.45) sind die Liganden einheitlich ausgerichtet und durch ein einzelnes
Kohlenstoffatom frei im Raum verankert. Im zweiten Ligandenmodell (SM2, dargestellt in
Abbildung [3.4b) sind die Liganden an C12-Kohlenstoffketten gebunden, welche mit einer
flachen Kohlenstoffoberflache verbunden sind. Vor der Berechnung des Docking-Rasters
wurden alle Modelle einer Energieminimierung unterzogen, fiir welche das MacroModel-
Modul verwendete wurde. Wahrend dieses Prozesses wurden die verankernden Kohlen-
stoffatome in LM1 und die Kohlenstoffoberflache, welche mit den C12-Ketten in LM?2

verbunden ist, fixiert, um die strukturelle Stabilitdt der Modelle zu gewahrleisten.

Nach dem Minimierungsprozess wurde ein Docking-Raster mit einer Mittelpunktsbox von
40 A innerhalb jedes Modells zentriert. Um zu verhindern, dass Zielmolekiile an den
Kohlenstoffketten oder an Bereichen unterhalb der Modelloberflache adsorbieren, wurden

diese Regionen wahrend der Rastererzeugung als ausgeschlossene Volumina definiert.
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Diese Raster dienten als Eingaben fiir den in Abschnitt beschriebenen Workflow
zur Berechnung der Bindeenergien mit Zielmolekiilen.

(a) (b)
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Abbildung 3.4.: Etablierte Modelle von Chromatographieharzoberflachen — Die Abbildung zeigt
zwei anhand von etablierten Ansatzen erstellte Modelle von Harzoberflachen fiir einen Vergleich
mit dem entwickelten MOC. Das LM1 (a) setzt sich aus Liganden zusammen, welche im Raum
verankert sind und eine planare Oberflache bilden, wahrend die Liganden von LM2 (b) an C12-
Kohlenstoffketten gebunden sind, welche wiederum mit einer planaren Kohlenstoffoberflache

verankert sind. Beide Modelle vereinfachen die Oberflache, indem das Tragermaterial des Harzes
nicht beriicksichtigt wird.
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3.3. Entwicklung eines flexiblen Robotiklabors fiir Hochdurchsatz-

screenings

Um die simulativen Ergebnisse aus Kapitel 3.2 zu validieren, wurden experimentell Adsorp-
tionsisothermen mit den fiir diese Arbeit ausgewahlten Peptiden und Chromatographieharz
aufgenommen. Fiir eine aussagekraftige Validierung waren genaue und reproduzierbare ex-
perimentelle Ergebnisse essentiell. Deshalb wurde ein Robotiklabor implementiert, welches
Adsorptionsisothermen teilautomatisiert aufnehmen kann. Durch Laborautomatisierung
kann die Effizienz der Versuche und die Qualitat der Ergebnisse maximiert werden. Der
Hauptvorteil fir diese Arbeit besteht in der Standardisierung und Gleichschaltung dieser
Prozesses, was zu einer hoheren Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und der Eliminierung
menschlicher Fehlerquellen fiihrt. Zusatzlich kann durch die héheren Durchsatzraten

dieser Prozesse die Verarbeitung einer gréBeren Anzahl von Proben ermoglicht werden.

In diesem Kapitel werden die Methoden zur teilautomatisierten Aufnahme von Adsorptions-
isothermen beschrieben. Zunachst wird die Etablierung des Robotiklabors, einschlieBlich
des Aufbaus und des Gesamtkonzepts zur Steuerung des Labors sowie der Ansteuerung
der einzelnen Gerate, erlautert. AbschlieBend werden die durchgefiihrten Versuche zur
Aufnahme von Adsorptionsisothermen mittels chargenweisen Inkubationsversuchen in
96-Well Filterplatten beschrieben.

3.3.1. Aufbau und Automatisierungskonzept des Robotiklabors

Dieses Unterkapitel beschreibt den Aufbau des Robotiklabors sowie das zugrundeliegende
Automatisierungskonzept. Zunachst werden der Aufbau und das Steuerungssystem des
Labors erlautert, gefolgt von einer detaillierten Beschreibung der verwendeten Geréte und
ihrer Ansteuerung. Das Automatisierungskonzept sowie dessen Umsetzung wurde von

B. Sc. Jonathan Déttling im Rahmen seiner Bachelorarbeit erarbeitet.

Das Robotiklabor bestand zum Zeitpunkt dieser Arbeit aus dem Pipettierroboter (engl.:
Liquid Handling Station (LHS)) OT-2 von Opentrons, dem Roboterarm UR5e von Uni-
versal Robots und der Vakuumpumpe MD 4 Vario select von Vacuubrand, welche (iber
Schlauche mit einer Filtrationsstation verbunden war. Das Labor wurde speziell fiir die
Durchfiihrung von Experimenten im 96-Well-Format konzipiert. Eine schematische Dar-
stellung und ein Foto des Labors sind in Abbildung dargestellt. Zentral wurde der
Roboterarm verbaut, welcher zum Plattentransfer zwischen den Geraten diente. Links
befand sich der LHS, mit welchem alle Prozessschritte zur Fliissigkeitshantierung druchge-
fuhrt wurden. Rechts war ein Platz fiir einen Tecan Spark Platereader vorgesehen, welcher
jedoch zum Zeitpunkt der Arbeit nicht verfiighbar war, sodass der finale Plattentransfer
zur UV-Spektrometrie manuell durchgefiihrt werden musste. Vor dem Roboterarm be-
fanden sich sechs Ablagepositionen fiir 96-Well Platten sowie eine Station zur Filtration

mit 96-Well Filterplatten. Um den hierfiir benétigten Unterdruck zu erzeugen, war die
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Abbildung 3.5.: Schematische Darstellung und Fotografie des Robotiklabors - (a) zeigt eine
schematische Darstellung in Draufsicht und (b) eine Fotografie des Robotiklabors mit allen
verwendeten Geraten und Ablagepositionen.

Unterseite der Filterstation an der Vakuumpumpe angeschlossen. Links davon befand
sich eine Ablage fiir das abnehmbare Kopfteil der Station, das fiir den Zugang zu den
Auffangplatten im Inneren entfernt werden musste. Das Kopfteil wurde an dieser Ablage
in einer definierten Position zwischengelagert, um es fiir das spatere Anbringen wieder
mit dem Roboterarm anheben zu konnen. Die Steuerung des Robotiklabors erfolgte iiber
ein leicht anpassbares Python-Programm. Fiir jedes Gerat wurde eine spezifische Klasse
entwickelt, deren Methoden die Steuerung des jeweiligen Gerats ermoglichten. Durch
den objektorientierten Ansatz kénnen bei spateren Erganzungen des Labors neue Gerate
problemlos integriert werden, indem zusatzliche Objekte der entsprechenden Klasse im
Hauptprogramm integriert werden. Diese Klassen waren in separate Module unterteilt,
um ein (bersichtliches und strukturiertes Labor-Framework mit verschiedenen Ebenen zu
schaffen. Anderungen im Labor konnten somit leicht nachvollzogen und entsprechende

Module angepasst werden.

Abbildungzeigt eine Ubersicht (iber die verschiedenen Ebenen des Steuerungssystems
und die zugehorigen Module. Auf der Gerateebene befinden sich die Module zur An-
steuerung der Gerate: UR5e (UniversalRobot.py), OT-2 (Opentrons.py) und MD4 Vario
select (VacuuSelect.py). Diese Module mussten nur bei herstellerseitigen Anderungen
der Gerate-APls oder zur Implementierung neuer Funktionen modifiziert werden. Soll

ein weiteres Gerat integriert werden, muss ein neues Modul fiir dessen Ansteuerung ent-
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Abbildung 3.6.: Ubersicht des modularen Aufbaus des Steuerungssystems des Robotiklabor
- Die Abbildung zeigt die verschiedenen Ebenen des Steuerungssystems und die zugehdrigen
Module, welche zur Ansteuerung der Geréte, Definition von Bewegungsablaufen und Steuerung
des gesamten Prozesses verwendet wurden. Zusatzlich werden erforderliche Anpassungen bei
Anderungen in einzelnen Ebenen erklart.

wickelt werden. Auf der Laborebene befinden sich die Module, welche spezifische, sich
wiederholende Prozesse innerhalb des Robotiklabors definieren, wie Positionen, welche
der UR5e ansteuern soll (URPosition.py), oder Bewegungsablaufe, welche dieser ausfiithrt
(URMovement.py). Diese Module mussten bei Anderungen des Laboraufbaus oder bei
neuen Bewegungsablaufen angepasst werden. Auf der Prozessebene befinden sich die
Module, welche fiir jeden automatisierten Prozess neu angepasst werden mussten. Dazu

gehorten das Hauptprogramm (Main.py), welches den gesamten Ablauf steuert, und die
Protokolle, welche der OT-2 ausfiihren soll (siehe Kapitel 3.3.2).

3.3.2. Ansteuerung des Pipettierroboters

Der Opentrons OT-2 ist ein Tischplatten-Pipetierroboter mit vielfaltigen Anpassungs-
moglichkeiten durch austauschbare Module. Der Roboter verfiigt Giber 11 Steckplatze fir
Module, Gestelle oder Wellplatten, sowie einen fest installierten Abfallbehalter. Der Robo-
terarm kann mit zwei Pipetten mit Volumenbereichen von 1-20 pL, 20-300 pL, 100-1000
pL sowie einer 8-Kanal-Multipipette fiir 20300 pL bestiickt werden. Zusatzlich ist ein
Thermoschiittler-Modul in Slot 1 verbaut, welches Erhitzen bis 95°C und horizontales
Schitteln mit Drehzahlen von 200 bis 3000 rpm ermdoglicht.
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Dank seines Open-Source-Ansatzes und einer Python-API bietet der OT-2 flexible Pro-
grammiermoglichkeiten. Die Opentrons-eigene APl wurde entwickelt, um eine leicht
zugangliche Laborautomation in Python zu ermoglichen. Ein Automatisierungsprogramm,
das diese API verwendet, wird als Protokoll bezeichnet. Ein Protokoll gliedert sich in meh-
rere Abschnitte. Zunachst werden Metadaten wie API-Version, Protokollname, Zweck und
Autor definiert. AnschlieBend werden die eingesetzten Pipetten, Pipettenspitzen, Module,
Wellplatten und Probengestelle initialisiert. Hierfiir stellt die APl von Opentrons Klassen-
objekte zur Verfiigung. Fiir Wellplatten und Probengestelle gibt es neben bestehenden
Klassen einen Klassengenerator auf der Hersteller-Webseite, mit welchem benutzerdefi-
nierte Laborware basierend auf deren MaBe erstellt werden kann. Nach der Initialisierung
konnen die durch die API bereitgestellten Pipettierbefehle genutzt werden, um lineare
oder iterative Pipettierschritte auszufiihren. Zusatzlich wurde die Transferfunktion um
eine Nachverfolgung des Fiillstandes der Proberohrchen erweitert. Dies ermoglichte die
Pipetten nur bis zur minimal nétigen Tiefe in die Probeldsung einzutauchen und so Un-
genauigkeiten durch verbleibende Tropfen an der AuBenseite der Pipette zu minimieren.
Zusatzlich wurde die ,, Touch-Tip“-Funktion verwendet, um dennoch verbleibende Tropfen
am Rand des Wells abzustreifen. Die erstellten Protokolle kdnnen in die von Opentrons
bereitgestellte App geladen und manuell auf einem verbundenen OT-2 ausgefiihrt werden.
Fir eine vollstandige Automatisierung ist ein manuelles Starten jedoch unpraktikabel, da

dies eine Anwenderinteraktion erfordert.

Um den Start eines Protokolls zu automatisieren, wurde zunachst die Moglichkeit der
direkten Verbindung per SSH mit dem im OT-2 verbauten Raspberry Pi, welcher das
Gerat steuert, in Betracht gezogen. Dabei kann das Protokoll direkt iiber die Befehlszeile
oder (iber die Standard-Bibliothek subprocess von Python ausgefiihrt werden. Allerdings
gehen bei dieser Methode alle Zusatzfunktionen verloren, welche die Opentrons-App
bietet, wie die Ubertragung von Kalibrierungsdaten fiir die Positionierung der Pipetten,
welche somit anderweitig erfasst und initialisiert werden miissten. Zusatzlich musste das
Hauptprogramm pausiert werden, wahrend die SSH-Verbindung aufgebaut war. Diese er-
wies sich als problematisch, da der Datenaustausch tiber den Protokollfortschritt zwischen

dem OT-2 und dem Hauptprogramm behinderte wurde.

Daher wurde die Steuerung des OT-2 schlieBlich iiber die HTTP API implementiert.
Diese ist eine alternative und umfassendere Steuerungsmoglichkeit, welche von Open-
trons als primare Kommunikationsmethode zwischen der App und dem OT-2 genutzt
wird und ebenso direkt von einem Python-Programm angesprochen werden kann. Die
Representational State Transfer (REST) APl kommuniziert Gber JSON-Anfragen und
-Antworten. Durch die Nutzung der HTTP API kdénnen alle Funktionen des OT-2, welche
uber die App zuganglich sind, auch direkt angesteuert werden. Zudem erméglicht dies
eine einfachere Nutzung der Kalibrierungsdaten aus der Opentrons-App. Hierfiir wurde

die Open-Source-Bibliothek requests verwendet, um vordefinierte JSON-Objekte, welche
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mit der Python-Standard-Bibliothek json erstellt wurden, zwischen dem Hauptprogramm
und dem OT-2 auszutauschen. Dies ermoglichte das Hochladen und Ausfiihren eines
Protokolls auf den OT-2 . Zusatzlich konnte der Status des aktuellen Protokolldurchlaufs
abgefragt werden. Diese Funktion war essentiell fiir eine Kommunikation zwischen den
Laborgeraten. Denn erst sobald der Pipettiervorgang beendet ist, kann beispielsweise der

Roboterarm die Platte zur nachsten Station transportieren.

Zusammenfassend bietet die HT TP API eine leistungsfahige und flexible Losung zur Steue-
rung des Opentrons OT-2, welche die Einschrankungen der direkten SSH-Verbindung
iberwindet und eine umfassende Nutzung der von Opentrons bereitgestellten Funktio-
nalitaten ermoglicht. Mit dieser API konnten fertige Opentrons Protokolle automatisiert
an den Pipettierroboter geschickt und ausgefiihrt, sowie der Status des Gerats abgefragt

werden.

3.3.3. Ansteuerung des Roboterarms

Der Universal Robots 5e ist ein Roboterarm mit sechs Gelenken. Er hat eine Reichweite
von 850 mm und kann Lasten bis zu 5 kg anheben. An seinem unterem Ende wurde
er in seiner Arbeitsumgebung, in diesem Fall an eine Tischplatte, montiert. An seinem
oberen Ende wurde ein adaptiver Greifer (Robotiq Hand-E) befestigt. Die mitgelieferten
metallenen Arme des Greifers erwiesen sich jedoch als unzureichend, da sie nicht weit
genug 6ffnen konnten, um 96-Well-Platten zu greifen. Aus diesem Grund wurden sie durch
speziell entwickelte, additiv gefertigte Greifarme ersetzt. Das Design, wie in Abbildung|3.7
dargestellt, wurde mit einem Stratasys Objet260 Connex 1-2-3 3D-Drucker aus VeroClear,
einem methylmethacrylatbasierten Material, hergestellt. Diese L-férmigen Greifarme sind
mit je zwei Lochern in der Basis ausgestattet, an welchen sie am Greifer befestigt wurden.
Um die Greifeigenschaften zu verbessern, wurden an den Spitzen der Greifarme je fiinf
O-Ringe mit einer Dicke von 2 mm und einem Innendurchmesser von 20 mm in 1 mm
tiefe Rillen angebracht. Tests zeigten, dass die neuen polymerbasierten Greifarme auch
der maximalen Kraft und Geschwindigkeit, mit denen der Greifer 6ffnet und schlieBt,

standhielten.

Der URbe kann direkt (iber einen angeschlossenen Touchscreen gesteuert werden, auf
welchem die Steuerungssoftware Polyscope lauft. Diese Software ermdglicht die Aufnahme
von Wegpunkten, indem der Roboter entweder im Freedrive-Modus von Hand oder mithilfe
der Pfeiltasten der grafischen Benutzeroberflache in die gewiinschte Position bewegt wird.
Diese Wegpunkte konnen anschlieBend durch Drag and Drop liber Bewegungsfunktionen
zu einem Workflow verkniipft werden. Uber die Software kénnen diese Workflows als
Skripte der UR-eigenen Steuersprache URScript gespeichert und auf einen USB-Stick
exportiert werden. Uber eine TCP/IP-Verbindung kénnen so exportierte Skripte an den

URbe gesendet und ausgefiihrt werden.
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Abbildung 3.7.: Technische Zeichnungen des additiv gefertigten Greifarms - Die Abbildung
zeigt verschiedene Ansichten des 3D-gedruckten Greifarms, welcher an den adaptiven Greifer
des Roboterarms montiert wurde. Design und Entwicklung von Dr.-Ing. André Tschope (KIT).

Zum empfangen von URScript-Befehle verfligt der Steuerungsrechner des URbe (iber
einen TCP/IP-Server. Uber Port 30001 kénnen sowohl vollstandige Skripte als auch ein-
zelne Befehle gesendet werden. Zusatzlich sendet der Server Roboterzustandsdaten und
weitere Informationen mit einer Frequenz von 10 Hz an verbundene Clients. Diese Daten
werden als Multibyte-Zeichenfolgen im 8-Bit Universal Coded Character Set Transforma-
tion Format (UTF-8) kodiert und in verschiedene Unterpakete aufgeteilt. Eine Ubersicht
uber den Aufbau dieser Nachrichten ist in Abbildung 3.8 dargestellt. Die ersten vier Bytes
geben die Lange der gesamten Nachricht an, wahrend das fiinfte Byte den Nachrich-
tentyp enthalt. AnschlieBend folgen die verschiedenen Unterpakete, welche ebenfalls aus
einer Langenangabe in den ersten vier Bytes, einer Typenidentifizierungszahl im nachsten
Byte und den eigentlichen Informationen bestehen. Die spezifischen Datentypen dieser
Informationspakete sind detailliert in der Dokumentation des URbe beschrieben. Von
besonderem Interesse sind die Robot State-Nachrichten mit dem messageType 16 sowie
die Unterpakete Robot Mode Data (packageType 0) und Joint Data (packageType 1),
da diese den aktuellen Zustand des Roboters tiberwachen. Um diese APl zu nutzen, muss
der Client eine Verbindung mit dem Server herstellen, UTF-8-kodierte Befehle senden
und die empfangenen Statusnachrichten dekodieren und verarbeiten. Es ist zu beachten,
dass die Echtzeiteigenschaften des URbe liber diese primare API nicht vollstandig ge-

nutzt werden konnen, da die Befehle vom Roboter kompiliert werden miissen, was die



3. Material und Methoden 61

4 bytes (int)

Lange des Gesamtpakets

1 byte (uchar) Nachrichten-Typ
4 bytes (int)

Lange des Pakets

1 byte (uchar) Paket-Typ
n bytes (int)

Inhalt des Pakets

4 bytes (int)

Lange des Paktes

1 byte (uchar) Paket-Typ
m bytes (int)

Inhalt des Paktes

Abbildung 3.8.: Aufbau der Zustandsnachrichten des UR5e - Die Abbildung zeigt die Struktur
der vom URbe gesendeten Nachrichten, welche iiber die Primare Schnittstelle auf Port 30001
gesendet werden. Die Multibyte-Zeichenfolge ist in UTF8 kodiert und in verschiedene Unterpa-
kete unterteilt.

Aktualisierungsrate beeintrachtigen kann.

Um einen Prozess zu automatisieren, mussten zunachst alle Positionen definiert werden,
welche der Roboterarm hierbei anfahren muss. Dazu wurde der Roboter mittels der zuvor
beschriebenen Funktionen iiber den Touchscreen an die gewiinschten Stellen bewegt. Die
exakten Positionen wurden durch Abwarten der nachsten ibertragenen Nachricht des
URb5e mit dem messageType 16 und Dekodieren des Unterpakets mit dem packageType 1
mithilfe der Python-Standardbibliothek struct erfasst. Diese so erhaltenen Gelenkpositio-
nen in Radiant wurden in einem Modul namens UR-Position in einer Position-Datenklasse
gespeichert. Ein weiteres Modul des Hauptskripts namens URMovement fasste mehre-
re Methodenaufrufe zur Bewegungs- und Greifer-Steuerung zusammen, darunter auch
Methoden zum Aufnehmen und Abstellen von Laborware an festgelegten Positionen.
Eine leicht oberhalb der Greifposition definierte Abstellposition verhinderte Kollisionen
der Laborware mit der Ablageflaiche. Um einen Bewegungsablauf zu erstellen, konnten
die gespeicherten Positionen durch Bewegungsbefehle verbunden werden. Der Movel-
Befehl, welcher ein Objekt der Positionsklasse sowie optional zwei Werte fiir maximale
Geschwindigkeit (m/s) und maximale Beschleunigung (m/s?) erfordert, sendet einen
UTF-8-kodierten URScript-Befehl an den URb5e. Dabei bewegt sich der Greifer entlang
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einer linearen Beschleunigungskurve, was zu einer kurvenférmigen Bewegung fiihrt. Der
Movel-Befehl funktioniert dhnlich, bewegt den Greifer jedoch auf einem linearen Weg
zwischen Start- und Zielposition. Fiir eine effektive Kommunikation zwischen den Geraten
war es notwendig, den Status des Roboterarms kontinuierlich abzufragen. Dazu wurde auf
die nachste tibertragene Nachricht des URb5e mit dem messageType 16 gewartet und das
Unterpaket mit dem packageType O dekodiert. Der im Paket enthaltene boolesche Wert

»isProgramRunning” diente zur Uberwachung des aktuellen Status des Roboterarms.

3.3.4. Ansteuerung der Vakuumpumpe

Die Vacuubrand MD 4 VARIO select ist eine dreistufige Membranpumpe mit einem ma-
ximalen Saugvermégen von 5,7 m®/h und einem Endvakuum von 1 mbar. Ihre Steuerung
erfolgt Gber den Vacuuselect-Controller, welcher durch vordefinierte Vakuumprozesse eine
benutzerfreundliche Anwendung im Labor ermoglicht. Der Controller verfligt tber eine
TCP/IP-Modbus-API auf Port 502, welche Schreib- und Lese-Register zur Prozesssteue-
rung und -iiberwachung bereitstellt. TabeIIe bietet eine Ubersicht iiber die verwendeten
Register und deren Werte.

Um die Pumpe zu steuern, wurde die Python-Bibliothek pymodbus verwendet, welche das
Lesen und Schreiben der Modbus-Register erméglicht. Zuerst wurde eine TCP /IP-Modbus-
Verbindung mit der aktuellen |P-Adresse des Pumpencontrollers hergestellt. Danach wurde
der Fernsteuerungsmodus des Controllers aktiviert. Im nachsten Schritt wurde der Zielwert
fur den vorgefertigten Prozess ,Vakuum regeln” auf den gewiinschten Zielunterdruck
gesetzt und die Prozessdauer in Sekunden festgelegt. Nach Abschluss dieser Einstellungen
wurde der Fernsteuerungsmodus des Controllers deaktiviert und die Modbus-Verbindung

geschlossen.

Tabelle 3.2.: Verwendete Modbus-Register und -Werte zur Steuerung der Vakuumpumpe.

Register Register Beschreibung Wert Wert Beschreibung
40802 Fernsteuerungsmodus 0 Fernsteuerung Aus
1 Fernsteuerung Ein
40902 Prozess ID 0 Abpumpen
6 Vakuum regeln
41104 - 41106 Druck 0,001 - 1 Finzustellender Druck
in bar
41107 Drehzahl 0 - 100 Max'ma'eoﬁ)rehzah' "
0
40903 Prozess Modus 0 Prozess Stopp
1 Prozess Start

40909 Prozessdauer 0-o00 Prozessdauer in s
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3.4. Aufnahme von Adsorptionsisothermen

Um die Affinitat der Peptide an das Chromatographieharz experimentell zu bestimmen,
wurden Adsorptionsisothermen aufgenommen. Hierbei wurden Losungen mit spezifischen
Konzentrationen des Zielmolekiils mit einer definierten Menge an Chromatographiema-
terial inkubiert, bis der Adsorptionsprozess sein Gleichgewicht erreichte. Alternativ kann
die Konzentration des Zielmolekils konstant gehalten und unterschiedliche Mengen an
Chromatographieharz hinzugefiigt werden. Fiir die Darstellung der Isotherme, wird die
Beladung des Harzes tiber die verbleibende Zielmolekiilkonzentration in Loésung im Gleich-
gewicht aufgetragen. SchlieBlich konnen die Datenpunkte durch einen Fit gangiger Iso-

thermenmodelle, wie dem Langmuir-Modell, approximiert werden.

Fir eine spatere Validierung der Simulationen aus Kapitel sind sehr genaue und
reproduzierbare experimentelle Ergebnisse von entscheidender Bedeutung. Aus diesem
Grund wurde das in Kapitel entwickelte Robotiklabor verwendet, um die Qualitat
der Ergebnisse zu maximieren und den Einfluss menschlicher Fehler zu minimieren. Die
chargenweisen Inkubationschromatographieexperimente zur Aufnahme der Adsorptions-
isothermen wurden in 96-Well Filterplatten durchgefiihrt. Hierbei wurde das Volumen
pro Messpunkt der Isotherme auf das Volumen eines Wells herunterskaliert. Zusatzlich
konnten in einer Filterplatte 96 Messpunkte gleichzeitig gemessen werden. Durch die-
se Miniaturisierung und Parallelisierung der Adsorptionsversuche konnte die benétigte
Menge an Zielmolekiilen minimiert und der Durchsatz der Experimente maximiert wer-
den. Die Automatisierung des gesamten Prozesses in der Robotikanlage trug ebenso zu
einer zusatzlichen Erhéhung des Durchsatzes und einer Minimierung des erforderlichen

Arbeitsaufwands bei.

In den folgenden Kapiteln werden die Prozessschritte zur teilautomatisierten Aufnahme
von Adsorptionsisothermen in 96-Well Filterplatten erlautert. Als erstes wird das Verfahren
der Befiillen der Filterplatten mit Chromatographieharz vorgestellt. AnschlieBend wird
dargelegt, wie der Inkubationprozess mit dem Robotiklabor automatisiert und getestet
wurde. AbschlieBend wird auf die Aufnahme der Adsorptionsisothermen von Peptiden

eingegangen.

3.4.1. Befiillung der Filterplatten mit Chromatographieharz

Zu Beginn wurde jedes Well der Filterplatten mit einer definierten Menge an Chromato-
graphieharz befiillt. Dabei war entscheidend, nicht nur die gleiche Masse an Harz in jedes
Well zu geben, sondern auch eine reprasentative PartikelgroBenverteilung zu gewahrleisten.
Eine lbliche Methode zur Befiillung von Filterplatten besteht darin, eine definierte Menge
einer geschittelten Losungsmittel-Harz-Suspension in die einzelnen Wells zu pipettieren.
Diese Methode hat jedoch den Nachteil, dass kleinere Harzpartikel in einer geschiittelten

Suspension hoher aufsteigen als groBere, wodurch die aufgesammelten PartikelgroBen in
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Abhangigkeit der Eindringtiefe der Pipette variieren konnen. Dies kann zu einer nicht

reprasentativen Verteilung der PartikelgroBen in den Wells fiihren [82].

Um dieses Problem zu umgehen, wurde der ResiQuot von MediaScout (Abbildung|3.9)
zur Befillung der Filterplatten eingesetzt. Hierbei wurden AcroPrep Advance 0,2 pm Su-
por 96-Well Filterplatten von Pall mit einem Well-Volumen von 1 mL verwendet. Der
ResiQuot hat eine Abdeckung mit Lochern, welche der Anordnung der Wells einer Standard
96-Well-Mikrotiterplatte entsprechen und als Reservoirs fiir die Chromatographiematerial-
Suspension dienen. Unterhalb der Abdeckung befindet sich eine perforierte Metallplatte
mit definierten Bohrungen, welche ein exaktes Volumen von 7,7 pL haben und zentral un-
ter den Reservoirs der Abdeckung angeordnet sind. Darunter befindet sich eine Metallfritte
mit einer PorengréBe von 10 pm. Das unterste Bauteil ist ein groBes zusammenhangendes
Reservoir unter der Fritte, welches mit einem Adapter verbunden ist, an welchem eine
Vakuumpumpe angeschlossen werden kann. Die Bauteile wurden fest aufeinander ge-
schraubt, wobei durch Hebelschrauben sichergestellt wurde, dass die perforierte Platte an
ihrer definierten Position fixiert ist. Zur Abdichtung zwischen den Bauteilen sind O-Ringe

verbaut.

Vor der Befiillung musste das Chromatographieharz gewaschen werden, um mogliche
Faserriickstande aus der Synthese zu entfernen, welche die Poren der Fritte oder der
Filterplatten verstopfen konnten. Dazu wurden 10 mL der gekauten Suspension in ein
ProbengefaB pipettiert und gewartet, bis sich die Harzpartikel abgesetzt hatten. Der
Uberstand wurde dann durch Pipettieren entfernt. AnschlieBend wurden 15 mL von
20 % (v/v) Ethanol hinzugefiigt und die Suspension gemischt. Nachdem sich die Partikel
erneut abgesetzt hatten, wurde dieser Vorgang wiederholt. Das gewaschene Chromato-
graphieharz wurde in ein Reservoir fiir Multipipetten gefillt, der MediaScout ResiQuot

zusammengebaut und an eine Vakuumpumpe angeschlossen.

Anschluss fur Vakuumpumpe

-
- oo
-....-..-
-....-----..- .
P P e Deckel mit
e e e o e ~ Reservoirs flir Harz-Suspension
® ® ® ® ®_ ©
..... -..
® e ®

Hebelschaube
_Lochplatte
" Metall Fritte

- Flussigkeitsreservoir

Abbildung 3.9.: Aufbau des MediaScout ResiQuot zur Befiillung von 96-Well-Filterplatten -
Die Abbildung zeigt den ResiQuot im zusammengebauten Zustand.
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Mit einer Multipipette wurden 70 pL der Suspension in jedes Well des ResiQuot pipettiert.
Falls ein Well nicht ausreichend gefiillt war, wurde mit einer Einfachpipette zusatzliche
Suspension hinzugefiigt. Danach wurde die Pumpe eingeschaltet und ein Vakuum von
1 mbar eingestellt. Danach wurden jedes Well nochmals mit 300 pL 20 % Ethanol gespiilt.
Durch das Vakuum an der Unterseite wurde die Fliissigkeit von den Reservoirs, liber die
Bohrungen der perforierten Platte in das untere Reservoir gezogen. Die Harzpartikel
wurden von der Fritte zurlickgehalten und verblieben somit in den Bohrungen der Platte.

So entstanden gleichmaBig gepackte Pellets in den Bohrungen.

Nachdem alle Bohrungen vollstdndig mit Partikeln gefiillt waren, wurde 90 Sekunden
lang bei angelegtem Vakuum gewartet. Dadurch trockneten die Partikel so weit, dass
sie zusammenhaftende Pellets bildeten. Der ResiQuot wurde anschlieBend auseinanderge-
baut, um die perforierte Platte zu entnehmen. Uberschiissige Partikel an der Ober- und
Unterseite der Platte wurden abgewischt und die Pellets in den Bohrungen mit einem
speziellen Stempel in 96-Well-Filterplatten gedriickt. So erhielt jedes Well einen 7,7 plL
Partikelplaque. AbschlieBend wurden 200 pL 20 % Ethanol in jedes Well pipettiert, um
die Plaques zu losen und ein Austrocknen des Harzes zu verhindern. Zum Einlagern
wurde die Filterplatte mit einer Abdeckfolie versiegelt. Durch diese Vorgehensweise konn-
te eine gleichmaBige und reprasentative GroBenverteilung des Chromatographieharzes
in den Wells gewahrleistet werden, was flir genaue experimentelle Untersuchungen von

entscheidender Bedeutung ist.

3.4.2. Automatisierung der chargenweisen Inkubationschromatographie

Im Folgenden wird der durch das Robotiklabor automatisierte Prozessablauf der chargen-
weisen Inkubationschromatographie zur Aufnahme von Adsorptionsisothermen detailliert
beschrieben. Vor Beginn des automatisierten Ablaufs mussten einige manuelle Schritte
durchgefiihrt werden. Zuerst wurden die Filterplatten gemaB Kapitel mit Chroma-
tographieharz gefiillt. Zusatzlich wurden Pufferlésungen angesetzt und Stammldsungen
der Zielmolekiile hergestellt. Vor Beginn des Experiments musste die Filterplatte im ent-
sprechenden Puffer equilibriert werden. Um ein Austrocknen des Harzes zu verhindern,
wurde der Puffer in den Filterplatten erst kurz vor Beginn des Experiments in der Filtra-
tionsstation abgepumpt. AnschlieBend wurde die Filterplatte auf den Schittler des LHS
platziert. Der Puffer und die Stammlésungen wurden in Probenréhrchen abgefiillt und in

die vorgesehenen Gestelle des LHS gestellt.

Nun konnte der automatisierte Laborprozess gestartet werden. Abbildung zeigt ein
FlieBschema des Gesamtprozesses. Zunachst wurden die Stammlésungen mit den jewei-
ligen Puffern in der Filterplatte verdiinnt, um eine definierte Zielmolekilkonzentration
in jedem Well einzustellen. Dabei wurde darauf geachtet, zuerst den Puffer und dann
die Stammlésung zum Chromatographieharz in den Wells zu pipettieren, um zu verhin-

dern, dass die Zielmolekiile bereits mit der hoheren Stammldsungskonzentration an das
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Abbildung 3.10.: FlieBschema des automatisierten Gesamtprozesses zur Aufnahme von Adsorp-
tionsisothermen - Die Abbildung zeigt die einzelnen Schritte des automatisierten Laborprozesses
und durch welches Laborgerat sie durchgefiihrt wurden.

Harz binden. Nachdem die Filterplatte gefillt war, wurde sie fiir 1 Stunde bei 1000 rpm
geschiittelt. AnschlieBend setzte der Roboterarm die Platte auf die obere Ablage der Fil-
trationsstation (Pos. 1). Durch das Anlegen von Vakuum wurde die Flissigkeit durch den
Filter aus den Wells gezogen. In der unteren Ablage der Filtrationsstation (Pos. 2) befand
sich eine 96-Well-Auffangplatte mit einem Well-Volumen von 1 mL, in welcher die durch
die Filter gepumpte Fliissigkeit aufgefangen wurde. Nachdem die gesamte Fliissigkeit aus
den Wells entfernt war, stellte der Roboterarm die Filterplatte wieder auf den Schiittler
des LHS. Das Kopfstiick der Filtrationsstation wurde durch den Roboterarm entfernt und
auf die dafiir vorgesehene Ablage gesetzt. Nachdem das Kopfstiick entfernt war, konnte
der Roboterarm die Auffangplatte erreichen und auf Position 2 des LHS abstellen. Um ein
Austrocknen des Chromatographieharzes zu verhindern, wurde anschlieBend ein Unterpro-
zess zum Spllen der Platte gestartet. Danach wurde die Flissigkeit in der Auffangplatte
durch den LHS in eine UV-Platte (UV-Star 96-Well-Mikrotiterplatten, Greiner Bio-One
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GmbH) pipettiert. Proben mit hoher UV-Absorbanz wurden dabei verdiinnt. AbschlieBend
stellte der Roboterarm die UV-Platte auf eine der Plattenablagen. Die Konzentration
der Proben wurde mittels UV-Spektroskopie in einem Plattenlesegerat (Tecan Spark)

bestimmt.

Der Spiilprozess der Filterplatte ist in Abbildung[3.11]als Flussdiagramm dargestellt. Die-
ser Prozess kann beispielsweise verwendet werden, um die Platten zu waschen, zu eluieren,
zu reequilibrieren oder einzulagern. Zu Beginn setzt der Roboterarm eine neue Auffang-
platte in Position 1 der Filterstation und bringt das Kopfstiick anschlieBend wieder an.
Wahrenddessen wird die fiir das Spiilen der Platten vorgesehene Fliissigkeit von dem LHS
in die Wells transferiert. Danach wird die Platte bei 1000 rpm geschiittelt. Im Folgenden

wird die Flissigkeit in den Filterplatten, wie bereits beim Gesamtprozess beschrieben, in

Unterprozess: Spiilen der Filterplate

LHS Roboterarm Vakuumpumpe

Umpipettieren
der Spullésung

Filterstation (Pos.1)

Neue Auffangplate in]

Y Y
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Kopsttick von Ablage]

A 4

Filterplatte von Vakuumoumpen:
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Filterplatte von
Filterstation (Pos.2)

zu LHS (Pos.1)

A

A
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A
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zu Ablage

-

Abbildung 3.11.: FlieBschema des Unterprozesses fiir das Spiilen der Filterplatten - Die
Abbildung stellt den Ablauf des Spiilprozesses, sowie die Laborgerate fiir dessen automatisierte
durchgefiihrt dar. Der Prozess kann zum Waschen, Eluieren, Reequilibrieren oder Einlagern der
Filterplatten verwendet werden.
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der Filterstation entfernt. Diesmal wird die Auffangplatte anschlieBend jedoch nicht zum
LHS gebracht, sondern auf eine der Ablagen fiir Platten gestellt. Dieser Spiilvorgang kann
beliebig oft wiederholt werden und ist nur durch die Anzahl der verfiigbaren Ablageflachen

begrenzt.

3.4.3. Funktionstest des Robotiklabors

In diesem Kapitel wird die Erprobung des etablierten Robotiklabors (Kapitel ) und des
automatisierten Prozessablaufs zur Aufnahme von Isothermen (Kapitel 3.4.2) beschrieben.
Als Zielmolekiil wurde der Farbstoff Methylenblau verwendet, welcher sich aufgrund seiner
Absorption im sichtbaren Lichtspektrum sowohl mit dem menschlichen Auge als auch fiir
mittels UV-Spektrometrie gut detektieren lasst. Der Farbstoff war fiir erste Tests zudem

eine kostengiinstige Alternative zu den biopharmazeutischen Peptiden.

Zur Vorbereitung der Versuche wurden zunachst 100 mM Natriumacetatpuffer mit pH 4
und eine Stammlésung von 0,5 g/L Methylenblau hergestellt. Eine Kalibriergerade der
Stammlésung wurde erstellt, indem die Konzentration von 0,05 g/L bis 0,5 g/L in
Schritten von 0,05 g/L erhoht wurde, was zu zehn Messpunkten fiihrte. Die Absorp-
tionsspektren dieser Losungen wurden mit dem Spark Multimode-Mikroplatten-Reader
von Tecan aufgenommen. Fiir die photometrischen Konzentrationsbestimmungen wurde
eine Wellenlange von 400 nm gewahlt. Die Absorptionswerte des reinen Puffers wur-
den von den Absorptionswerten der Farbstofflosungen subtrahiert, um den Einfluss der
Pufferlosung zu eliminieren. Diese bereinigten Werte wurden gegen die entsprechenden
Konzentrationen aufgetragen und mithilfe eines linearen Fits wurden Geradengleichungen
zur spateren Berechnung der Farbstoffkonzentrationen aus den Absorptionsmessungen

erstellt.

Um mogliche Fehlerquellen wahrend der automatisierten Aufnahme der Isothermen zu
vermeiden, wurde vor jedem Versuch zunachst ein Testprogramm ausgefiihrt. Dieses Pro-
gramm Uberpriifte die korrekte Ansteuerung aller Laborgerate und ob die Kalibrierung
des LHS oder des Roboterarms aktualisiert werden musste. Dabei wurden alle Arten von
Pipettenspitzen einmal aufgenommen und der Benutzer musste die erfolgreiche Aufnah-
me bestatigen. Falls die Aufnahme fehlschlug, musste die Kalibrierung des OT-2 per
Opentrons-App erneuert werden. Zudem wurden einige Positionen des URbe iiberprift,
um sicherzustellen, dass dieser die Platten korrekt greifen und abstellen konnte. Hierfiir
wurde eine Platte von Ablage 1 gegriffen, in die Pumpstation gestellt und anschlieBend
in den OT-2 transferiert. Der Benutzer bestatigte das erfolgreiche Greifen und Abstellen.
Falls dies fehlschlug, wurden Anweisungen zur Rekalibrierung der UR5e-Positionen gege-
ben. SchlieBlich wurde die Pumpe fir 10 Sekunden bei 10 % der maximalen Drehzahl
betrieben. Bei Verbindungsfehlern gab das Programm Anweisungen zur Behebung, welche

die Uberpriifung der IP-Adressen und Operationsmodi der Gerate beinhalteten. Durch
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dieses Testprogramm konnten Fehler wahrend der Versuchsausfiihrung, welche schwer zu

korrigieren waren, vermieden werden.

Nach einem erfolgreichen Labortest wurde der in Kapitel beschriebene Prozess
sowohl mit als auch ohne Adsorbens in den Filterplatten getestet. Ohne Adsorbens
konnte Uberpriift werden, ob in jedes Well die richtige Konzentration eingestellt wird
und ob der Filter einen Teil des Farbstoffs adsorbiert. Mit Adsorbens konnten schlieB-
lich Adsorptionsisothermen aufgenommen werden. Hierfiir wurden die Platten zuvor mit
Chromatographieharz befiillt (siehe Kapitel . Im ersten Unterprozess ,Verdiinnung
der Stammlosungen in Filterplatte” wurden Puffer- und Farbstoffstammlosungen in 12
Verdiinnungsschritten mit dem LHS in 96-Well Filterplatten pipettiert. In den ersten
Well wurden 50 pL Farbstoffstammldsung und 550 pL Puffer gegeben. Mit jedem Schritt
wurde das Volumen der Farbstoffstammlosung um 50 pL erhoht und das Puffervolumen
entsprechend verringert, um das Gesamtvolumen von 600 pL konstant zu halten. Dieser
Vorgang wurde viermal wiederholt, um Mehrfachbestimmungen durchzufiihren. Nach dem
Abpumpen der Farbstoffldsung wurde der zweite Unterprozess ,Spiilen der Filterplatten®
mehrmals hintereinander angewendet. Zuerst wurden die Platten mit Wasser gewaschen,
um zu verhindern, dass Salze in der folgende Elution mit 20 % Ethanol ausfallen. Um
alle Reste an Farbstoff vollends von den Harzpartikeln zu entfernen, wurde insgesamt
dreimal hintereinander eluiert. Danach wurde die Platte wieder mit Wasser gewaschen und
fir weitere Versuche mit Puffer equilibiert. Von der Auffangplatte wurden 200 pL jeder
Probe mit dem LHS in eine Messplatte pipettiert. Nach Abschluss des automatisierten
Teilprozesses wurde die Messplatte manuell in den UV /VIS-Plattenleser gestellt und die
Absorption bei den ermittelten Wellenlangen gemessen. Mit den zuvor bestimmten Gera-
dengleichungen konnten die Absorptionswerte in Konzentrationen umgerechnet werden,

um die Genauigkeit des Prozesses zu tiberpriifen.

Nach der Messung der Gleichgewichtskonzentrationen der mobilen Phase konnte die

Beladung im Gleichgewichtszustand mit folgender Formel berechnet werden:

(co—c") - Vo
V;ds

*_

(3.1)

Hierbei ist ¢* die Gleichgewichtsbeladung des Farbstoffs an das Adsorbens in g/L, ¢* die
Gleichgewichtskonzentration des Farbstoffs in Losung in g/L, ¢y die initiale Farbstoff-
konzentration in g/L, V; das Gesamtvolumen der zugegebenen Lésung in L und V4
das Volumen des zugegebenen Adsorbens pro Well in L. Aus den Vierfachbestimmungen
wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Die Gleichgewichtsbeladung

wurde gegen die Gleichgewichtskonzentration aufgetragen und Datenpunkte durch einen
Fit des Langmuir-Modells (Formel 2.12)) approximiert.
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3.4.4. Aufnahme der Adsorptionsisothermen von Peptiden

Die Adsorption der Peptide an das Chromatographieharz wurde bei pH 4 gemessen, da
dieser pH sich ideal fiir die Bindung an den Tryptophan Liganden eignet. Deshalb wurde
ein 100 mM Acetatpuffer mit pH 4 hergestellt. Mit der Pufferlésung wurden Stammlo-
sungen fiir alle 10 Peptide mit Konzentrationen von 5 g/L hergestellt. Alle Peptide waren
bei dieser Konzentration |6slich. Die Konzentrationsbestimmung der Peptidlosungen er-
folgte photometrisch. Hierfiir wurden zuerst UV-Spektren der Peptid-Stammldsungen
und des Puffers im Plattenleser in einem Bereich von 200 bis 1000 nm aufgenommen.
Zur Detektion wurden Wellenlangen ausgewahlt, welche eine maximale Differenz mit der
Adsorption des Puffers aufwiesen. Die festgelegten Wellenlangen fiir jedes Peptid sind
in Tabelle 3.3| gelistet. Nachdem die Wellenlangen fiir die Messungen festgelegt waren,
wurden Kalibriergeraden fiir alle 10 Peptide aufgenommen. Hierfiir wurde simultan zu
den Schilderungen in Kapitel [3.4.3) vorgegangen.

Die Bestimmung der Adsorptionsisothermen der Peptiden und dem TOYOPEARL MX-
Trp-650M MMC-Harz erfolgte ebenso, wie bereits in Kapitel fur den Farbstoff
beschrieben. Lediglich der Unterprozess ,Verdiinnung der Stammlésungen in Filterplatte”
wurde abgeandert. Statt einem Gesamtvolumen von 600 pL wurden 300 pL in jedes Well
pipettiert. In Spalte 1 wurden 260 pL Pufferlosung pipettiert und bis Spalte 6 immer
40 pL weniger. Ab Spalte 7 wurde die Reihenfolge wiederholt. Sobald alle Wells mit
Puffer befillt waren, wurde Peptidlosung hinzu pipettiert. Aufgrund des geringeren Volu-
mens im Vergleich zu den Farbstoffen wurden fiir eine bessere Durchmischung nach der
Stammlosungszugabe einmal 200 pL auf- und abpipettiert. Der Unterprozess ,,Spiilen der
Filterplatten” wurde zum Waschen mit Wasser und zur anschlieBenden Elution mit 40 %
Ethanol verwendet. Bei einer erneuten Versuchsreihe wurden die Platten zunachst mit
Wasser gewaschen und anschlieBend mit Puffer equilibriert. Sollten die Platten eingelagert
werden, wurden sie mit 20 % Ethanol gespiilt und ebenso darin gelagert. Zur Kontrolle
wurden vor dem Beginn des Prozesses die Konzentrationen der Stammldsungen gemessen.
Die sonstige Berechnung der Beladung erfolgte wie bereits in Kapitel ausgefihrt.
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Tabelle 3.3.: Bezeichnung, Wellenlange fiir die UV-Absorptionsspektroskopie, Molekulargewicht
und molekulare Struktur (berechnet mit LigPrep in Schrodinger R2023-2) der als Zielmolekiile
verwendeten Peptide.

UV-Wellenlange in  Molekulargewicht

Peptid Bezeichnung nm in D

Molekulare Struktur (pH 4)

Acetyl-Pentapeptid-1 276 722 By MQJY¢IQA@

Acetyl-Tetrapeptid-3 240 510
Acetyl-Tetrapeptid-9 240 540
Hexapeptid-9 240 583 \\( i Qk\/ ’
o o o
L-Glutathion, reduziert 240 308 O,WN S n\)ko,
N

o [¢] HN
N-acetyl-L-Carnosin 240 268 )1\ /\)l\ j//,\//\w
N N
H H

Oktapeptid-2 240 975 q:#;*ﬁrfgﬁr &é\r

Papain Inhibitor 276 566 w ) i jj\(
3
VA
Pentapeptid-3 240 496 I
She
O

ZLys-OMe 260 331 3 WL hg
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4. Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse des simulativen und experimentellen Teils die-
ser Arbeit umfassend beschrieben und analysiert. Der erste Abschnitt widmet sich den
Resultaten der Modellierungen von Chromatographieharzoberflachen sowie der Simula-
tion von Bindeposen und -energien von Peptiden. Danach werden die Ergebnisse der
automatisierten Aufnahme von Adsorptionsisothermen prasentiert. SchlieBlich erfolgt die
experimentelle Validierung der simulativen Resultate, gefolgt von einem Benchmarking
der entwickelten Modelle und Methoden mit etablierten Ansatzen. Dieses Kapitel bezieht
sich auf Kapitel 3.1 bis 3.5 folgender Veroffentlichung: [160].

4.1. Molekulare Simulationen zur Bestimmung von Bindeenergien

Dieses Unterkapitel fokussiert sich auf die Ergebnisse der entwickelten simulativen Work-
flows. Zunachst wird deren Automatisierung in Workflow-Management-Systemen (WMSs)
und die dabei erzielten Fortschritte vorgestellt. Daraufhin folgt eine detaillierte Betrach-
tung der Generierung molekularer Modelle der Oberflachen von methacrylatbasierten
Chromatographieharzen. AbschlieBend werden die Ergebnisse der Simulationen der Ad-
sorption von Peptiden prasentiert, aus welchen final die zu bestimmenden Bindeposen

und -energien resultierten.

4.1.1. Automatisierung der simulativen Methoden in WMSs

Um die in dieser Arbeit entwickelten simulativen Methoden fiir Anwender méglichst benut-
zerfreundlich zu gestalten, wurden diese in WMSs automatisiert. Kapitel beschreibt
detailliert die Methodik, wahrend Kapitel die Umsetzung des Automatisierungskon-
zepts fir den ersten Workflow zur Generierung atomistischer Modelle der Oberflachen
von Chromatographieharzen erlautert. Die aktuellste Version des Workflows kann unter

folgendem Link heruntergeladen werden:
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https://github.com /KIT-Workflows/GenChromatographyResin

Abbildung zeigt einen Screenshot des in SimStack automatisierten Workflows mit
allen, in griin dargestellten, aktiven Workflow-Knoten (engl.: Workflow Active Nodes (Wa-
Nos)) und deren Eingabeparametern. Auf der linken Seite der Abbildung sind die durch
die jeweiligen WaNos automatisierten Simulationsschritte schematisch visualisiert. Zu-
nachst erfolgt eine coarse grained (CG)-Simulation, welche die Polymernetzwerkstruktur
anhand von Benutzereingaben erzeugt. AnschlieBend wird das CG-Modell in eine atomisti-
sche (engl.: all-atom (AA))-Darstellung umgewandelt und unter Umgebungsbedingungen

relaxiert.

Auf der rechten Seite von Abbildung wird veranschaulicht, wie Anwender im Eingabe-
WaNo (,,Input_Polymer-Building-Blocks") alle relevanten Parameter fiir die Zusammen-
setzung der initialen Simulationsbox festlegen kénnen. Uber Dropdown-Meniis kann
zwischen verschiedenen Monomeren, Vernetzern und Liganden gewahlt werden. Alle in
der aktuellen Version des Workflows verfiigbaren Polymerbausteine sind in Abbildung 3.3
dargestellt. Darliber hinaus konnen die Lange der Spacermolekiile sowie die Anzahl der
einzelnen Polymerbausteinmolekiile in der initialen Simulationsbox eingestellt werden.
Im ,,CG-Polymerisation” WaNo lasst sich zusatzlich die GréBe der Simulationsbox festle-

gen. Dabei ist zu beachten, dass die finale Polymerdichte nicht nur durch die GroBe der

Schematische Visualisierung Workflow Eingabeparameter

Eingabe:
8 x Monomer
1 x Vernetzer
3 x Ligand

Input_Polymer-Building-Blocks [— orema

] Crosslinker type for the polymer network EGDMA

CG-Polymerkette

Ligand type 503

num_Monomer 500

CG-Polymerisation

Polymerisation
(CG-Simulation)

num_Crossinker 260

|
o “ num_Ligand 500
v =
e Vo
W Vernetzer

Methacrylat Dimer

Spacer units 2

Conversion_CG-to-AA L

Konvertierung
von CG zu AA

AA-Polymerkette

BoxX [15.00000

MD-Relaxation

BoxY 15.00000

MD-Relaxierung
des System

BoxZ 20.00000

Output_AA-structure

Abbildung 4.1.: Schematische Darstellung und Screenshot des in SimStack automatisierten
Workflows zur Generierung atomistischer Modelle von Chromatographieharzoberflachen - Die
linke Seite der Abbildung visualisiert schematisch die aufeinanderfolgenden Simulationsschritte.
In der Mitte ist ein Screenshot der Benutzeroberflaiche des Workflows in StimStack und auf
der rechten Seite wird die Oberflache zur Definition von relevanten Eingabeparametern entspre-
chender WaNOs dargestellt.
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Simulationsbox, sondern auch durch die absolute Anzahl der Molekiile im ,, Input_Polymer-
Building-Blocks” WaNo bestimmt wird. Fir Hochdurchsatzsimulationen erweist es sich
als vorteilhaft, zunachst die SimulationsboxgroBe festzulegen und die Polymerdichte iber
die absolute Molekiilzahl im ,,Input_Polymer-Building-Blocks” WaNo anzupassen, da
das AA-Relaxationsprotokoll (,,MD-Relaxation") fiir mittlere SimulationsboxgréBen von
etwa 20x20x30 nm optimiert ist. Nach erfolgreicher Vollendung der Simulation kann der
Benutzer das final relaxierte AA-Modell im LAMMPS- oder MOL2-Datenformat (iber das
Ausgabe-WaNo (,,Output_AA-structure”) herunterladen.

Durch die Integration von gangigen lonenaustausch-Liganden und methacrylatbasier-
ten Monomeren sowie Spacer-Molekiilen mit variabel festlegbaren Langen, wurde eine
bedeutende Erweiterung der Simulationsmoglichkeiten fiir die Generierung von Chroma-
tographieharzmodellen erreicht. Die Vielfalt an auswahlbaren Bausteinen ermoglicht es
Nutzern, ein breites Spektrum an moglichen Chromatographieharzen zu simulieren. Ne-
ben seiner Benutzerfreundlichkeit liegt ein wesentlicher Vorteil des Workflows in seiner
Flexibilitat, welche es erlaubt, die molekulare Zusammensetzung der virtuellen Harze im

Rahmen der implementierten Molekiiltypen beliebig zu variieren.

Nach der Erstellung von Docking-Rastern der molekularen Oberflaichenmodelle kénnen
diese in den zweiten, in dieser Arbeit entwickelten, Workflow integriert werden, um die
Bindeposen und -energien mit linearen Peptiden zu berechnen. Die hierfiir zugrundeliegen-
de Methodik wird in Kapitel ausfiihrlich beschrieben, wahrend die Implementierung
der Automatisierung in das WMS KNIME in Kapitel dargelegt wird. Der Workflow
lasst sich lber den folgenden Link herunterladen oder direkt in eine lokal installierte

KNIME-Umgebung einfligen:
https://hub.knime.com /s/bPcNwdOwgwbzvWH3

Abbildung [4.2| zeigt einen Screenshot des entwickelten KNIME-Workflows. Um die Kom-
plexitit zu reduzieren und die Ubersichtlichkeit zu erhdhen, wurden mehrere Knoten
zu einzelnen Metaknoten zusammengefasst, welche in KNIME Grau dargestellt werden.
Die so erzielte Strukturierung spiegelt das in Abbildung[3.2| dargestellte Flussdiagramm
des Prozesses wider und soll somit das Verstandnis der aufeinanderfolgenden Rechen-
schritte im Workflow erleichtern. Fortgeschrittene Benutzer haben die Moglichkeit, durch
einen Doppelklick auf die Metaknoten die darunterliegenden Knoten zu erkunden oder
Anpassungen an der Workflow-Konfiguration vorzunehmen. Die integrierten Schleifenme-
chanismen des Workflows sind an hellblauen Knoten mit entsprechender Beschriftung zu
erkennen. Hierdurch wurde eine gleichzeitige Eingabe mehrerer Adsorbensstrukturen und
linearer Peptide ermoglicht.

Um eine Simulation zu starten, miissen Anwender lediglich die drei rot umrandeten Kno-

ten auf der linken Seite des Workflows konfigurieren. Im ,Glide Grid Reader"-Knoten
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Input
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Abbildung 4.2.: Screenshot des entwickelten KNIME-Workflows zur Berechnung von Binde-
energien und -posen zwischen molekularen Oberflichenmodellen und Peptiden - Die grauen
Metaknoten fassen mehrere Simulationsschritte zusammen. Die Integration von Schleifenme-
chanismen (hellblaue Knoten) ermdglicht ein automatisiertes Screening mehrerer Zielmolekiile
und Harzstrukturen.

konnen die Docking-Raster und im ,,Smiles Reader“-Knoten SMILES-Dateien der Peptide
hochgeladen werden. Der ,Input-Variables”“-Metaknoten erméglicht die Definition zu-
satzlicher relevanter Eingabeparameter fiir die Simulation. Beispielsweise kdnnen hier die
Parameter fiir den , LigPrep“-Knoten festgelegt werden, welcher aus den SMILES-Strings
die 3D-Strukturen und die Protonierungsgrade der Peptide berechnet. Nennenswerte Ein-
gabeparameter sind hierbei ,, LigPrep-ph” und , LigPrep-pht”, welche den pH-Wert und
die Toleranz des pH-Wertes in der LigPrep-Simulation festlegen. Um den Ablageort der
Simulationsergebnisse zu bestimmen, muss der Benutzer einen Pfad fiir ein Simulations-
verzeichnis angeben. AuBerdem muss vor dem Start der Simulation fiir jedes eingegebene
Docking-Raster ein SBC-Dateipfad hinterlegt werden. In diesen SBC-Dateien werden die

bei der Energieminimierung zu fixierenden Atome definiert.

Nach der Eingabe der erforderlichen Parameter kann der Workflow gestartet werden, und
von diesem Punkt an lauft die Simulation vollautomatisiert ab. Am Ende des Workflows
werden alle Bindeenergien in einer Excel-Datei zusammengefasst und im definierten
Simulationsverzeichnis gespeichert. Die Bindeposen werden fiir eine spatere Analyse in
ein Schrodinger-Projekt importiert. Der Pfad zu diesem Projekt kann im rot umrandeten
»Run Maestro"-Knoten auf der rechten Seite des Workflows festgelegt werden. Falls kein
Pfad angegeben wird, 6ffnet sich Maestro nach Abschluss der Simulation und die Posen

werden in ein nicht gespeichertes Projekt importiert.

Ein zentraler Vorteil dieses Workflows liegt in seiner Benutzerfreundlichkeit durch sei-
ne klare Strukturierung und die Moglichkeit, Parameter tber leicht zugangliche Knoten
anzupassen. Die Automatisierung von Simulationsschritten, welche traditionell manuel-

le Eingriffe erfordert hatten, wie die Kalkulation molekularer Uberlappungen oder das
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Zusammenfihren und Trennen von Dateien, erhéht die Effizienz und minimiert Fehler-
quellen beim Reproduzieren der Ergebnisse. Die Moglichkeit, Bindeenergien mehrerer
Peptide mit unterschiedlichen Adsorbensstrukturen automatisiert zu simulieren, erweitert
die Anwendbarkeit des Workflows auf Hochdurchsatz-Screenings, was vor allem in der
friihen Prozessentwicklung von groBem Wert sein kann. Die abschlieBende Zusammen-
stellung der Ergebnisse in einer strukturierten Excel-Datei erleichtert zudem die Analyse

und Weiterverarbeitung der Daten.

Zusammenfassend stellen die in dieser Arbeit entwickelten Workflows zur Generierung
von Chromatographieharzmodellen und zur Berechnung von Bindeposen und -energien
zwischen Harzoberflachen und Peptiden einen wichtigen Schritt zur Verbesserung der
Zuganglichkeit und Effizienz molekularer Simulationsmethoden in der Chromatographie
dar. Durch die einfache Bedienbarkeit, insbesondere durch klar strukturierte Benutzero-
berflachen und die Moglichkeit zur einfachen Anpassung von Eingabeparametern, konnten
die Hiirden fiir die Anwendung dieser komplexen Techniken deutlich gesenkt werden. Dies
ermoglicht Forschern, unabhangig ihres technischen Hintergrunds, prazise und reprodu-

zierbare Simulationen durchzufiihren und in ihre tagliche Forschungsarbeit zu integrieren.

Durch die Automatisierung der simulativen Methoden in WMSs und deren 6ffentliche
Bereitstellung soll die Chromatographiegemeinschaft ermutigen werden, diese Werkzeu-
ge in ihrer Forschung zu integrieren und auf den entwickelten Methoden aufzubauen.
Durch die gemeinschaftliche Nutzung und kontinuierliche Verbesserung dieser Werkzeuge
konnen neue Erkenntnisse gewonnen und bestehende Methoden weiter optimiert werden.
Dies konnte nicht nur die Genauigkeit der Modellierungen erhdhen, sondern auch die

Entwicklung neuartiger Chromatographiematerialien und -methoden beschleunigen.

Die entwickelten Workflows stellen also nicht nur ein leistungsstarkes Werkzeug fiir die
molekulare Modellierung in der Chromatographie dar, sondern leisten auch einen Beitrag
zur Forderung der Zusammenarbeit und des Wissensaustauschs innerhalb der wissenschaft-
lichen Gemeinschaft. Durch die Kombination von Benutzerfreundlichkeit und o6ffentlicher
Zuganglichkeit konnten sie zur Weiterentwicklung der molekularen Modellierung in der
Chromatographie beitragen und den Grundstein fiir zukiinftige Innovationen in diesem

Bereich legen.

4.1.2. Generierung molekularer Modelle der Oberflachen von methacrylatba-

sierten Chromatographieharzen

Dieser Abschnitt prasentiert die Ergebnisse des ersten simulativen Workflows zur mole-
kularen Simulation der Oberflaichen von methacrylatbasierten Chromatographieharzen.
Das Ziel war, die Oberflache des kommerziellen, multimodalen Chromatographie (MMC)-
Harzes TOYOPEARL MX-Trp-650M von Tosoh Bioscience so detailgetreu wie moglich

zu modellieren. Die Methodik der Simulation und deren Automatisierung ist in den
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Kapiteln 3.2.1 und [3.2.3| beschrieben. Zur Durchfiihrung der Simulationen wurde der
in Kapitel vorgestellte SimStack-Workflow verwendet. Als Eingabewerte fiir den
Workflow wurde eine Bindebox mit den Dimensionen 20x15x15 nm (Hohe/Breite/Tiefe)
gewahlt. Die initiale Molekilzusammensetzung bestand aus 690 DHPMA-Dimeren, 260
EDGMA-Vernetzern, 400 Trp-Liganden und 320 Porogenen. Die Prozessorzeit betrug
12 h fiir die CG-Simulation der Polymerisation, 120 h fiir die AA-Relaxierung und 5 h fiir

alle restlichen Simulations- und Datenverarbeitungsschritte.

Die vom Workflow ausgegebene Struktur enthielt kleinere Polymerketten, welche nicht
mit dem groBeren Gesamtnetzwerk verbunden waren. Zusatzlich diffundierten einzelne
groBere Polymerketten durch die periodischen Randbedingungen in den oberen Teil des
Modells. Alle diese Polymerketten wurden manuell entfernt. Im finalen Modell waren
letztendlich 891 DHPMA, 167 EDGMA und 241 Trp Molekiile gebunden. Somit wurden
64 % der initialen Monomere und Quervernetzer und 60 % der initialen Liganden im
finalen Modell inkorporiert. Das Entfernen der kleineren Polymerketten hatte also keinen
signifikanten Einfluss auf den anfanglich eingestellten Quervernetzungsgrad oder das

Liganden-Monomer-Verhaltnis des Gesamtsystems.

Die nach einer abschlieBenden Energieminimierung resultierende Polymerstruktur des
Harzes ist in Abbildung|4.3| dargestellt. Dabei sind die Kohlenstoffatome des methacrylat-
basierten Tragermaterials blau und die Kohlenstoffatome des Trp-Liganden griin gefarbt.
Abbildung und zeigen die Seitenansichten des Modells entlang der z,y-Ebene
bzw. der z,x-Ebene. Abbildung [4.3c zeigt die Draufsicht auf das Modell in der x,y-Ebene.
Der obere Bereich des Modells in z-Richtung reprasentiert die mobile Phase bzw. das
Innere einer Makropore, wahrend der untere Bereich die stationdre Phase darstellt. In der

Draufsicht ist erkennbar, dass mehrere Mesoporen das gesamte Modell durchdringen.

In Abbildung und [4.3p ist zu sehen, dass effektiv eine Grenzflache zwischen der
stationaren und der mobilen Phase generiert wurde. Bei der Betrachtung des Modells
von oben entlang der z-Achse fallen zunachst einzelne Polymerketten auf, welche in
die mobile Phase hineinragen und fiir eine stark inhomogene Oberflache sorgen. Weiter
unten in z-Richtung verdichtet sich die stationare Phase zunehmend und bildet ein enges,
quervernetztes Polymernetzwerk. Um diese Beobachtung quantitativ untersuchen zu
konnen wurde das Modell entlang z-Achse geviertelt. Das oberste Viertel wies eine
Atomdichte von 2,1 nm~3 auf. In den Abschnitten darunter erhohte sich die Atomdichte
zunachst auf 12,5 nm~3 und anschlieBend auf 18,9 nm~—3. Im letzten Viertel in z-Richtung
blieb die Atomdichte daraufhin mit 18,3 nm~3 relativ konstant. Somit konnte der visuelle
Eindruck, dass die Atomdichte des Modells in Anndherung an die Makroporenoberflache

immer geringer wird, bestatigt werden.

Die im finalen Modell gebundenen Liganden wiesen einen durchschnittlichen Abstand von

etwa 12 A auf und lagen somit im angestrebten Bereich von 5 bis 15 A, welcher in der
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Abbildung 4.3.: Atomares Modell der MMC-Harzoberflache — Die Abbildung zeigt das molekula-
re Modell der Oberflache des MMC-Harzes TOYOPEARL MX-Trp-650M. Die Kohlenstoffatome
des methacrylatbasierten Tragermaterials sind blau und die des Trp-Liganden griin dargestellt.
(a) und (b) zeigen die Seitenansichten der Harzoberflache entlang der z,y-Ebene beziehungs-
weise der z,x-Ebene. (c) bietet eine Draufsicht auf die Oberflache und zeigt Mesoporen, welche
das gesamte Modell durchdringen.

Literatur als optimal fiir etablierte Modelle angegeben wird [14] [96]. Jedoch waren die
Liganden nicht homogen im Modell verteilt, sondern wiesen ortsabhangige Dichteunter-
schiede lber die Oberfliche des gesamten Modells auf. Um dies zu validieren wurde das
Modell in der x,y-Ebene in neun gleichgroBe Quader mit einer Grundflache von 5x5 nm
zerteilt. AnschlieBend wurde die Anzahl an Liganden in den einzelnen Quadern verglichen.
Die Ligandenanzahl der Quader variierte von 26 bis 41 mit einer durchschnittlichen Li-
gandenanzahl von 34. Dies verdeutlicht die Existenz von lokalen Ligandenclustern und
ebenso Bereichen mit geringeren Ligandenkonzentrationen. Durch die Polymerketten,
welche in das Innere der Makropore ragen und die Mesoporen in der Adsorbensoberfla-
che, ist auBerdem eine signifikante Variation der Ligandenkoordinaten in z-Richtung zu
beobachten. Diese Eigenschaft hebt das Modell insbesondere von etablierten Chromato-

graphieharzmodellen mit planaren Oberflachen ab.

Die Heterogenitat der Ligandenverteilung wurde dadurch erreicht, dass nach der Poly-
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merisationssimulation die Liganden in der Bindebox diffundieren konnten. Naherten sich
Liganden einem Monomer des Tragermaterials bis auf einen definierten Schwellenabstand,
bestand eine Wahrscheinlichkeit von 90 %, dass sie eine Bindung eingingen. Dieser Schritt
spiegelt somit den realen Syntheseprozess von Harzpartikeln wider, bei dem die Liganden

erst nach der Polymerisation an die Monomere des Tragermaterials gebunden werden [16].

Nach der experimentellen Synthese von Chromatographieharzen miissen die fertigen Parti-
kel mehrfach gewaschen werden, um kleine Polymerfasern auszuspiilen, welche ansonsten
Fritten oder Kapillaren verstopfen konnten. Dies zeigt, dass nicht nur die Simulation der
radikalischen Polymerisation, sondern auch das Entfernen nicht an das Gesamtnetzwerk
gebundener Polymerketten reale Bedingungen reflektiert. Dies trifft ebenso auf die er-
folgreiche Modellierung der Grenzflache zwischen stationarer und mobiler Phase zu. In
der Realitat besetzt das Porogen wahrend der Suspensionspolymerisation die Bereiche, in
denen spater Makro- und Mesoporen entstehen. In der Simulation wurden anfanglich in
die obere Halfte der Bindebox ausschlieBlich Porogene eingefiigt. Diese wurden so kon-
zipiert, dass sie nicht in die untere Halfte diffundieren konnten. AuBere Seitenarme des
Polymernetzwerks konnten dennoch wahrend der Polymerisation und der anschlieBenden
molekulardynamischen Relaxation in die obere Halfte ragen. Somit konnte die Entste-
hung der Makroporenoberflache repliziert werden, ohne die gesamte Pore zu simulieren.
Mesoporen wurden kreiert, indem in der unteren Halfte der Bindebox ebenfalls Porogen
eingefiigt wurde. Durch das Verhaltnis und die Gesamtzahl an Porogen und Monomer in

dieser Halfte konnte zusatzlich die Dichte des Polymers gesteuert werden.

Zusammenfassend repliziert der entwickelte simulative Workflow die Bedingungen der rea-
len Synthese von Harzpartikeln durch eine sorgfaltige Beriicksichtigung der verschiedenen
Syntheseschritte. Entscheidend fiir die Genauigkeit des Modells sind hierbei die radikale
Polymerisationsreaktion, die anschlieBende Bindung der Liganden und die Kontrolle der
PorengroBe mittels Porogen. Somit konnte ein detailliertes Modell der Oberflache eines
kommerziellen Chromatographieharzes generiert werden. Eine nennenswerte Innovation
dieses Ansatzes ist die Einbindung der Struktur des methacrylatbasierten Tragermaterials.
Diese Eigenschaft wurde, soweit bekannt, erstmals im Kontext der Modellierung von Chro-
matographieharzoberflachen in einer solchen Skala implementiert. Durch diese Erganzung
bietet das Modell eine komplexere und realistischere Darstellung der Harzoberflache, in-
dem es die inharenten UnregelmaBigkeiten besser erfasst als die traditionell flacheren
und gleichmaBigeren Oberflachen bestehender Modelle. Diese detaillierte Darstellung des
Tragermaterials verbessert nicht nur die visuelle und strukturelle Reprasentation, sondern
kénnte auch das Verstandnis verbessern, wie Biomolekiile auf molekularer Ebene mit der
Harzoberflache interagieren. Dieser Fortschritt in der Modellierung konnte die Entwick-
lung der nachsten Generation von Chromatographieharzen vorantreiben. Insbesondere
konnten durch den Einsatz von Rational-Design-Ansatzen neue Harze entwickelt werden,

welche durch optimierte Oberflacheneigenschaften verbesserte Leistungsmerkmale aufwei-
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sen. Dies konnte zu Fortschritten in der Effizienz und Genauigkeit chromatographischer

Verfahren fihren.

4.1.3. Simulation der Adsorption von Peptiden

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse des entwickelten simulativen Ansatzes zur
Bestimmung von Bindeposen und -energien von linearen Peptiden an Adsorbensoberfla-
chen vorgestellt und diskutiert. Die Simulationen wurden mithilfe des in Kapitel
vorgestellten Workflows in KNIME durchgefiihrt. Als Eingabedaten dienten das in Kapi-
tel beschriebene molekulare Oberflaichenmodell des Chromatographieharzes (MOC)
und die SMILES-Strings der zehn Peptide (siehe Tabelle 3.3)). Es konnten erfolgreich
Bindeposen und -energien fiir alle Peptide berechnet werden. Fiir jedes Peptid wurden in-
nerhalb des Docking-Grids vier unterschiedliche Bindeposen identifiziert, wobei Posen nur

als unterschiedlich betrachtet wurden, wenn sie keine molekulare Uberlappung aufwiesen.

Im Folgenden werden die Zwischenergebnisse und das Hauptresultat des Workflows
am Beispiel von , Oktapeptid-2“ dargestellt. Mit einem Molekulargewicht von 975 Da
war es das groBte Peptid in der Liste der Zielmolekiile und hatte bei einem pH-Wert
von 4 eine positive Nettoladung von 3. Diese setzte sich aus vier positiv geladenen
Aminogruppen und einer negativ geladenen Carboxylgruppe zusammen. Abbildung
zeigt die vier unterschiedlichen Posen von Oktapeptid-2 nach dem Posenscreening-Schritt
des Workflows. Um die Strukturen visuell voneinander abzuheben, ist das MOC durch
eine Kugel-Stab-Darstellung und die Peptide durch eine Kalottendarstellung dargestellt.
Die Kohlenstoffatome des Tragermaterials des MOC sind blau, die der Trp-Liganden
griin und die der Peptide rosa gefarbt. Nicht-kovalente Bindungen sind durch gestrichelte
Linien angedeutet: Blau steht fiir w-m-Interaktionen, griin fir m-Kation-Interaktionen,
gelb fiir Wasserstoffbriicken und rosa fir Salzbriicken. Van-der-Waals-Wechselwirkungen
sind nicht eingezeichnet. Alle vier Posen befinden sich direkt auf der Oberflache des
Harzmodells, wobei das Peptid in jeder Pose eine unterschiedliche Konformation aufweist

und die Bindestellen starke visuelle Unterschiede zeigen.

Die Tatsache, dass vier verschiedene Posen von Oktapeptid-2 in das Docking-Grid passten,
zeigt die raumliche Eignung fiir alle anderen Peptide. Die Variabilitat der Konformationen
des Peptids zwischen den Posen kénnte auf die Heterogenitat der Oberflache des MOC
und die Flexibilitat des Peptids zuriickzufiihren sein. Die Heterogenitat der Oberflache des
MOC tragt wesentlich zur Vielfalt der Bindsposen bei. Unterschiedliche Oberflachenstruk-
turen bieten verschiedene Bindestellen, welche von dem Peptid unterschiedlich genutzt
werden konnen. Die Flexibilitat der Peptide ermoglicht es ihnen, sich an die verschiedenen
topologischen Merkmale der Oberflache anzupassen, was zu einer breiten Palette mog-
licher Bindekonformationen fiihrt. Diese Kombination aus vielfaltigen Bindestellen und
Bindekonformationen konnte nur durch eine erschépfende Suche hinreichend genau gelost

werden. Hierzu eignete sich das molekulare Docking, welches durch seinen hierarchischen
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Abbildung 4.4.: Darstellung der vier verschiedenen Bindeposen von Oktapeptid-2 auf der
Oberflache des Chromatographieharzes - Das MOC ist in einer Kugel-Stab-Darstellung und
die Peptide in einer Kugeldarstellung abgebildet. Kohlenstoffatome des Tragermaterials sind
blau, die des Trp-Liganden griin und die der Peptide rosa gefarbt. Nicht-kovalente Bindungen
sind durch gestrichelte Linien gekennzeichnet: Blau fiir w-m-Interaktionen, griin fiir m-Kation-
Interaktionen, gelb fiir Wasserstoffbriicken und rosa fiir Salzbriicken. Alle vier Posen befinden sich
direkt auf der Oberflache des Harzmodells, wobei das Peptid in jeder Pose eine unterschiedliche
Konformation aufweist.

Ansatz eine Balance zwischen Rechenaufwand und Genauigkeit bot. Somit konnten iiber
5000 potenzielle Posen selbst an einem Standardbiirocomputer gescreent werden, um die

vier initialen Bindeposen zu erhalten.

Bei der Docking-Simulation wird jedoch nur das Peptid als flexibel angenommen, wahrend
das Harzmodell als starr behandelt wird. Deshalb wurde fiir jede Bindepose nach dem
Posenscreening eine Energieminimierung des gesamten Systems berechnet. Hierbei wurde
dem Polymer erstmals erlaubt auf die Adsorption des Peptids zu reagieren. Abbildung (4.5|
zeigt exemplarisch eine Bindepose von Oktapeptid-2 nach dem Posenscreening (4.5a) und
nach der anschlieBenden Energieminimierung (4.5b). Bemerkenswert ist, dass wihrend
des Minimierungsschritts signifikante konformationelle Veranderungen im Polymer als
Reaktion auf die Peptidadsorption beobachtet wurden. Diese zukiinftigen Konformati-
onsanderungen sind in Abbildung 4.5 mit Pfeilen gekennzeichnet. Griine Pfeile zeigen

Veranderungen aufgrund anziehender Krafte, wahrend rote Pfeile die atomare Bewegung
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Abbildung 4.5.: Konformationsanderung der Bindepose durch Energieminimierung - (a) zeigt
die anfangliche Bindepose nach der Docking-Simulation, wobei zukiinftige Konformationsénde-
rungen des Polymers durch Pfeile angezeigt werden. (b) zeigt die Pose nach der Minimierung
und verdeutlicht die Neuorientierung des Harzes. Die farbcodierten gestrichelten Linien repra-
sentieren verschiedene Interaktionstypen: pink fiir Salzbriicken, gelb fiir Wasserstoffbriicken,
griin fir m-Kationen-Wechselwirkungen und blau fiir m-m-Wechselwirkungen.

durch abstoBende Krafte symbolisieren.

Das Peptid ist in der Bindepose von insgesamt finf Liganden umgeben. In Abbildung|4.5a
interagiert jedoch nur eine der vier positiv geladenen Aminogruppen des Peptids durch
m-Kationen-Wechselwirkungen und Salzbriicken mit einem Trp-Liganden. Nach dem Mini-
mierungsschritt ndhern sich zwei zusatzliche Liganden den Aminogruppen des Peptids an,
sodass insgesamt drei Liganden 7m-Kationen-Wechselwirkungen und Salzbriicken mit dem
Peptid bilden. Ein weiterer Ligand an der unteren Seite des Bilds entfernt sich jedoch nach
der Minimierung vom Peptid. Auch das methacrylatbasierte Tragermaterial andert seine
Konformation. In der oberen, rechten und unteren Seite der Abbildung ist zu erkennen,

dass sich einzelne Polymerketten zum Peptid hinbewegen.

Die Konformationsanderung des Polymers konnte durch die Anziehung zwischen den
positiv geladenen Aminogruppen und den negativ geladenen Carboxylgruppen der Trp-
Liganden in deren unmittelbarer Nahe initiiert worden sein. Diese Coulomb-Interaktionen
sind, im Vergleich zu anderen nicht-kovalenten Wechselwirkungen, fiir ihre weite Reich-
weite bekannt. Aufgrund des hohen Quervernetzungsgrades erscheint eine starke Konfor-
mationsanderung des Polymers zunachst unwahrscheinlich. Jedoch ist zu beachten, dass
die Adsorption auf der Oberflache des Polymers stattfindet. Hier treten vermehrt nicht
stark vernetzte und somit freier bewegliche Enden von Polymerketten auf. Signifikante
Konformationsanderungen wurden in den Simulationen lediglich an solchen Kettenenden

des Polymers beobachtet. Die durch Coulomb-Krafte angezogenen Liganden kénnen nach
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der Annaherung zusatzlich durch 7m-Kationen-Wechselwirkungen mit den Aminogruppen

interagieren.

Neben den positiven Ladungen besitzt Oktapeptid-2 auch eine negativ geladene Car-
boxylgruppe, welche auf der unteren Seite des Bildes sichtbar ist. Hier ist zu erkennen,
dass die beiden Liganden in der Nahe der negativen Ladung abgestoBen werden und sich
von dieser Gruppe wegbewegen. Im Gegensatz dazu nahert sich das Polymer-Riickgrat
nach der Energieminimierung der Carboxylgruppe an. Diese Annaherung von Polymer-
ketten zur Bindepose wurde auch an anderen Stellen beobachtet. Hierbei entstehen
Wasserstoffbriicken und van-der-Waals-Wechselwirkungen. Diese Neuorientierung sta-
bilisiert wahrscheinlich die Bindepose, indem sie die freie Energie des Komplexes aus
Peptid und Harz verringert. Durch den Energieminimierungsschritt werden spezifische
intermolekulare Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriicken, van-der-Waals-Krafte und
Coulomb-Wechselwirkungen optimiert. Diese Wechselwirkungen tragen maBgeblich zur
Stabilitat des Komplexes bei, indem sie energetisch giinstigere Konfigurationen ermogli-
chen. Die Anpassungsfahigkeit des Polymernetzwerks zu beriicksichtigen scheint hierbei
entscheidend fiir die Reduktion der freien Energie und die Stabilisierung der Bindepose

Zu sein.

Am Ende des Workflows wurden semiempirische Quantenmechanik-Methoden angewen-
det, um die Bindeenergien (AG) der verfeinerten Bindeposen prazise zu berechnen.
Aus diesen vier Bindeenergien pro Peptid wurde anschlieBend die mittlere Bindeenergie
(AGmw) berechnet. Im Folgenden wird bei vergleichenden Aussagen immer der Betrag der
Bindungsenergien betrachtet. Posen mit den starksten negativen Bindungsenergien haben
also die hochste Bindungsenergie. Unter allen untersuchten Peptiden hatte Oktapeptid-2
mit einem AGmw von -97,1 kcal /mol die hochste und N-acetyl-L-Carnosine mit einem
AGuw von -32,0 kcal/mol die niedrigste gemittelte Bindeenergie. Dabei zeigte sich eine
signifikante Variation der AG-Werte zwischen den vier Posen der einzelnen Peptide. Fiir
einige Peptide betrug die Differenz zwischen dem hochsten und niedrigsten berechneten
AG der vier Posen lediglich 5 kcal/mol, wahrend bei anderen Peptiden eine Differenz
von bis zu 40 kcal/mol festgestellt wurde. Diese Unterschiede entsprachen prozentualen
Abweichungen von 10 % bis 38 %, mit einer durchschnittlichen Variation von 27 %
uber die Posen aller Peptide. Die durchschnittlichen Bindeenergien aller Peptide sind in
Abbildung auf der y-Achse dargestellt, wobei die Fehlerbalken die Variation dieser

Energien anzeigen.

Abbildung bis 4.6d zeigen die vier verfeinerten Bindeposen von Oktapeptid-2, zu-
sammen mit den jeweiligen berechneten Bindeenergien. Die Posen sind so geordnet,
dass die Bindeenergien von nach abnehmen. Im Folgenden werden die Posen
entsprechend dieser Reihenfolge nummeriert. Die Pose mit der hochsten Bindeenergie
wird als Pose 1 und schlussfolgernd die Pose mit der geringsten Bindeenergie als Pose 4

bezeichnet. Die Bindeenergien zwischen Pose 1 und Pose 4 variierten fiir Oktapeptid-2
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Abbildung 4.6.: Alle verfeinerten Bindeposen von Oktapeptid-2 mit dem MOC - (a) bis (d)
zeigen die vier unterschiedlichen Bindeposen von Oktapeptid-2 nach der Energieminimierung.

Die Posen sind nach sinkender Bindeenergie geordnet und zeigen visuelle Variationen in Liganden-
und Polymerdichte.

von -114,1 kcal /mol bis -73,6 kcal/mol. Die vergroBerten Darstellungen der einzelnen
Posen verdeutlichen die signifikanten Unterschiede in den Peptidkonformationen und
den Polymerbindestellen. Ebenso ist zu erkennen, dass die Ligandendichte der einzelnen
Posen variieren: Pose 1 hat fiinf, Pose 2 sieben, Pose 3 fiinf und Pose 4 drei Liganden in
unmittelbarer Nahe zur Bindepose. Zudem unterscheidet sich die Dichte des Tragermate-
rials. In Pose 2 und Pose 4 bindet das Peptid in dichten Polymer-Taschen, wahrend es in
Pose 1 und Pose 3 eher mit langeren Seitenarmen des Polymers interagiert, welche eine
geringere Dichte aufweisen. Bei allen Posen zeigt die Carboxylgruppe des Peptids eher

nach oben, weg von der Polymeroberflache, wahrend die Aminogruppen zum Polymer



86 4. Ergebnisse und Diskussion

gerichtet sind.

Die visuellen Unterschiede allein lassen keinen klaren Trend in Bezug auf die variieren-
den Bindeenergien erkennen. Tendenziell scheinen hohere Ligandendichten im Fall von
Oktapeptid-2 zu hoheren Bindeenergien zu fithren. Allerdings weist die Pose mit der hochs-
ten Bindeenergie nur eine mittlere Ligandendichte im Vergleich zu den anderen Posen auf.
Ebenso scheint die visuelle Polymerdichte keinen direkten Einfluss auf die Bindeenergie zu
haben. Dies deutet darauf hin, dass sowohl spezifische intermolekulare Wechselwirkungen
als auch die raumliche Anordnung der Liganden und des Tragermaterials eine wesentliche

Rolle bei der Stabilitat der Bindeposen spielen.

Die zur Generierung dieser finalen Posen erforderliche Rechenzeit variierte signifikant
in Abhangigkeit von der PeptidgroBe und -flexibilitdt. Das Peptid mit der niedrigsten
molaren Masse, N-Acetyl-L-Carnosin, bendtigte auf einem Computer mit einem Intel Core
i7-10700 Prozessor und 32 GB Arbeitsspeicher lediglich 2 Stunden und 55 Minuten fiir
den Workflow-Durchlauf. Im Gegensatz dazu erforderte die Berechnung fiir Oktapeptid-
2 auf derselben Hardware 13 Stunden und 52 Minuten. Durch den Einsatz effizienter
Simulationsmethoden konnten die Anforderungen an die Rechenleistung zur Bestimmung
der finalen Bindeposen und Energien gering gehalten werden. Somit ist der Workflow fiir
Anwender selbst auf Standard-Bilirocomputern ausfiihrbar und erfordert keinen Zugang

zu Supercomputern.

Eine Besonderheit des MOC ist, dass Einfliisse des methacrylatbasierten Tragermaterials
berticksichtigt werden konnen. Um die Interaktion des Tragermaterials mit den Peptiden
isoliert analysieren zu kénnen, wurden die Atome der Trp-Liganden aus den verfeinerten
Bindeposen geloscht, sodass lediglich das Tragermaterial und das Peptid zuriickblieb. Um
Fehler in der Lewis-Struktur des Modells zu vermeiden, wurden die Schnittstellen mit Was-
serstoffatomen gesattigt. AnschlieBend wurde erneut eine Einzelpunkt-Energieberechnung
mittels GFN2-xTB durchgefiihrt. Dieses Vorgehen ermoglichte eine isolierte Berechnung
der Bindeenergie zwischen dem methacrylatbasierten Polymer-Riickgrat und den Peptiden.
Abbildung veranschaulicht die Ergebnisse dieser Simulationen fiir zwei ausgewahlte
Peptide. In Abbildung sind die Ergebnisse fiir Oktapeptid-2 dargestellt, wahrend
Abbildung die Ergebnisse fir N-acetyl-L-Carnosin zeigt. Letzteres Peptid hat ei-
ne molare Masse von 268 Da und eine Nettoladung von O bei einem pH-Wert von 4.
Die Bindeenergien mit dem MOC sind durch blaue Balken reprasentiert, wahrend die

Bindeenergien ausschlieBlich mit dem Tragermaterial durch rote Balken dargestellt sind.

Fir Oktapeptid-2 zeigten die Ergebnisse neben der signifikanten Variation der Gesamt-
bindeenergie ebenfalls erhebliche Unterschiede im Anteil des Tragermaterials an der
Gesamtenergie. Pose 1, fiir welche die hochste Gesamtbindeenergie berechnet wurde,
wies einen Tragermaterialanteil von 30 % zur Gesamtbindeenergie auf. Pose 4, mit der

niedrigsten Gesamtbindeenergie, hatte einen deutlich héheren Anteil von 89 %. Pose 2
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Abbildung 4.7.: Vergleich der Bindeenergien mit und ohne Liganden - (a) zeigt die Bindeener-
gien fir Oktapeptid-2 und (b) fiir N-acetyl-L-Carnosin. Die blauen Balken reprasentieren die
Gesamtbindeenergien des Peptids mit dem methacrylatbasierten Chromatographieharz inklusive
der Trp-Liganden, wahrend die roten Balken die isolierten Bindeenergien des Peptids mit dem
Tragermaterial ohne Liganden darstellen.

und Pose 3 wiesen Anteile des Tragermaterials von 48 % bzw. 39 % auf. Die absolute Va-
riation der Gesamtbindeenergie war fiir N-acetyl-L-Carnosin geringer als fiir Oktapeptid-2.
Dennoch zeigte sich auch hier eine signifikante prozentuale Abweichung zwischen den
Posen, welche vergleichbar mit denen von Oktapeptid-2 ist. Bei N-acetyl-L-Carnosin be-
trug die Abweichung der Gesamtenergie zwischen den Posen 38 %, wahrend sie sich bei
Oktapeptid-2 auf 36 % belief. Auch bei N-acetyl-L-Carnosin variierten die prozentualen
Anteile des Tragermaterials an der Gesamtbindeenergie zwischen den Posen stark: Bei
Pose 1 entsprach der Anteil 79 %, bei Pose 2 35 %, bei Pose 3 78 % und bei Pose 4 sogar
115 %. Der Anteil des Tragermaterials an der Bindeenergie war absolut fiir N-acetyl-L-
Carnosin geringer, aber der durchschnittliche prozentuale Anteil des Riickgrats an der
Gesamtenergie war hoher als bei Oktapeptid-2.

Die Unterschiede im Anteils des Tragermaterials an der Bindeenergie fiir Oktapeptid-2
passen zu den visuellen Beobachtungen der Polymerdichte in den Bindeposen. Pose 1 und
Pose 3 zeigten eine geringere Polymerdichte, wahrend bei Pose 2 und Pose 4 eine hohere
Dichte beobachtet wurde. Eine hohere Dichte des Tragermaterials um die Bindepose

korrelierte somit mit einer héheren Bindeenergien mit dem Tragermaterial. Ebenso wie bei
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der Ligandendichte, |asst sich dennoch kein klarer Trend zwischen der Bindeenergie mit den
Tragermatrial und der Gesamtbindeenergie erkennen. Ahnliche Beobachtungen gelten fiir
N-acetyl-L-Carnosin. Besonders auffallig ist der Unterschied zwischen Pose 2 und Pose 4,
welcher moglicherweise durch die spezifische Ladungsverteilung des Peptids bedingt ist.
Trotz einer Nettoladung von 0 bei pH 4 hat N-acetyl-L-Carnosin eine negativ geladene
Carboxylgruppe und eine positiv geladene Pyrimidingruppe. Bei Bindestellen mit mehreren
Liganden in der Nahe der negativen Ladung konnen AbstoBungseffekte auftreten. Diese
Effekte konnen die Gesamtbindeenergie negativ beeinflussen, was dazu fiihrt, dass das
Tragermaterial eine hohere Bindeenergie zum Peptid aufweist als die Gesamtbindeenergie,
wie in Pose 4 beobachtet. Umgekehrt konnen Liganden, welche sich im Bereich der
positiven Ladung konzentrieren, zu einer Erhéhung der coulombschen Anziehungskrafte
und somit zu einer Erhéhung der Gesamtbindeenergie fiihren, wie in Pose 2 zu beobachten.
Diese Untersuchung verdeutlicht, dass sowohl die Eigenschaften des Polymers als auch
der Liganden entscheidende Faktoren fiir die Bindeenergie darstellen. Wahrscheinlich
beeinflussen sich diese Faktoren gegenseitig, weshalb keine isolierte Korrelation zwischen

einem einzelnen Faktor und der Gesamtbindeenergie hergestellt werden konnte.

Abbildung[4.8| zeigt schematisch vier verschiedene Bindeszenarien, welche die unterschied-
lichen Beitrage des Tragermaterials und der Liganden erklaren kénnten. Das Polymerriick-
grat ist als blaue Oberflache dargestellt, die Liganden als griine Kugeln und das Peptid
als rosa Linie. Die halbkreisformigen Einbuchtungen im Peptid reprasentieren potentielle
Bindestellen fiir die Liganden. In Szenario wird ein ideales Bindeszenario fiir das
Peptid dargestellt. Die Oberfliche an der Bindestelle ist so geformt, dass das Peptid
perfekt hineinpasst. Dadurch kommt es sehr nahe an das Tragermaterial, wo Wasser-
stoffbriickenbindungen und van-der-Waals-Interaktionen entstehen kénnen. Die Liganden
sind optimal an der Oberflache positioniert, sodass sie genau an den Bindestellen des
Peptids liegen, sobald es sich in die Bindetasche gelegt hat. Diese Pose weist eine hohe
Bindeenergie auf, mit bedeutenden Beitragen sowohl von den Liganden als auch vom
Tragermaterial, ahnlich wie in den Posen 2 und 3 von Oktapeptid-2 beobachtet. In Abbil-
dung|4.8b zeigt die Bindetasche dieselbe Form wie in[4.8a. Jedoch kann das Peptid, wenn
es in der Bindetasche liegt, nur mit einem Liganden interagieren, da die Ligandendichte
geringer ist oder die Liganden raumlich nicht in der Nahe potentieller Bindestellen des
Peptids liegen. Bei dieser Pose ist die Gesamtbindeenergie etwas geringer, wodurch der
prozentuale Anteil des Tragermaterials in Vergleich zu steigt. Dieses Szenario kdnnte
Pose 4 von Oktapeptid-2 entsprechen.

In Abbildung|4.8c ist die Adsorbensoberflache so geformt, dass sich das Peptid nicht ideal
in die Bindetasche legen kann. Die Liganden sind jedoch an dieser Stelle sehr freistehend,
sodass das Peptid an mehreren Bindestellen mit ihnen interagieren kann. Da das Peptid
jedoch weiter von der Polymeroberflache entfernt ist, konnen die Wasserstoffbriickenbin-

dungen und van-der-Waals-Wechselwirkungen nicht so effektiv ausgebildet werden wie in
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und [4.8b. Der Anteil des Tragermaterials an der Gesamtbindeenergie ist somit gerin-
ger. Dennoch bleibt die Gesamtbindeenergie hoch, da das Peptid effektiv mit mehreren
Liganden interagiert. Dieses Szenario konnte dem von Pose 1 von Oktapeptid-2 dhneln.
Im letzten gezeigten Szenario in Abbildung[4.8d ist die Harzoberflache ahnlich wie in4.8c.
Jedoch sind die Liganden hier raumlich nicht in der Nahe potentieller Bindestellen des
Peptids oder die Ligandendichte ist zu gering. Dadurch kann das Peptid weder effektiv
an das Tragermaterial adsorbieren noch mit den Liganden interagieren. Die Gesamtbinde-
energie an dieser Bindestelle ware wahrscheinlich fir eine effektive Adsorption des Peptid

zu gering und wirde im Posenscreening-Schritt der Simulation verworfen werden.

Hierbei anzumerken ist, dass bei den Szeniarien die Flexibilitdit sowohl des Peptids als
auch des Polymers mit berticksichtigt ist. Wie bereits in Abbildung 4.5 gezeigt, konnen
Liganden, welche sich zunachst nicht in optimaler Position befinden, durch Anziehungs-
krafte zu den Bindestellen des Peptids bewegt werden. Mit Liganden, welche wegen ihrer
raumlichen Anordnung nicht an das Peptid binden konnen sind solche gemeint, welche
nicht in unmittelbarer Nahe der Bindestelle sind und deshalb keine ausreichende Anzie-
hungskraft erfahren, um sich signifikant zu bewegen. Das lineare Peptid weist ebenfalls

einen flexiblen Charakter auf, welcher ihm ermoglicht, sich an unterschiedliche Kavitatfor-

(a) (b)

(c) (d)

Abbildung 4.8.: Schematische Darstellung von vier verschiedenen Bindungsszenarien zwischen
Peptid und Adsorbensoberflache - In Szenario (a) ist die Bindetasche optimal geformt, sodass
das Peptid sowohl nahe an das Tragermaterial als auch an mehrere Liganden binden kann.
Szenario (b) zeigt eine dhnliche Bindetasche, jedoch mit geringerer Ligandendichte, was zu
einer geringeren Gesamtbindeenergie fithrt. In Szenario (c) ist die Bindetasche des Polymers
unpassender, ermoglicht aber viele Interaktionen mit freistehenden Liganden, wodurch die Ge-
samtbindeenergie hoch bleibt, wihrend der Einfluss des Tragermaterials gering ist. Szenario (d)
zeigt eine ungiinstige Kombination aus unpassender Polymeroberflaiche und geringer Liganden-
dichte, was zu einer minimalen Gesamtbindeenergie fiihrt.
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men anzupassen. Somit sind bei Oberflachen wie in und [4.8d, solche gemeint, bei
welchen das Peptid trotz seiner Flexibilitat nicht ideal in die Kavitat passt.

Zusammenfassend wurden fiir 10 Peptide erfolgreich jeweils vier unterschiedliche Binde-
posen und -energien an ein Modell einer kommerziellen Chromatographieharzoberflache
simuliert. Dabei traten signifikante Konformationsanderungen des Harzes als Reaktion
auf die Adsorption der Peptide auf. Diese Anderungen waren bedingt durch eine Reorien-
tierung der Liganden und eine Annaherungen von Polymerketten des Tragermaterials zur
Bindepose. Ebenfalls wurde eine signifikante Variation der berechneten Bindeenergien
zwischen den einzelnen Posen jedes Peptids festgestellt. Diese Variation konnte auf zwei
Hauptfaktoren zuriickzufiihren sein: Einerseits konnten sie aus Fehlern im Screening der
Bindeposen resultieren. Hierbei konnten falsch-positive oder falsch-negative Bindeposen
eine Rolle spielen. Zusatzlich kénnen bei dem nicht zeitaufgelosten Docking die Pepti-
de ebenso an Bindestellen gelangen, welche fiir sie normalerweise durch Diffusion nicht
erreichbar waren. Zum anderen konnte die Variation in den Bindeenergien jedoch auch
die tatsachliche Vielfalt der Bindungsszenarien widerspiegeln. Die simulativen Ergebnisse
zeigten Unterschiede in den Bindedomanen des Harzes, welche durch die nicht einheitliche
Ligandendichte sowie Struktur des Polymer-Riickgrats bedingt waren und zu den Variatio-
nen der Bindeenergien beitrugen. Dariiber hinaus konnte der Anteil des Polymerriickgrats
an der Gesamtbindeenergie berechnet werden. Dieser Anteil war fiir alle berechneten
Posen signifikant und sollte daher in Simulationen von Bindeenergien mit Peptiden nicht
vernachlassigt werden. In einer abschlieBenden Analyse wurde gezeigt, dass die Starke
der Bindung zwischen den Peptiden und Adsorbensoberflachen von mehreren Faktoren
abhangt, welche miteinander in Wechselwirkung stehen. Die molekulare Flexibilitat, die
Ligandendichte, und die dreidimensionale Struktur der Bindepose missen alle beriick-
sichtigt werden, um ein umfassendes Verstandnis der Bindungsmechanismen zu erhalten.
Die durchgefiihrten Berechnungen und Beobachtungen verdeutlichen die Komplexitat der
Adsorptionsprozesse und heben die Bedeutung detaillierter molekularer Modelle hervor,
um die vielfaltigen Wechselwirkungen zwischen Peptiden und Harzoberflachen fundiert zu
verstehen. Das atomistische Modell der Chromatographieharzoberflache bildete hierbei
eine zentrale Grundlage. Dariiber hinaus erwies sich das umfassende Screening nach poten-
tiellen Bindeposen sowie die Beriicksichtigung der molekularen Flexibilitat der gesamten

Bindekonstellation als entscheidend.

Die Berechnungen der Interaktionen zwischen Peptiden und Chromatographieharzen kénn-
ten eine genauere Vorhersage des Verhaltens von Peptiden in unterschiedlichen chromato-
graphischen Systemen erméglichen. Durch den Einsatz effizienter Simulationsmethoden
kann die Bestimmung der Bindeenergie von Peptiden auf herkommlichen Biirocomputern
erfolgen, wodurch Anwender fiir die Ausfiihrung des Workflows keinen Zugang zu Super-
computern benétigen. Die Kombination aus der offentlichen Verfligbarkeit des Workflows

und der Unabhangigkeit von leistungsstarken Rechenressourcen kénnte die bestehenden
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Einstiegsbarrieren molekularer Simulationen abbauen und deren Verbreitung im Bereich
der Chromatographie fordern. Die Fahigkeit zum Hochdurchsatz-Screening kann ins-
besondere in der friihen Prozessentwicklung chromatographischer Schritte von groBem
Wert sein. Hier konnte der Workflow konnte kiinftig dazu eingesetzt werden, in virtuellen
Umgebungen das am besten geeignete Chromatographieharz sowie optimale Binde- und

Elutionsbedingungen fiir spezifische Trennprobleme zu identifizieren.
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4.2. Automatisierte Aufnahme von Adsorptionsisothermen

Um die simulativen Ergebnisse zu validieren, wurden experimentelle Adsorptionsstudien
durchgefiihrt. Hierbei war die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von
hoher Bedeutung, weshalb in dieser Arbeit ein Robotiklabor etabliert wurde. Das folgende
Kapitel widmet sich den Einsatzmoglichkeiten dieses Labors und der Analyse der damit
erzielten experimentellen Ergebnisse. Zunachst wird erlautert, wie das Robotiklabor auf
die Durchfiihrung verschiedener Prozesse angepasst werden kann und in welchem MaB
die Automatisierung der LaborstraBe realisiert wurde. AnschlieBend folgt eine Diskussion
iber die Funktionstests des Labors, aus denen Riickschliisse auf die Genauigkeit und den
Nutzen gezogen werden. AbschlieBend werden die Adsorptionsisothermen der linearen

Peptide prasentiert und ausfiihrlich erlautert.

4.2.1. Implementierung des Robotiklabors

Ein Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Implementierung eines zentral steuerba-
ren Robotiklabors. Dieses bestand aus einem Pipettierroboter, einem Roboterarm und
einer Filtrationsstation mit Vakuumpumpe (siehe Abbildung . Hierbei wurde durch
die Etablierung von Klassen fiir die einzelnen Laborgerate eine flexible Programmierung
von Laborprozessen ermoglicht, welche an die Anforderungen unterschiedlicher Aufgaben
angepasst werden kann. Zur Unterstiitzung der Anwender wurde ein Vorlage-Programm
erstellt (Abbildung , dessen Funktionsweise nachfolgend erlautert wird. Das Pro-
gramm beginnt mit einem Kommentarblock zur Erlauterung des Programms (Zeilen 3-9).
AnschlieBend werden die Module des Robotiklabors importiert (Zeilen 11-16) und die
Gerate initialisiert (Zeilen 18-21). Uber Methodenaufrufe kann der UR5e-Roboterarm
bewegt (Zeilen 27-39), ein Protokoll auf dem OT-2 Pipettierroboter gestartet (Zeilen
41-44) oder ein Pumpvorgang durchgefiihrt werden (Zeilen 47-52). Zum Abschluss wird
der URbe in seine Ruheposition zuriickbewegt und die Verbindungen zu den Geraten

werden geschlossen (Zeilen 51-59).

Die intuitive Bedienbarkeit des Labors ermdglicht eine schnelle Anpassung an unter-
schiedliche Prozesse und gewahrleistet somit einen flexiblen Einsatz in der Forschung.
Das bereitgestellte Testprogramm unterstiitzt die Nutzer dabei, bei auftretenden Proble-
men die volle Funktionalitdt schnell wiederherzustellen. Ein herausfordernder Aspekt bei
der Erstellung neuer Bewegungsmuster fiir den UR5e-Roboterarm ist der zeitaufwandige
Prozess der Ermittlung von Gelenk-Koordinaten. Da diese nicht einfach in kartesische
Koordinaten umgerechnet werden kénnen, muss jeder Bewegungsablauf einmal manuell
durchgefiihrt und alle dafiir benétigten Gelenk-Koordinaten aufgezeichnet werden. Der
Prozess zur Aufnahme von Adsorptionsisothermen konnte, abgesehen vom Befiillen der
Filterplatten, der Pufferherstellung und der Durchfiihrung der Absorptionsmessungen,

vollstandig automatisiert werden. Die verbleibenden manuellen Schritte fiihren jedoch
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nicht zwangslaufig zu zeitlichen Verzégerungen. Die Pufferherstellung und Plattenbefiil-
lung konnen im Voraus vorbereitet werden, und die UV-Messungen lassen sich am Ende
der Experimente gesammelt durchfiihren. Diese manuellen Tatigkeiten konnen parallel
zu einem bereits laufenden automatisierten Versuch ausgefiihrt werden, wodurch der

Gesamtprozess effizient bleibt.

4.2.2. Funktionstest des Robotiklabors

Zur Demonstration der Funktionalitat des Robotiklabors zur Aufnahme von Adsorptionsi-
sothermen wurde der Farbstoff Methylenblau als Zielmolekiil gewahlt. In diesem Abschnitt
werden die hierbei erzielten Ergebnisse prasentiert und diskutiert, um Riickschliisse auf

die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit des automatisierten Prozesses zu ziehen.

In Vorversuchen wurde zunachst eine Kalibriergerade mit zehn Messpunkten fiir die pho-
tometrische Konzentrationsbestimmung des Farbstoffs erstellt. Das BestimmtheitsmaB
der Gerade lag bei 0,9997. AnschlieBend wurde der gesamte Versuch zur automatisierten
Aufnahme der Isothermen durchgefiihrt, jedoch ohne die Filterplatte vorher mit Adsorbens
zu befiillen. Diese Vorgehensweise diente der Untersuchung des Einflusses der Filterplatte
auf die Messergebnisse sowie der Uberpriifung der Funktionalitit des entwickelten Pro-
zesses. Der Versuch wurde in zwolffacher Bestimmung ausgefiihrt. Die Messergebnisse
und der gefittete lineare Verlauf sind in Abbildung dargestellt. Die gemessenen
Uberstandskonzentrationen wurden gegen die Ausgangskonzentrationen aufgetragen. Ein
linearer Fit ermoglichte die Bestimmung einer Geradengleichung, welche Riickschliisse
auf den Einfluss der Filterplatte erlaubte. Hierbei ergab sich eine Gerade mit einem
BestimmtheitsmaB von 0,9995, einer Steigung von 1,0069 und einer durchschnittlichen
Standardabweichung von 0,0037 g/L.

Da die Filterplatten nicht mit Adsorbens gefiillt waren, entsprache in einem perfekten
Prozess die Uberstandskonzentrationen der Ausgangskonzentration. Die geringen Abwei-
chungen der Geradensteigung von 1 und der minimalen Y-Achsenabschnitt der Anpas-
sungsgerade deuten darauf hin, dass die Filterplatte keinen nennenswerten Einfluss hatte.
Hatte die Filterplatte Farbstoff adsorbiert, ware die Filtratkonzentration niedriger als die
Ausgangskonzentration und die Steigung der Geraden hatte einen Wert kleiner als eins.
Zusammen mit den hohen BestimmtheitsmaBen und der geringen Standardabweichung
der Messpunkte demonstrierten die Ergebnisse dieses ersten Tests des Robotiklabors eine

hohe Genauigkeit und Reproduzierbarkeit des entwickelten Gesamtprozesses.

Zur Bestimmung einer Adsorptionsisotherme wurde derselbe Prozess nur diesmal mit vorab
befiillten und equilibrierten Filterplatten erneut durchgefiihrt. GemaB der Beschreibung in
Kapitel [3.4.1 wurden 7,7 pL des Chromatographieharzes TOYOPEARL MX-Trp-650M in
jedes Well der Filterplatte tiberfiihrt. Die Isotherme von Methylenblau wurde in Vierfachbe-

stimmung aufgenommen. Aus den gemessenen Gleichgewichtskonzentrationen wurden die
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Beladungen im Gleichgewichtszustand mithilfe der Formel (3.1 berechnet. Die Mittelwerte
der Gleichgewichtsbeladungen wurden gegen die mittleren Gleichgewichtskonzentratio-
nen aufgetragen (Abbildung ) Die Isotherme zeigt bei niedrigen Konzentrationen
eine nahezu lineare Steigung, welche mit zunehmender Gleichgewichtskonzentration all-
mahlich abflacht und schlieBlich gegen einen Sattigungswert konvergiert. Dies entspricht
einem klassischen Langmuir-Verhalten, weshalb die Datenpunkte mittels der Langmuir-
Isothermengleichung approximiert wurden. Der Isothermen-Fit fiir Methylenblau wies ein
BestimmtheitsmaB von 0,9953 auf, wahrend die durchschnittliche Standardabweichung
der Messwerte 0,1271 betrug, mit einer maximalen Standardabweichung von 0,4882 g/L.

Der gesamte Prozess, einschlieBlich der manuellen Vorbereitung des Labors und des
im Anschluss héandisch durchgefithrten Transfers der Platten in den UV/Vis-Reader,
benétigte insgesamt 140 Minuten. Bei ausreichender Verfligbarkeit von Ablageplatzen
fir Messplatten kann theoretisch ein Maximaldurchsatz von 10 Versuchen oder 960
ermittelten Messpunkten pro Tag erreicht werden. Wird der Spiilprozess ausgelagert und
die manuellen Schritte parallel durchgefiihrt, kann diese Zahl sogar noch weiter erhoht

werden.

Die elektrostatische Anziehung zwischen den negativ geladenen Trp-Liganden des Chro-
matographieharzes und dem bei pH 4 positiv geladenen Methylenblau kénnte die be-
obachtete Adsorption begriinden. Die héheren Standardabweichungen im Vergleich zu
Abbildung [4.9a kénnten durch leicht abweichende Adsorbensmengen pro Well verursacht
worden sein. Trotz dieser leicht erhdhten Standardabweichung zeigte der automatisierte
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Abbildung 4.9.: Ergebnisse der Funktionstests des Robotiklabors - (a) zeigt den ersten Test,
bei welchem die Filterplatten nicht mit Adsorbens gefiillt wurden. Der lineare Fit zeigt eine
hohe Genauigkeit des automatisierten Prozesses, mit einem BestimmtheitsmaB von 0,9995. (b)
zeigt den zweiter Test, diesmal unter Verwendung von mit Adsorbens gefiillten Platten. Die
resultierende Isotherme zeigt ein klassisches Langmuir-Verhalten mit einem BestimmtheitsmaR
von 0,9953.
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Prozess ein hohes MaB an Genauigkeit und Reproduzierbarkeit. Mit einer Kapazitat, tag-
lich bis zu 80 Isothermen mit jeweils 12 Messpunkten aufzunehmen, ist das Robotiklabor

ebenso fiir Hochdurchsatzscreenings geeignet.

Zusammenfassend demonstrierten die Tests des Robotiklabors die Effizienz und Prazisi-
on des Prozesses zur automatisierten Aufnahme von Adsorptionsisothermen. Die hohe
Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der Messungen bestatigen die Eignung des Roboti-
klabors fiir detaillierte Adsorptionsstudien, welche fiir die Validierung der experimentellen

Ergebnisse essentiell waren.

4.2.3. Aufnahme der Adsorptionsisothermen von Peptiden

Der in Kapitel erfolgreich getestete Prozess zur automatisierten Aufnahme von
Adsorptionsisothermen wurde verwendet, um das Adsorptionsverhalten der fiir diese
Studie ausgewahlten Zielmolekile zu untersuchen. Abbildung zeigt die gemes-
senen Adsorptionsisothermen fiir alle zehn Peptide bei einem pH-Wert von 4. Abbil-
dung illustriert die Isothermen der bei pH 4 positiv geladenen Peptide, wahrend
Abbildung die Isothermen der neutral und negativ geladenen Peptide darstellt.
Alle Isothermen zeigten ein Langmuir-dhnliches Adsorptionsverhalten, weshalb ein Fit
der Langmuir-Isothermengleichung durch die Messdaten gelegt wurde. So konnten die
Langmuir-Parameter fiir jedes Peptid ermittelt werden. Das BestimmtheitsmaB lag fiir

alle Fits iiber einen Wert von 0,94.

Bei der Analyse der Plots von Abbildung sollte beachtet werden, dass die Beladung

und die Gleichgewichtskonzentration in molaren Einheiten angegeben sind, anstatt in den
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Abbildung 4.10.: Adsorptionsisothermen der zehn Peptide bei pH 4 - (a) zeigt die Isothermen
der bei pH 4 positiv geladenen Peptide, und (b) die der bei pH 4 neutral oder negativ geladenen
Peptide. Alle Isothermen wiesen ein Langmuir-dhnliches Adsorptionsverhalten auf, mit Fits der
Langmuir-lsothermengleichung, deren R? iiber 0,94 lagen.
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ublichen gravimetrischen Einheiten. Dies diente der spateren Validierung der simulativen
Ergebnisse. Daher erscheinen die Isothermen der Peptide mit héherem Molekulargewicht,
wie Oktapeptid-2, etwas gestauchter, wahrend die Isothermen von Peptiden mit geringe-
rem Molekulargewicht vergleichsweise gestreckter wirken. Dies flihrt dazu, dass nicht alle

aufgenommenen Datenpunkte im angezeigten Diagrammbereich sichtbar sind.

Bei der Betrachtung der Isothermen féllt eine sehr geringe Standardabweichung zwischen
den Doppelbestimmungen auf, was erneut die hohe Prazision des automatisierten Prozes-
ses unterstreicht. Auffallig ist, dass die positiv geladenen Peptide tendenziell eine groBere
Anfangssteigung aufweisen als neutral oder negativ geladene Peptide. Eine Ausnahme
bildet hier Z-Lys-OMe, welches trotz positiver Ladung eine geringe Anfangssteigung
zeigt. Es scheint zudem eine Tendenz zu bestehen, dass mit steigender Anfangssteigung
auch die maximale Beladung steigt. Wesentliche Ausnahmen dieser Tendenz sind Acetyl-
Tetrapeptid-3, welches eine geringere Anfangssteigung als Oktapeptid-2, aber eine héhere
molare Beladung aufweist, sowie Z-Lys-OMe, das trotz geringer Anfangssteigung eine

vergleichsweise hohe Maximalbeladung zeigt.

Um die beobachteten visuellen Trends detaillierter zu analysieren, wurden in Abbil-
dung die Nettoladungen der Peptide bei pH 4 gegen deren, durch die Fits der
Isothermen erhaltenen, Langmuir-Konstanten (K ) aufgetragen. Die Langmuir-Konstante
diente hierbei als MaB fiir die Affinitat des Zielmolekiils zum Adsorbens und entspricht
dem Kehrwert der Gleichgewichtskonzentration bei halbmaximaler Gleichgewichtsbela-
dung. Eine Betrachtung der Daten in Abbildung [4.11] zeigt jedoch, dass keine ersichtliche
Korrelation zwischen den Nettoladungen und K| -Werten der untersuchten Peptide exis-
tierte. Obwohl Peptide mit hoherer positiver Nettoladung tendenziell hohere K| -Werte

aufwiesen, was angesichts des negativ geladenen Liganden plausibel ist, treten Ausnahmen
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Abbildung 4.11.: Nettoladung der Peptide bei pH 4 im Vergleich zu deren, aus den Langmuir-
Isothermen-Fits abgeleiteten, K| -Werten - Die Analyse zeigt, dass keine ersichtliche Korrelation
zwischen der Gesamtladung der untersuchten Zielmolekiile und deren Bindeaffinitaten zu dem
multimodalen Chromatographieharz existierte.
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auf. Insbesondere wies Hexapeptid-9, trotz einer Nettoladung von null, den zweithéchsten
gemessenen K| -Wert auf.

Diese Diskrepanz verdeutlicht die Komplexitat der Wechselwirkungen in der multimodalen
Chromatographie, bei der sowohl elektrostatische als auch hydrophobe Wechselwirkungen
relevant sind. Wahrend elektrostatische Wechselwirkungen haufig dominieren, konnen
lokal konzentrierte positive Ladungen auf Peptiden mit insgesamt niedriger Nettoladung
dennoch eine starke Affinitdt zum Harz zeigen. Zusatzlich konnen hydrophobe Wech-
selwirkungen, obwohl sie sekundar sind, signifikant zur Gesamtbindeaffinitat beitragen.
Die Vorhersage des Bindeverhaltens allein anhand der Ladung des Zielmolekiils ist daher

schwierig und oft unzureichend.

Zusammenfassend zeigten alle analysierten Peptide ein Langmuir-dhnliches Verhalten.
Die hohe Prazision der automatisierten Prozesse, wie durch die geringen Standardabwei-
chungen zwischen den Doppelbestimmungen belegt, bestatigte die Zuverlassigkeit der
experimentellen Methodik und lies auf eine hohe Genauigkeit der Ergebnisse schlieBen.
Trotz der beobachtete Tendenz zu hoheren Anfangssteigungen bei positiv geladenen Pep-
tiden, konnte durch eine detaillierte Betrachtung der Langmuir-Konstanten im Vergleich
zu den Nettoladungen keine Korrelation gefunden werden. Dies verdeutlicht, dass die
Bindeaffinitat in der multimodalen Chromatographie nicht nur von der Nettoladung des
Peptids, sondern auch von dessen Ladungsverteilung und den hydrophoben Eigenschaften
abhangt. Dies unterstreicht nochmals die Notwendigkeit eines umfassenderen Ansatzes,
welcher die dreidimensionale Interaktion zwischen den Peptiden und dem Harz detailliert

untersucht, um diese besser zu verstehen und vorhersagen zu kénnen.
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4.3. Validierung und Benchmarking des entwickelten Modellie-

rungsansatzes

Dieses Kapitel widmet sich der Validierung der in Kapitel beschriebenen simulativen
Ergebnisse anhand der experimentellen Daten aus Kapitel [4.2] Zudem wird untersucht
und diskutiert, inwiefern der entwickelte simulative Ansatz geeignet ist, experimentell
bestimmte Adsorptionsparameter vorherzusagen. AbschlieBend erfolgt ein Vergleich des
entwickelten MOC mit etablierten Modellen von Adsorbensoberflachen hinsichtlich ihrer
Vorhersagegenauigkeit. Zudem wird der Workflow zur Bestimmung von Bindeenergien

gegen einen hierfiir bereits etablierten Ansatz gebenchmarkt.

4.3.1. Modellvalidierung durch die Vorhersage von Langmuir-Konstanten

Fir die Entwicklung von effektiven Trennprozessen ist eine prazise Bestimmung von
Adsorptionsparametern, wie der Langmuir-Konstante, entscheidend. Der Einsatz experi-
menteller Methoden zur Bestimmung dieser Parameter ist jedoch oft zeitaufwendig und
kostenintensiv. Um diese Einschrankungen zu umgehen, wurde in dieser Arbeit ein simu-
lativer Ansatz zur Berechnung der freien Bindeenergie entwickelt. Diese berechneten AG
sollten nach der theoretischen Studie von Ghosal und Gupta eine negativ logarithmisch
Beziehung zu K| aufweisen, wenn K| in molaren Einheiten wie L/mol oder L/mmol

angegeben wird.

In Abbildung sind die berechneten AG-Werte, gemittelt (iber alle vier ermittelten
Bindeposen (AGuw), gegen die experimentell bestimmten K| -Werte fiir jedes Peptid
geplottet. Jeder Datenpunkt des Diagramms reprasentiert die Bindeenergie bzw. den K
der Isotherme eines Peptids. Die Fehlerbalken auf der y-Achse zeigen die Variabilitat
von AG uber die vier verschiedenen Bindeposen hinweg. Die Daten weisen eine starke
logarithmische Korrelation zwischen K| und AGpmw ohne offensichtliche Ausreier auf.
Zur Analyse dieser Beziehung wurde eine logarithmische Funktion mit drei Parametern

verwendet, um die Datenpunkte zu approximieren:
y(x) =aln(z +b) + ¢ (4.1)

Hierbei sind a, b und c die Parameter, welche zur Anpassung der Funktion an die Daten
verwendet werden. Parameter a skaliert den Logarithmus, b verschiebt ihn horizontal und
c bewirkt eine vertikale Verschiebung. Die Anpassung wurde mit der Software OriginPro
2023 durchgefiihrt. Die hierbei beste Anpassung ist durch Formel gegeben und in
Abbildung als gestrichelte Linie dargestellt.

y(x) = —24.7ln(x +0.7) — 43.8 (4.2)

Oktapeptid-2 zeigte mit einem K von 7,8 L/mmol und einem AGpmw von -97,1 kcal /mol,
die hochsten Werte der beiden GroBen auf. N-acetyl-Carnosin, Z-Lys-OMe und reduziertes
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L-Gluthathion, wiesen geringe K| -Werte von unter 0,1 L/mmol auf. Die entsprechenden
AGpmw-Werte dieser Peptide lagen im Bereich von -40 bis -32 kcal /mol. Dieser Bereich
scheint eine Schwelle fiir die Adsorption darzustellen, was darauf hindeutet, dass Pepti-
de einen minimalen AGpmw von etwa -40 kcal /mol benétigen, um effektiv an das Harz
adsorbieren zu konnen. Die finale logarithmische Anpassungsfunktion wies ein Bestimmt-
heitsmaB (R?) von 0,98 auf. Dies bestatigt eine starke negative logarithmische Korrelation

zwischen AGyw und den K| -Werten in dieser Studie.

Zur Beurteilung, ob der simulative Ansatz ebenfalls zur Vorhersage von K| geeignet ist,
wurde eine 2-fache Kreuzvalidierung mit MatlabR2023a durchgefiihrt, wobei ebenfalls
die Anpassungsfunktion aus Formel verwendet wurde. Die Methode der Kreuzvali-
dierung wurde aufgrund ihrer Wirksamkeit bei der Bewertung der Modellleistung tiber
zwei Datensatze hinweg ausgewahlt. Hierfiir wurden die Daten zufallig in ein Trainings-
set und ein Testset aufgeteilt. Zunachst wurden anhand des Trainingsset die Parameter
der Anpassungsfunktion bestimmt. AnschlieBend wurde mit diesen Parametern der K
des unbekannten Testsets vorhergesagt. Daraufhin wurden die Rollen von Test- und
Trainingsset vertauscht und der Vorgang wurde nochmals wiederholt. AbschlieBend konn-
ten die durch den simulativen Ansatz vorhergesagten K| -Werte mit den experimentell

bestimmten K| -Werten vergleichen werden.

Diese Ergebnisse sind in Abbildung [4.12b dargestellt. Hierbei sind auf der y-Achse die
durch den Workflow vorhergesagten K| -Werte und auf der x-Achse die experimentell
gemessenen K| -Werte aufgetragen. In einem perfekten Modell wiirden alle Datenpunkte
entlang der gestrichelten Linie mit einer Steigung von 1 liegen. Mit einem R?-Wert von
0,96 und einen mittleren quadratischen Fehler (engl. Root Mean Square Error (RMSE))
von 0,38 L/mmol, kam das Modell sehr nah an die besagte Gerade heran. Hierbei konnten
ebenfalls keine signifikanten AusreiBer beobachtet werden. Dies lasst auf eine sehr genaue
Vorhersagekraft fiir Langmuir-Konstanten durch den entwickelten simulativen Ansatzes

schlieBen.

Eine nennenswerter Eigenschaft ist hierbei die Wirksamkeit der Vorhersage (iber einen
weiten Bereich von K| -Werten. Dies ist entscheidend fiir die genaue Vorhersage von
Binde- und Elutionsbedingungen. Durch diese effektive Vorhersage bietet das Modell ein
wertvolles Werkzeug fiir das In-Silico Screening von Harzen. Somit konnte der Auswahl-
prozess von Harzen optimiert werden, indem Harze identifiziert werden konnen, welche
die geeignetsten Binde- und Elutionseigenschaften fiir spezifische Zielmolekiile aufweisen,
wodurch der Bedarf an umfangreichen experimentellen Screenings reduziert wiirde. Dar-
uber hinaus wurde festgestellt, dass fiir die untersuchten Peptide die Anfangssteigung
des Graphen, welcher die erreichten Beladungen gegen die entsprechenden Gleichge-
wichtskonzentrationen auftragt, ebenfalls eine starke logarithmische Korrelation mit den
berechneten AGuw-Werten aufweist und einen R>Wert von 0,88 erreicht. Diese Erkennt-

nis konnte wertvoll fir die Analyse von Systemen sein, deren Bindungsverhalten stark
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Abbildung 4.12.: Experimentelle Validierung des simulativen Ansatzes - (a) zeigt die Beziehung
zwischen den berechneten AGuw und den experimentell bestimmten K\ -Werten. (b) zeigt die
Ergebnisse der Kreuzvalidierung, wobei vorhergesagte K| -Werte mit experimentell bestimmten
K\ -Werten verglichen werden.

vom Langmuir-Adsorptionsverhalten abweicht.

Zum Abschluss werden die inharenten Einschrankungen des Modellierungsansatzes erlau-
tert, insbesondere warum dieser sich nicht fiir die Vorhersage des zweiten Parameters
der Langmuir-Isotherme, der maximalen Beladungskapazitat (gmax), eignet. Die Unter-
scheidung in der Fahigkeit des Modells, K| vorhersagen zu kénnen und gmax nicht, ergibt
sich hauptsachlich aus der Natur der Parameter selbst und den Daten, welche zu deren
Vorhersage erforderlich sind. Die Langmuir-Konstante spiegelt die Affinitat oder Starke
der Wechselwirkung zwischen dem Peptid und dem Chromatographieharz wider. Dieser
Parameter kann direkt aus der freien Bindeenergie abgeleitet werden, welche durch die
simulativen Workflows berechnet werden kann. Es existiert also eine thermodynamisch
begriindbare Beziehung zwischen AG und K|, basierend auf kalkulierbaren energetischen
Wechselwirkungen. Im Gegensatz dazu hangt gmax nicht nur von den molekularen Wechsel-
wirkungen ab, sondern auch von den physikalischen und morphologischen Eigenschaften
des Harzes, wie der zuganglichen Oberflache, der PorengroBe und der -verteilung sowie
von moglichen Mehrschichteffekten der Zielmolekiile. Diese Faktoren beeinflussen, wie
viele Molekiile effektiv physikalisch an das Harz bei Sattigung binden kénnen. Da diese
Parameter nicht direkt aus dem Oberflaichenmodell abgeleitet werden kdonnen, welches
sich auf Berechnungen von Bindeenergien konzentriert, liegen sie nicht im Rahmen der
aktuellen Fahigkeiten des Modells.

Nichtsdestotrotz ermoglicht die Vorhersage von K| die Bestimmung der Affinitat zwi-
schen Peptiden und chromatographischen Harzen, was fiir effiziente Trennprozesse uner-
lasslich ist. Durch die Bereitstellung eines zuverlassigen Workflows zur Vorhersage von
K\ -Werten dient das Modell als wertvolles Werkzeug zur Verbesserung der Vorhersagbar-

keit von Peptid-Harz-Wechselwirkungen und zur Foérderung der Entwicklung effektiverer
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chromatographischer Systeme. Somit konnte die vorlaufige Auswahl der am besten ge-
eigneten Harze erleichtert und der Bedarf an umfangreichen empirischen Tests reduziert
werden. Da die Affinitat zu potenziellen Zielmolekiilen fir Chromatographieharze von
entscheidender Bedeutung ist, konnte dieser Ansatz ebenso fiir das rationale Design von
Chromatographieharzen genutzt werden. Somit konnten maBgeschneiderte Harze mit

verbesserten Leistungsmerkmalen fiir anspruchsvolle Trennaufgaben entwickelt werden.

Zusammenfassend zeigt dieses Kapitel, dass der entwickelte simulative Ansatz zur Be-
rechnung der freien Bindeenergie eine prazise Vorhersage der Langmuir-Konstanten fiir
die untersuchten Peptide ermoglicht. Durch eine zweifache Kreuzvalidierung konnten
experimentell Bestimmte K| -Werte mit einem R? von 0,96 vorhergesagt werden, was
eine hohe Vorhersagekraft des Modells bestatigt. Wahrend die Methode erfolgreich fiir
die Bestimmung von K| eingesetzt werden kann, wurden auch die Grenzen des Ansatzes,
insbesondere in Bezug auf die Vorhersage der maximalen Beladungskapazitat, aufgezeigt.
Dennoch stellt der Workflow ein wertvolles Werkzeug fiir die Optimierung chromatogra-
phischer Trennprozesse dar und bietet signifikantes Potenzial fiir das In-Silico Screening
von Harzen sowie fiir Rational-Design-Ansatze zur Entwicklung neuartiger Chromatogra-

phiematerialen.

4.3.2. Vergleich mit etablierten Modellen von Chromatographieharzen

Diese Analyse zielt darauf ab, die Vorhersagekraft des entwickelten MOC mit etablierten
Ansatzen zur Simulation von Harzoberflaichenmodellen zu vergleichen. Hierfiir wurden
Ligandenmodell 1 (LM1) und Ligandenmodell 2 (LM2) (siehe Abbildung 3.4) gemaB den
in Kapitel beschriebenen Methoden erstellt. Die Oberflachen dieser vereinfachten
Modelle bestehen ausschlieBlich aus Liganden, ohne Beriicksichtigung des polymerischen
Tragermaterials. Die Liganden von LM1 sind starr und geordnet auf einer planaren Flache
befestigt, wahrend die LM2-Liganden an Kohlenstoffketten gebunden sind. Dies fiihrt
zu einer hoheren Flexibilitat der Ligandenbewegung und einer heterogeneren Oberfla-
chenstruktur von LM2. Die Docking-Grids aller drei Modelle wurden als Eingabe an den
Workflow iibergeben, welcher in Kapitel beschrieben ist, um die Bindeenergien mit
den 10 ausgewahlten Peptiden zu berechnen. Diese Kompatibilitat mit verschiedenen

Adsorbensmodellen unterstreicht nochmals die Vielseitigkeit des entwickelten Workflows.

Die Rechenzeit des Workflows war fiir die Ligandenmodelle geringer als fir das MOC.
Fir die Berechnung der Bindeenergien von Oktapeptid-2 benétigte ein Computer mit
einem Intel Core i7-10700 Prozessor und 32 GB Arbeitsspeicher 2 h und 42 min mit LM1
sowie 2 h und 55 min fiir LM2. Im Gegensatz dazu brauchte derselbe Rechner mit dem
MOC 13 h und 52 min. Dieser signifikante Unterschied ist hauptsachlich auf die erhohte
Anzahl an Atomen und die groBere Flexibilitat der Liganden im MOC zuriickzufiihren.
LM1 und LM2 wiesen vergleichbare Rechenzeiten auf, wobei LM2 aufgrund der etwas

hoheren Ligandenflexibilitat eine geringfligig langere Berechnungsdauer aufwies.
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Um die Unterschiede zwischen den Ligandenmodellen und dem MOC zu verdeutlichen,
wird exemplarisch die Bindung von Hexapeptid-9 analysiert, welches trotz einer Nettola-
dung von null den zweithéchsten experimentell gemessenen K| aufwies. Abbildung[4.13a
und zeigen eine Bindepose von Hexapeptid-9 mit LM2 bzw. dem MOC. Die
Peptidreste sind farbcodiert, um ihren Beitrag zur Gesamtbindungsenergie darzustellen.
Rotlichere Tone signalisieren AbstoBung, wahrend griinere Tone eine starkere Anziehung
anzeigen. Abbildung [4.13c prasentiert eine Analyse der Bindeenergien, aufgeschlisselt
nach den Beitragen von Coulomb- und van-der-Waals (vdW)-Wechselwirkungen sowie
Wasserstoffbriicken, gemittelt tiber alle vier fiir Hexapeptid-9 berechneten Posen. Die
Balken von LM1 sind hierbei blau, die von LM2 rot und die des MOC schwarz darge-

stellt. Eine bemerkenswerte Beobachtung ist, dass in den Ligandenmodellen abstoBende

(@) (b)
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Abbildung 4.13.: Analyse der Bindeenergie und -posen von Hexapeptid-9 - (a) und (b) zeigen
Bindeposen von Hexapeptid-9 mit dem LM2 beziehungsweise dem MOC, wobei die Pepti-
dreste basierend auf ihrem Beitrag zu AG farbcodiert sind. Panel (c) vergleicht die AG von
Hexapeptid-9 mit dem LM1 (blau), dem LM2 (rot) und dem MOC (schwarz) und visualisiert
die Beitrage von Coulomb- und vdW-Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbriicken, gemittelt
iber alle berechneten Posen.
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Coulomb-Wechselwirkungen auftreten, bedingt durch die negativ geladene Carboxylgrup-
pe von Hexapeptid-9. Im Gegensatz dazu zeigt das MOC leicht anziehende Coulomb-
Wechselwirkungen aufgrund der Anziehung zur positiv geladenen Aminogruppe. Dieser
Unterschied konnte auf die verschiedenen Ligandenorientierungen und -flexibilitaten in
den Modellen zuriickgefiihrt werden. Trotz dhnlicher Ligandendichten erméglichen die
Liganden in LM1 und LM2 durch ihre Exposition und Orientierung effektivere elektrostati-
sche Wechselwirkungen. Im MOC hingegen moduliert die Polymerstruktur des Riickgrats
die Orientierung und Flexibilitdt der Liganden, was es ihnen erlaubt, sich von negati-
ven Bereichen weg und zu positiven Ladungen hin zu bewegen, wie in Abbildung
gezeigt. Dieser Trend wurde bei verschiedenen Peptiden beobachtet und zeigt systema-
tische Unterschiede in der Beeinflussung der elektrostatischen Wechselwirkungen durch
das Polymer-Riickgrat auf. Dariiber hinaus tragt das polymere Riickgrat im MOC eine
signifikante Teil zur gesamten Bindeenergie bei, wie in Abbildung zu sehen. Daher
verzeichnete das MOC die hochsten Gesamtbindeenergie, wahrend LM1 und LM2 deutlich
geringere Werte aufwiesen. Bei Peptiden mit starkeren positiven Ladungen zeigte sich ein
gegenteiliger Trend. Hier wiesen LM1 und LM?2 oft vergleichsweise hohe Bindeenergien

auf, da die exponierten Liganden starkere elektrostatische Anziehungen ermoglichten.

Fir quantitative Aussagen Uber die Vorhersagefahigkeit von Langmuir-Konstanten der
Modelle, wurde das MOC gegen die beiden vereinfachten Harzoberflichenmodelle ge-
benchmarkt. Diese Bewertung umfasste die Durchfiihrung einer Kreuzvalidierung fiir
jedes Modell, wie in Kapitel fur das MOC beschrieben. Abbildung zeigt
das resultierende Validierungsdiagramm, in dem das MOC mit schwarzen Quadraten,
LM1 mit blauen Dreiecken und LM2 mit roten Kreisen dargestellt sind. Eine zentrale
Beobachtung ist hierbei, dass beide vereinfachten Modelle, LM1 und LM2, signifikante
AusreiBer aufweisen. Insbesondere fiir LM1 war Acetyl-Tetrapeptid-3 ein AusreiBer, und
fir LM2 war es Oktapeptid-1, mit Nettoladungen von 1 bzw. 3. In beiden Fallen waren
die vorhergesagten K| -Werte deutlich héher als die experimentell bestimmten K| -Werte.
Fir eine detailliertere Untersuchung der niedrigeren K| -Werte zeigt Abbildung 4.14b eine
vergroBerte Ansicht von Abbildung [4.14a. Hier wird ersichtlich, dass die Datenpunkte
von LM1 und LM2 konsistent weiter von der idealen Vorhersagelinie abweichen als die
des MOC. Interessanterweise neigen LM1 und LM2 dazu K| fiir Peptide mit positiveren
Ladungen zu tberschatzen und fiir solche mit neutralen oder negativen Ladungen zu un-
terschatzen. Dieser Trend korreliert mit den zuvor diskutierten Ergebnissen, wo aufgezeigt
wurde, dass die Ligandenmodelle héhere AG fiir positiv geladene und niedrigere AG fir
negativer geladene Peptide im Vergleich zum MOC aufweisen. Zudem zeigt sich, dass
LM1 und LM2 bei niedrigeren K -Werten prazisere Vorhersagen liefern als bei hoheren
K\ -Werten, was sie eher zur Vorhersage von Elutions- als von Bindebedingungen in der

Chromatographie geeignet macht.

Zur quantitativen Bewertung der Vorhersagefahigkeiten der Modelle zeigt Abbildung
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Abbildung 4.14.: Validierungsplots des Modellvergleichs - (a) zeigt die Ergebnisse der Kreuzvali-
dierungen fiir das MOC (schwarze Quadrate) und der zwei Liganden-Modelle der Harzoberflache,
LM2 (rote Kreise) und LM1 (blaue Dreiecke). Vorhergesagte K| -Werte sind gegen experimen-
tell bestimmte K| -Werte aufgetragen. Panel (b) bietet eine vergroBerte Ansicht von (a) fir
eine bessere Sichtbarkeit von K| -Werten unter 2,5 L/mmol.

drei Balken auf der rechten Seite, welche jeweils die RMSE des MOCs (schwarz) und
der beiden Ligandenmodelle (LM1 blau und LM2 rot) fiir die K -Vorhersage darstellen.
Hierbei zeigt LM1 die geringste Prazision bei den Vorhersagen mit einem RMSE von
5,49 L/mmol, wahrend LM2 mit einem RMSE von 1,17 L/mmol eine bemerkenswerte
Verbesserung der Vorhersagegenauigkeit aufweist. Diese gesteigerte Genauigkeit konnte
auf die verbesserte Ligandenflexibilitdt in LM2 zuriickzufiihren sein, welche zu einer he-
terogeneren Oberflachenkonfiguration fiihrt, ein Merkmal, das LM2 deutlich von LM1
unterscheidet. Das MOC {ibertrifft beide vereinfachten Modelle und erreicht den nied-
rigsten RMSE von 0,19 L/mmol. Diese erhéhte Genauigkeit kann wahrscheinlich der
realistischeren Darstellung der Harzoberflache zugeschrieben werden, welche durch die

Einbeziehung des Polymer-Riickgrats in das Modell erreicht wurde.

Zusammenfassend zeigt dieses Unterkapitel, dass das entwickelte MOC eine lberlegene
Vorhersagegenauigkeit fiir Langmuir-Konstanten der untersuchten Peptide im Vergleich zu
den etablierten Ligandenmodellen bietet. Insbesondere die Integration des methacrylatba-
sierenden Riickgrats im MOC ermdéglicht eine detailliertere Simulation der Harzoberflache,
was zu praziseren Vorhersagen der Langmuir-Konstanten fiihrte. Wahrend die vereinfach-
ten Modelle dazu neigten den K| positiv geladener Peptide (iber- und negativ geladene
Peptide unterzubestimmen, konnte das MOC durchweg genauere Vorhersagen treffen.
Diese verbesserte Genauigkeit unterstreicht die Bedeutung der Beriicksichtigung von
Polymerflexibilitat und -hydrophobizitat, sowie der Oberflachenheterogenitat in der Mo-
dellierung von Chromatographieharzen. Die Berlicksichtigung dieser Eigenschaften macht
das MOC zu einem wertvollen Werkzeug fiir die prazise Bestimmung von Langmuir-

Konstanten.
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4.3.3. Benchmarking des Workflows zur Bestimmung von Bindeenergien

In einer zweiten Analyse wurde der entwickelte Workflow zur Berechnung von AGuw
gegen eine hierfiir bereits etablierte Methode gebenchmarkt. Diese etablierte Metho-
de wurde fiir die Berechnung von Wechselwirkungen zwischen Enzymen und Liganden
entwickelt und besteht aus einer Glide-Docking Simulation mit nachfolgender MM-GBSA-
Berechnung zur Bestimmung der Bindeenergie [145]. Abbildung prasentiert diesen
Vergleich, wobei die Balken auf der linken Seite den RMSE fiir die K| -Vorhersagen unter
Verwendung des etablierten Workflows fiir alle drei untersuchten Harzoberflachenmodelle
zeigen. Eine auffallige Beobachtung aus diesem Vergleich ist, dass alle Modelle héhere
RMSE-Werte aufweisen, wenn die Bindeenergien mit der herkdmmlichen Methode be-
rechnet werden, im Vergleich mit dem neu entwickelten Workflow. Das LM1 zeigte den
hochsten RMSE fiir beide Workflows, was darauf hindeutet, dass das geordnete und starre
Design moglicherweise die Komplexitat der realen Harzoberflache nicht genau nachbilden
kann. Dariiber hinaus wiesen sowohl das LM2 als auch das MOC RMSE-Werte von iiber
4 L/mmol bei der etablierten Methode auf, was deutlich héher ist als der durchschnitt-
liche gemessene K| von 1,3 L/mmol. Dies weist auf eine unzureichende Genauigkeit
der Vorhersagen hin und unterstreicht, wie stark die Effektivitat eines Modells von der
verwendeten Berechnungsmethode abhangen kann. Zusatzlich wird verdeutlicht, dass
molekulare Simulationsansatze, welche fiir eine bestimmte Anwendung etabliert sind, sich

nicht immer problemlos auf andere Systeme (bertragen lassen kénnen.

Ein wesentlicher Unterschied des entwickelten Workflows zu der etablierten Methode ist
seine Fahigkeit, die Flexibilitdit des Polymer-Riickgrats des Harzes zu beriicksichtigen.

Dies wurde durch einen Minimierungsschritt erreicht, welcher es der Harzoberflache er-

10,41

RMSE der K -Vorhersage in L/mmol

Docking + MMGBSA Entwickelter Workflow

Abbildung 4.15.: Vergleich der RMSE von Modellierungsansitzen — Die Abbildung zeigt die
RMSE fiir K| -Vorhersagen (iber verschiedene Modelle hinweg. Die Balken auf der linken Seite
reprasentieren die RMSE des etablierten Glide-Docking- und MM-GBSA-Workflows, wahrend
die Balken auf der rechten Seite die RMSE des in dieser Arbeit entwickelten Workflows darstellen.
Die RMSE des MOC sind in schwarzen Balken, sowie die des LM1 und des LM2 in blauen
beziehungsweise roten Balken angezeigt.
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moglicht, sich nach der Adsorption des Peptids anzupassen. Mit diesem Ansatz blieb
der Rechenaufwand jedoch trotzdem vergleichsweise gering, insbesondere im Vergleich
zu zeitaufgelosten Molekulardynamik-Simulationen. Dariiber hinaus integriert der Work-
flow subatomare Effekte durch die Verwendung einer semiempirischen Quantenmechanik-
Methode. Diese Unterschiede sind wahrscheinlich die Hauptfaktoren fiir die gesteigerte
Genauigkeit des MOC, da es LM2 in der Vorhersagegenauigkeit nur Gbertrifft, wenn diese
Aspekte beriicksichtigt werden. Diese Benchmarking-Studie verdeutlicht die Bedeutung
der Auswahl beziehungsweise der Entwicklung geeigneter Berechnungsmethoden, welche
auf die spezifischen Eigenschaften und Komplexitaten der untersuchten Systeme ange-
passt sind. Dies gilt insbesondere bei Anwendungen wie der Chromatographie, welche

komplexe molekulare Wechselwirkungen beinhalten.

Zusammenfassend zeigt der Vergleich, dass der entwickelte Workflow zur Berechnung
der Bindeenergie gegenlber der bereits etablierten Methode signifikante Vorteile bie-
tet, insbesondere durch die Beriicksichtigung der Flexibilitdt des Polymer-Riickgrats in
den Harzmodellen. Die Kombination erhohter Genauigkeit mit trotzdem geringen Re-
chenaufwand macht den entwickelten Workflow zu einem effektiven Werkzeug fiir die
Simulation komplexer molekularer Wechselwirkungen in der Chromatographie und stellt

eine Weiterentwicklung zum aktuellen Stand der Forschung dar.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Im experimentellen Teil dieser Arbeit wurden zunachst die Bindeaffinitdten zwischen linea-
ren Peptiden und einem multimodalen Chromatographieharz bestimmt. Hierfiir wurde ein
Robotiklabor etabliert, welches Adsorptionsisothermen automatisiert aufnehmen konnte.
Dies ermoglichte eine hohe Reproduzierbarkeit und Genauigkeit der experimentellen Da-
ten. Die resultierenden Adsorptionsisothermen der zehn untersuchten Peptide zeigten ein
klassisches Langmuir-Verhalten. Eine Analyse der Ergebnisse offenbarte, dass die Bindeaf-
finitaten zu dem multimodalen Chromatographieharz nicht allein aus der Nettoladung
der Peptide ableitbar waren, sondern unter anderem auch von der spezifischen Ladungs-
verteilung und den hydrophoben Eigenschaften der Peptide abhingen. Dies verdeutlichte
die Notwendigkeit eines umfassenderen Ansatzes zur Vorhersage von Bindeaffinitaten,
welcher die dreidimensionalen Interaktionen zwischen Peptiden und der Harzoberflache
beriicksichtigt, anstatt sich ausschlieBlich auf einzelne Deskriptoren, wie die Nettoladung,

zu stutzen.

Deshalb wurden in dieser Arbeit molekulare Modellierungsablaufe zur Simulation der
Adsorption von Peptiden an Chromatographieharze entwickelt und validiert. In einem
ersten Workflow wurde ein detailliertes Modell der Oberflache eines kommerziellen, meth-
acrylatbasierten, multimodalen Chromatographieharzes erstellt. Dabei wurde der Her-
stellungsprozesse des Harzes, einschlieBlich der Polymerisation des Tragermaterials und
der anschlieBenden Ligandenbindung, in einer virtuellen Umgebung nachgebildet. Das
resultierende atomistische Modell diente als Eingabe fiir einen zweiten Workflow, wel-
cher die Interaktionen zwischen der Harzoberflache und den linearen Peptiden simulierte.
Hierbei konnten fiir jedes der zehn Peptide vier unterschiedliche Bindeposen identifiziert
werden. Die berechneten Bindeenergien zwischen den Posen jedes Peptids wiesen jedoch
signifikante Unterschiede auf. Diese Variationen verdeutlichen nochmals die Komplexitat
des Adsorptionsprozesses, da die finalen Bindeenergien von unterschiedlichsten Faktoren

abhingen. Durch detaillierte Analysen konnte gezeigt werden, dass die Ligandendichte, die
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Struktur der Harzoberflache sowie die Peptid- und Polymerflexibilitat hierbei entscheiden-
de Faktoren sind, welche die resultierende Bindeenergie maBgeblich beeinflussen kénnen.
Die entwickelten mehrstufigen Simulationsprozesse wurden zusatzlich in WMSs automa-
tisiert und offentlich verfiigbar gemacht. Dies sollte dazu beitragen, deren Effizienz und
Reproduzierbarkeit zu steigern und die Methodik fiir Forscher zuganglicher zu machen,

welche moglicherweise nicht iiber tiefgehende Simulationskenntnisse verfligen.

Der etablierte simulative Ansatz zeigte seine Starke insbesondere bei der Vorhersage von
Bindeaffinitaten. In einer detaillierten Studie konnte eine starke, negativ logarithmische
Korrelation zwischen den berechneten Bindeenergien und den experimentell bestimmten
Langmuir-Konstanten der Peptide festgestellt werden. Eine Kreuzvalidierung mit einem
R2 von 0,96 und einem RMSE von 0,38 L/mmol bestétigte eine hohe Vorhersagekraft des
Modells fiir experimentell bestimmte K| -Werte. Dies zeigt, dass die entwickelten Simu-
lationsmethoden prazise Vorhersagen des Adsorptionsverhaltens in chromatographischen
Systemen ermoglichen.

Ein Vergleich des entwickelten Oberflichenmodells mit etablierten Modellierungmethoden
von Chromatographieharzen offenbarte, dass der in dieser Arbeit entwickelte Modellie-
rungsansatz eine hohere Vorhersagegenauigkeit fir Langmuirkonstanten besitzt. Dies
ist wahrscheinlich auf die realistischere Darstellung der Harzoberflache zuriickzufiihren,
welche das polymerische Tragermaterial und die komplexe dreidimensionale Struktur der
Harzoberflache berticksichtigt. In einer finalen Benchmarkstudie wurde der neuen Work-
flows zur Berechnung der Bindeenergie mit einer etablierten Hochdurchsatz-Methode
verglichen. Hierbei stellte sich heraus, dass der neue Workflow durch die Beriicksichti-
gung der Flexibilitat des Tragermaterials und die Integration subatomarer Effekte eine

hohere Genauigkeit bei der Vorhersage der K| -Werten bot.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass diese Arbeit einen Grundstein zur praziseren und
effizienteren molekularen Modellierung von Chromatographieharzen und deren Adsorpti-
onsmechanismen mit Peptiden bildet. Die detaillierten atomistischen Modelle kénnten in
Zukunft neue Moglichkeiten fiir das Design und die Entwicklung von Harzen mit verbes-
serten Leistungsmerkmalen und maBgeschneiderten Liganden bieten. AuBerdem konnten
mit den Offentlich verfligbaren Workflows in der Prozessentwicklung potentielle Chroma-
tographieharze sowie ideale Binde- und Elutionsbedingungen fiir gegebene Trennprobleme
gescreent werden. Diese Fortschritte waren insbesondere in der biopharmazeutischen In-
dustrie von groBer Bedeutung, da sie die Effizienz und Genauigkeit von Trennprozessen

erhohen und letztlich zu niedrigeren Produktionskosten fiihren konnten.

Zukiinftige Forschungsarbeiten konnen auf den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen
aufbauen. Eine mogliche Richtung ist die weitere Verfeinerung des molekularen Ober-
flachenmodells, um die Genauigkeit der simulierten Bindesposen und -energien weiter

zu steigern. Experimentelle oder empirische Untersuchungen konnten genutzt werden,
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um Modellparameter wie Ligandendichte, Quervernetzungsgrad und Polymerdichte zu

optimieren.

Dariiber hinaus sollten die entwickelten Methoden und Modelle auf eine breitere Palette
von Zielmolekiilen und Harztypen angewendet werden. Dies wiirde nicht nur die Generali-
sierbarkeit und Robustheit des Ansatzes demonstrieren, sondern auch wertvolle Einblicke
in die Wechselwirkungen und Trennmechanismen von verschiedenen chromatographischen
Systemen bieten. Die Kombination aus detaillierten molekularen Modellen, fortschrittli-
chen Simulations- und Datenanalysetools sowie experimenteller Validierung kénnte zur
Weiterentwicklung und Optimierung chromatographischer Trennverfahren entscheidend

beitragen.

Ein weiterer wichtiger Punkt fiir die Zukunft ist die Erweiterung des Workflows zur
Berticksichtigung groBerer Biomolekiile, wie beispielsweise Proteinen. Derzeit ist der Glide-
Docking-Schritt auf Molekiile mit maximal 500 Atomen oder 100 rotierbaren Bindungen
beschrankt, was den Anwendungsbereich auf kleinere Biomolekiile wie lineare Peptide
limitiert. Eine Erweiterung des Workflows konnte seine Anwendbarkeit und Relevanz in

der chromatographischen Forschung maBgeblich steigern.
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Anhang

A. Chemikalien, Software, Gerate und Messinstrumente

In diesem Kapitel werden die fiir die Generierung der in dieser Arbeit vorgestellten Ergeb-

nisse bendtigten Chemikalien, Software, Gerate und Messinstrumente gelistet.
A.1. Chemikalien

Tabelle A.1.: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien mit Hersteller

Chemikalie Hersteller

Acetyl-Pentapeptid-1 Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)
Acetyl-Tetrapeptid-3 Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)
Acetyl-Tetrapeptid-9 Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)
Essigsaureanhydrid Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)
Hexapeptid-9 Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)
L-Glutathion, reduziert Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)
N-acetyl-L-Carnosin Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)
Natriumacetat-Trihydrat Carl Roth GmbH & Co KG (Karlsruhe, Deutschland)
Natriumchlorid Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland
Oktapeptid-2 Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland
Papain Inhibitor Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland
Pentapeptid-3 Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland
Toyopearl MX-Trp-650 M Tosoh Bioscience (Tokyo, Japan)
Z-Lys-OMe Biomol GmbH (Hamburg, Deutschland)

~— — — N

A.2. Software

Tabelle A.2.: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien mit Hersteller

Chemikalie

Hersteller

Anaconda

KNIME 6.2
LAMMPS

Maestro 13.6
MATLAB R2023a
Origin 2023
SimStack

Visual Studio Code

Anaconda Inc. (Austin,USA)

Knime AG (Zirich, Schweiz)

Sandia National Laboratories (Albuquerque, USA)
Schrodinger Inc. (New York, USA)

MathWorks (Natick, USA)

OriginLab Corporation (Northampton, USA)
Nanomatch GmbH (Karlsruhe, Deutschland)
Microsoft Corporation (Redmond, USA)
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A.3. Gerate und Messinstrumente

Tabelle A.3.: Auflistung verwendeten Messinstrumente und Gerate mit Herstellern.

Gerat

Modell

Hersteller

Analysewaage
Feinwaage
Magnetriihrer
pH-Meter
Pipettierroboter

Plate Reader
ResiQuot

Roboterarm
Vakuumpumpe

Wasseraufbereitungsanlage

Analytic AC 210 S
EW-3000-2M

RH basic 2

765 Calimatic
oT-2

Spark
MediaScout ResiQuot

URbe
MD 4C VARIO select

Milli-Q Gradient A10

Sartorius AG (Gottingen,
Deutschland)

KERN & SOHN GmbH (Balingen,
Deutschland)

IKA GmbH & Co KG (Staufen,
Deutschland)

Knick GmbH & Co KG (Berlin,
Deutschland)

Opentrons Labworks Inc. (Brooklyn,
USA)

Tecan (Mannedorf, Schweiz)

Atoll GmbH (Weingarten,
Deutschland)

Teradyne Robotics (Miinchen,
Germany)

Vacuubrand GmbH & Co KG
(Wertheim, Deutschland)
Millipore (Burlington, USA)
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B. Eingabeparameter und Flussdiagramm des KNIME-Workflows

Tabelle und Tabelle listen alle relevanten Eingabeparameter fiir den KNIME-
Workflow zur Generierung von Bindeposen und -energien zwischen molekularen Modellen
von Adsorbensoberflachen und linearen Peptiden. Abbildung zeigt ein detailliertes
Flussdiagramm dieses Workflows zur Veranschaulichung aller relevanten Simulationsschrit-

te, Schleifenmechanismen und Eingabe- sowie Ausgabeinformationen.

B.1. Eingabeparameter des KNIME-Workflows

Tabelle B.4.: Liste der Eingabeparameter des , LigPrep“-Knotens in KNIME

Bezeichnung in KNIME Wert
LigPrep-ph 4.00
LigPrep-pht 0.00
LigPrep-epik _on_
LigPrep-emb _off_
LigPrep-s 1
LigPrep-ac _off_

Tabelle B.5.: Auflistung der Eingabeparameter des ,,Glide Docking"“-Knotens in KNIME

Bezeichnung in KNIME Wert
GlideDockinglnput-LIG_VSCALE 0.8
GlideDockinglnput-LIG_CCUT 0.15
GlideDockinglnput-PRECISION SP-Peptide
GlideDockinglnput-REWARD_INTRA_HBONDS FALSE
GlideDockinglnput-MAXKEEP 5000
GlideDockinglnput-SCORING_CUTOFF 100
GlideDockinglnput-MAXREF 400
GlideDockinglnput-EXPANDED_SAMPLING TRUE
GlideDockinglnput-GLIDE_DIELCO 2.00
GlideDockinglnput-HBOND_DONOR_AROMH FALSE
GlideDockinglnput-BOND_DONOR_AROMH_CHARGE 0.50
GlideDockinglnput-POSES_PER_LIG 100
GlideDockinglnput-POSTDOCK_NPOSE 200
GlideDockinglnput-POSTDOCKSTRAIN FALSE
GlideDockinglnput-CV_CUTOFF 0.00
GlideDockinglnput-POSE_RMSD 0.5

GlideDockinglnput-POSE_DISPLACEMENT 2.0
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B.2. Flussdiagramm des KNIME-Workflows

SMILES-File des Adsorbens

‘ n Peptide in ’ ‘ m Docking-Raster

Prime MM-GBSA

GFN2-xTB
Single point energ

AGqum

if
PD < 25%

True
A 4

Glide Docking = =
I=1+1 _ [Spe"’her Bindepose ] [ Lésche Pose #i ]
100 Bindeposen nach und -enerige

y Docking Score sortiert
i=i+1

A

Entferne Posen
_mit molekarer
Uberlappung mit

zuletzt gespei-
cherter Pose

Wabhle Pose #i

MarcoModel
Minimization

Entferne Atome mit einer Distanz > 15 A von
Bindepose und sattige Schnittstellen mit
Wasserstoffatomen

Abbildung B.1.: Erweiterte Ubersicht des KNIME-Workflows - Das Flowchart zeigt alle rele-
vanten Simulationsschritte und Schleifen innerhalb des mit KNIME automatisierten Workflows
zu Berechnung von Bindeenergien zwischen Adsorbensoberflichen und Peptiden.



Anhang 127

C. Python Skript zur Steuerung des Robotiklabors

Abbildung zeigt das entwickelte Vorlage-Programm fiir eine benutzerfreundliche
Steuerung des Robotiklabors.

1_home_up)
1_home_down)

toragel(robo
cuum_Manifold({robo

.Get_Rounded_Joint_ Position()

pro
run_id =

pumg
pump_duration
pump . Run_Pump

connect_Robot()
connect Pump(

Abbildung C.2.: Schematische Darstellung des Vorlage-Programms zur Steuerung des Robo-
tiklabors - Methodenaufrufe erméglichen die Bewegung des UR5e-Roboterarms, das Starten
von Protokollen auf dem OT-2 und die Durchfiihrung von Pumpvorgangen. AbschlieBend wird
der UR5e in seine Ruheposition zuriickbewegt und die Verbindungen zu den Geraten werden
geschlossen. Das Ansteuerungskonzept wurde von Jonathan Déttling im Zuge seiner Bachelor-
arbeit entwickelt.
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