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Zusammenfassung

Die Entwicklung von neuen, lebensrettenden Impfstoffen, Medikamenten und
Diagnosewerkzeugen ist eine wichtige Aufgabe von Forschern und Medizinern. Dabei
ist die Erforschung einer Vielzahl von biologischen Prozessen und zugrundeliegenden
Ablaufen von Erkrankungen fir das bessere Verstandnis unumgénglich. Eine effiziente
Methode zur Untersuchung dieser Mechanismen bieten Peptide im Arrayformat. Mit
Hochdurchsatz-Screenings an Peptidarrays kdnnen beispielsweise eine Vielzahl an
Bindungsstudien von Antikdrpern an biologisch und diagnostisch relevante Proteine
durchgefiihrt werdenl’4l, Peptidarrays eréffnen somit vielseitige Mdglichkeiten zur
Konzeptentwicklung fur die Identifikation von Biomarkern, sowie zur Herstellung neuer
Wirkstoffe und Therapeutika. Ebenfalls kdnnen verschiedene Modifikationen von
Proteinen zur Identifikation von diagnostisch relevanten Peptiden und der Erforschung
von Krankheiten beitragen.

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit dem Ubertrag von
posttranslational modifizierten und nicht kanonischen Aminosauren in Peptidarrays
und deren Visualisierung in Reaktionen der Biokonjugation und Chemodetektion. Die
Synthese der Arrays erfolgte Uber einen laserbasierten Transfer der modifizierten
Aminosauren mit Hilfe des nano3D-Druckers. Dieser erméglicht Spotdichten von bis
zu 17.000 Spots/cm? und bietet durch die Ubertragene Materialmenge im Piko- bis
Femtomol Bereich eine kostenginstige und materialeffiziente Methode fir
verschiedene Synthesen7. Anhand dieses Vorgehens konnten Azid-Alkin
Click-Reaktionen an lasertransferierten, modifizierten Aminosduren durchgefihrt
werden.  Ebenfalls konnte ein  proof-of-concept einer laserbasierten
Multikomponentenreaktion gezeigt werden. Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich
mit der Anwendung von Peptidarrays mit posttranslational modifizierten Aminoséauren
in Bindungsstudien von Antikdrpern. Hierfir wurden Analysen zur Erforschung von
verschiedenen Krankheiten, wie der rheumatoiden Arthritis, dem Sjogrens Syndrom
und Hepatitis B durchgefiihrt. Dabei konnten Gemeinsamkeiten in Bindungsmotiven
der rheumatoiden Arthritis festgestellt werden. Letztendlich konnte durch die
Integration verschiedener Modifikationen wie Citrullinierungen oder
Phosphorylierungen in Peptidarrays eine Relevanz dieser Aminosaurebausteine, in
der aktuellen Forschung dargelegt werden. Somit konnte gezeigt werden, dass der
nano3D-Drucker eine flexible und vielversprechende Syntheseplattform fur

Hochdurchsatz-Screenings von Peptidarrays mit modifizierten Aminosauren darstellt.
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Einleitung

1. Einleitung

Die jungsten globalen Herausforderungen durch die COVID-19-Pandemie haben das
Augenmerk der medizinischen Forschung auf die dringende Notwendigkeit effektiver
therapeutischer Ansatze und Impfstoffe gelenkt®®. Diese Krise hat nicht nur die
Relevanz einer beschleunigten Entwicklung von Impfstoffen und Therapeutika
hervorgehoben, sondern auch das Verstdndnis fir komplexe immunologische
Reaktionen in den Vordergrund gerickt. In diesem Kontext erlangen
Autoimmunerkrankungen, bei denen das Immunsystem félschlicherweise
korpereigenes Gewebe angreift, zunehmend an Bedeutung. Schatzungen zufolge sind
weltweit mehrere Millionen Menschen von Autoimmunerkrankungen betroffen, was
nicht nur die individuelle Lebensqualitat beeintrachtigt, sondern auch erhebliche
gesellschaftliche und wirtschaftliche Auswirkungen zur Folge hat. Eine 2023
veroffentlichte Studie konnte zeigen, dass entgegen der Vorhersage von 3-9 %, 10 %
der Bevdlkerung von 19 der haufigsten Autoimmunerkrankungen betroffen sind und
die Zahl der Betroffenen weiter steigt!®. Zudem wurde bei 22 Millionen Teilnehmern
bestatigt, dass die Wahrscheinlichkeit, eine zweite Autoimmunkrankheit zu entwickeln,
bei Personen mit bereits bestehender Autoimmunkrankheit héher ist, als bei Personen
ohne solche Vorerkrankung®. Aufgrund der stetigen Zunahme von
Autoimmunerkrankungen und wiederholt auftretender Pandemien, ist die Entwicklung
von Therapeutika und Wirkstoffen, sowie die Erforschung der Ursachen vieler

Krankheiten unumgéanglich.

Ein  vielversprechender  Forschungsbereich, der zur Ursachenforschung,
Krankheitsprognose und Entwicklung von Medikamenten von verschiedenen
Erkrankungen beitragen kann, sind posttranslationalen Modifikationen (PTMs) von
Proteinenl!.  Posttranslationale Modifikationen spielen unter anderem eine
entscheidende Rolle bei der Regulierung von Proteinaktivitdten und —interaktionen,
wodurch sie mal3geblich zur Entstehung und Progression autoimmuner Erkrankungen
beitragen konnen!!?l. Insbesondere die Citrullinierung von Proteinen hat sich als ein
zentraler Mechanismus herausgestellt, der mit der Pathogenese von Erkrankungen
wie rheumatoider Arthritis in Verbindung gebracht wird*3-15], Diese Modifikationen
kénnen nicht nur die Immunogenitat von Peptiden beeinflussen, sondern auch deren
Erkennung durch T-Zellen und Antikérper modulieren'62l, Um diese komplexen

Zusammenhéange besser verstehen und interpretieren zu kdnnen, sind innovative
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Ansatze erforderlich. Hochdurchsatztechniken haben sich als wertvolles Instrument
zur systematischen Analyse von PTMs und deren biologischen Auswirkungen
etabliert??, Die Generierung umfangreicher Datensatze zu modifizierten Proteinen
kann  mittels  moderner  Technologien  wie  Peptidarrays?24  und
Massenspektrometriel?d in kurzer Zeit erfolgen. Diese Methoden bieten nicht nur eine
effiziente Maoglichkeit zur ldentifizierung relevanter PTMs, sondern auch zur
Entdeckung neuer immunologischer Marker, die fur Diagnostik und Therapie von
Autoimmunerkrankungen sowie anderen immunologischen Erkrankungen von
Bedeutung sein konntenl?®, Ebenfalls konnen durch die Kombination von
Hochdurchsatztechniken mit Biokonjugationen eine grof3e Menge an biologischen
Proben, sowie verschiedene Interaktionen mit Immunzellen schnell und detailliert
analysiert werden. Dabei kann durch die Entwicklung spezifischer biokonjugierter
Reagenzien eine gezielte Markierung verschiedener modifizierter Peptide oder
Proteine ermdglicht werdenl?”-28, Diese Technologien erdffnen die Moglichkeit zur
Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze, wie maRgeschneiderte Polymerel??],

sowie zur Entwicklung von biologischen Testverfahrent30l.,

Der am Institut far Mikrostrukturtechnik entwickelte nano3D-Drucker stellt eine
geeignete Methode zur Kombination von Hochdurchsatztechniken in Form von
Peptidarrays mit verschiedenen biologischen Anwendungen darl®. In dieser Arbeit
sollen posttranslationale Modifikationen in Peptidarrays integriert und mit Reaktionen
der Biokonjugation, sowie Bindungsstudien zu Erkrankungen des Immunsystems

kombiniert werden.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1 Synthese von Peptiden und Aufbau von Peptidarrays

Peptide und Proteine werden aufgrund ihrer vielfaltigen Funktionen und Eigenschaften
in einem breiten Spektrum von der Natur eingesetzt. So konnen Peptide
beispielsweise die Wirkung von Entzindungen durch hemmende oder férdernde
Eigenschaften beeinflussen®. Zudem sind Peptide in weiteren zahlreichen Prozessen
der Immunantwort beteiligt, da sie sowohl in der Struktur der Antigene als auch als
Bestandteile der Antikdrper vorkommen. Basierend darauf werden Peptide und
Proteine haufig unter anderem in der Entwicklung von Wirkstoffen gegen
verschiedenste Krankheiten verwendetl®2. Ebenso werden sie flr viele weitere
Untersuchungen von Protein-Protein-Interaktionenl®3, beispielsweise in Form von
Hochdurchsatz-Screening Methoden verwendet®4, um Aufschluss tiber verschiedene
Wechselwirkungen, Signalwege und die Entstehung und den Verlauf von Krankheiten

(Pathogenese) zu geben.

2.1.1 Aminosauren und Peptide

Das Grundgerist vieler immunologisch relevanter Strukturen, wie beispielsweise
Antikorper und Antigene, besteht aus Aminoséauren. Diese werden miteinander tber
Peptidbindungen, auch Amidbindungen genannt, zu Peptiden bzw. Proteinen
verknUpfti®®l, Dabei wird durch die Anzahl der verknipften Aminosauren differenziert,
ob es sich um ein Peptid (<100 Aminoséauren) oder Protein (>100 Aminosauren)
handeltl®®l. In der Natur werden zur Synthese von Peptiden und Proteinen vorwiegend
20 verschiedene Aminosauren verwendetl®”! (Abbildung 1). Diese Aminosauren sind
im genetischen Code jedes Lebewesens verankert und werden als proteinogene
Aminosauren bezeichnet. Die proteinogenen Aminosduren zahlen zu den
a-Aminosauren und weisen, mit Ausnahme von Glycin, ein Chiralitatszentrum am
a-Kohlenstoffatom auf. Durch die Chiralitdt kann zwischen L- und D-Aminoséuren
differenziert werden, wobei fir die natirliche Proteinbiosynthese nur L-Enantiomere

verwendet werden!38l,
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Abbildung 1: Darstellung der proteinogenen Aminosauren und Kategorisierung in ihre chemischen

Eigenschaften
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Die Grundstruktur einer Aminosaure besteht aus einer Aminogruppe, sowie einer
Carboxylgruppe, welche Uber ein Kohlenstoffatom (a-C-Atom) verbunden sind. Der
maf3gebende Unterschied zwischen den Aminoséauren ist die Seitenkette (Rest, R) am
a-Kohlenstoffatom, welche die chemischen und physikalischen Eigenschaften der
jeweiligen Aminosdure bestimmt. Somit kdénnen Aminosaure in verschiedene
Kategorien eingeteilt werden. Klassisch werden Aminosauren in basische (positiv
geladen), saure (negativ geladen), unpolare (hydrophob) und polare (ungeladen)
Aminosauren differenziert. Ebenso kénnen sie auch in aromatische, aliphatische,
amidierte, hydroxylierte und schwefelhaltige Aminosauren unterteilt werden. Die
Ausbildung einer Peptidbindung (23) findet durch die Reaktion der Carboxylgruppe
einer Aminosaure (21) mit der Aminogruppe einer zweiten Aminosaure (22) unter

Wasserabspaltung statt (Schema 1)1,

0 0 0 R
OH OH Thoo H/\f(
Ry R, Ry O
21 22 23

Schema 1: Verknupfung der Carboxylgruppe einer Aminoséure (21) mit der Aminogruppe einer zweiten

Aminosaure (22) zu einer Peptidbindung (23) unter Wasserabspaltung

Die freie Aminogruppe des dabei entstandenen Peptids wird als N-Terminus und die
freie Carboxylgruppe als C-Terminus bezeichnet. Die Reihenfolge der Aminoséauren,
sog. Sequenz der Peptide wird auch als Primarstruktur bezeichnet und entscheidet
uber die Eigenschaften der Peptide. Langere Peptide, sog. Polypeptide, kdnnen durch
die Wechselwirkung nicht benachbarter Aminosauren Sekundarstrukturen,
beispielsweise die a—Helix oder das B—Faltblatt, ausbilden. Trotz der hohen Stabilitat
sind diese Strukturen sehr flexibel und kénnen zahlreiche Konformationen eingehen.
Diese Konformationen werden als Tertiarstruktur bezeichnet und konnen durch
Drehungen um Einzelbindungen, sowie Uber verschiedene Wechselwirkungen wie
Elektrostatik oder Wasserstoffbricken entstehen. Die Zusammenlagerung vieler

Polypeptide oder Proteine zu Proteinkomplexen wird als Quartarstruktur bezeichnet®6
38].
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2.1.2 Posttranslational modifizierte Aminosauren

Neben den 20 proteinogenen Aminosauren gibt es zahlreiche weitere Aminosauren,
die nicht wahrend der Translation in der Proteinbiosynthese eingebaut werden. Von
diesen sogenannten nicht proteinogenen Aminosauren gibt es bereits tUber 400
verschiedene bekannte Varianten®?, die eine biologische Funktion besitzen, wobei die
tatsachliche Zahl der moglichen Modifikationen unbekannt ist. Bekannte biologische
Funktionen sind unter anderem der Einfluss als Metabolite im Stoffwechsel oder auch
als Hormone und Neurotransmitter, sowie Toxinel*?. Zu den nicht proteinogenen
Aminosauren zéhlen unter anderem Aminosauren mit veranderter Chiralitat wie
beispielsweise D-Aminosauren, sowie Aminosauren mit diversen Modifikationen an
ihren funktionellen Gruppen. Zudem konnen Verédnderungen nach der Translation in
der Proteinbiosynthese auftreten, welche als posttranslational modifizierte (PTM)
Aminosauren bezeichnet werden. Diese PTMs werden in der Regel durch den
Organismus selbst ausgelost und kdnnen beabsichtigte aber auch unbeabsichtigte
Veranderungen der Proteine sein. Zu den unbeabsichtigt Modifikationen z&hlen
Beschadigungen durch zum Beispiel Radikalel*42, Strahlung*344 oder andere
Proteinel*®], wodurch diese verandert oder denaturiert werden kénnen und so ihre
ursprungliche Funktion nicht mehr erfullen kénnen. Die Variation an beabsichtigten
und unbeabsichtigten Modifikationen deckt ein breites Spektrum von Verédnderungen
des N- oder C-Terminus, den Seitenketten, Abspaltungen von funktionellen Gruppen
oder gréReren Sequenzen, das Hinzufligen verschiedener Bindungen bis hin zur
Anknupfung an groRere Molekile abl*6l. Die unter anderem am haufigsten
vorkommenden  chemischen Modifikationen  sind Phosphorylierungenl#7],
Acetylierungent*®l Methylierungenl*?l, Ubiquitinierungen®, Hydroxylierungen und
Glycosylierungen®l. Einige Beispiele fiir posttranslational modifizierte Aminosauren
sind Citrullin (Cit, Z), Homocitrullin (HCit, X), Acetyllysin (Lys(Ac), k), Hydroxyprolin
(Hyp, p) und Phosphoserin (pSer) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Darstellung der in dieser Arbeit verwendeten posttranslational modifizierten Aminoséuren

Viele der Modifikationen kénnen auch durch Enzyme im Organismus hervorgerufen
werden. Beispielsweise ist die Aminosaure L-Citrullin einerseits ein natirlich
vorkommendes Intermediat im Harnstoffzyklus, andererseits kann Citrullin auch als
PTM  durch  eine durch

Peptidylarginin-Deiminasen (PAD) katalysiert werden (s. Schema 2)52. Solche

enzymatische  Umwandlung  von  Arginin
citrullinierten Peptide bzw. Proteine kénnen Immunreaktionen hervorrufeni?4 und

spielen bei der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis eine signifikante Rollel*3: 151,

+ M0 —FAD + NHs + H*
Ca®*
NH NH
H{NéI\NHz o)\NH2
31 32

Peptidylarginin Peptidylcitrullin

Schema 2: Enzymatische Umwandlung von Peptidylarginin (31) zu Peptidylcitrullin (32) durch
Peptidylarginin-Deiminase (PAD)
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Im Allgemeinen gibt es eine Vielzahl an Methoden, die den Einbau nicht proteinogener
Aminosauren in Peptide und Proteine ermdglichen. Beispielsweise kbénnen
Peptidsynthetasenl®3, Proteinligation®¥, genetische Reprogrammierung aber auch die

Lhicht-natlrliche* Peptidsynthese eine Integration von Modifikationen ermaoglichen!®s-
56]

2.1.3 Chemische Festphasenpeptidsynthese

In der Zelle stellt die Natur zahlreiche Enzyme und Mechanismen fir die Synthese von
Peptiden und Proteinen bereit, um die natirlichen Aminosauren zu schitzen und
unerwiinschte Nebenreaktionen zu verhindern®8l. Bei der chemischen Peptidsynthese
sind modifizierte Aminosauren erforderlich, um unerwiinschte Reaktionen an den
verschiedenen funktionellen Gruppen zu vermeiden. Hierzu werden spezifische
Schutzgruppen eingesetzt, welche die a-Aminogruppe, sowie die funktionellen
Gruppen der Seitenketten vor Nebenreaktionen schiitzen koénnenl®-%8l Eine
Mdglichkeit fir ein Schutzgruppen System bildet die Fluorenylmethoxycarbonyl
(Fmoc)-Schutzgruppenstrategie. Hier wird die a-Aminogruppe mit der basisch
abspaltbarenl®! Fmoc-Schutzgruppe geschiitzt®%-62, Fiur die Seitenketten der
Aminosauren werden dahingegen oft saurelabile Schutzgruppen wie die
tert-Butyloxycarbonyl (Boc), Trityl (Trt) oder tert-Butyl(tBu)-Schutzgruppe eingesetzt.
Der Einsatz von Schutzgruppen, die unter verschiedenen Bedingungen abgespaltet
werden konnen, ermoglicht ihre orthogonale Verwendung in der Peptidsynthese. Diese
Strategie wurde von R. B. Merrifield genutzt, um 1963 die Festphasenpeptidsynthese
(engl.: Solid Phase Peptide Synthesis (SPPS)) zu entwickeln®8. Dieses Verfahren
wurde 1984 mit einem Nobelpreis ausgezeichnet, da es eine effizientere und
schnellere Synthesemdglichkeit im Vergleich zur herkbmmlichen Synthese in flissiger
Phase bot. Das Prinzip von Merrifield basiert auf der Verwendung einer festen Phase,
welche aus Polystyrolharz mit daran angebrachten Linkern (Chlorbenzylgruppen)
besteht. An die freien funktionellen Gruppen kénnen Aminoséuren angeknuipft werden
und somit ganze Peptide an der festen Phase synthetisiert werden. Durch geeignete
Abspaltungsreagenzien und nachfolgende Aufreinigung entsteht eine effektive
Methode zur Herstellung von Peptiden. Dieses Verfahren findet hauptséchlich in der

Synthese von Peptidarrays und in der kombinatorischen Chemie Anwendung!©3l.
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Die kombinatorische SPOT-Synthese von R. Frank!® ermoglichte erstmals die
getrennte raumliche Synthese von Peptiden im Arrayformat, die anschlieRend fir
biologische Anwendungen genutzt werden konnten. Bei dieser Methode werden
gelbste, aktivierte Aminosauren auf eine Oberflache wie funktionalisierter Cellulose
gespottet und das gewtlnschte Peptid mithilfe der Fmoc-Schutzgruppenstrategie
aufgebaut. Diese Strategie wurde auch in einem 2016 entwickelten Laser-basiertem
Verfahren von F. Loffler und T. Fortsch et al. verwendet, um hochdichte Peptidarrays

zu generieren (siehe Kap. 2.1.5)1],

Fmoc Fmoc Frqoc I I

NH NH NH NH NH NH
| \ \ R R o o

Fmoc-NH-4-Ala- 1a Fmoc NH, NH I\‘IH
10:90-PEGMA-co-MMA- NH \ \
Oberflache 0 0 0 !
o7 RH\( o7 :
l\\lH NH TH 3
B SEEEEEEE R :

R

Schema 3: Darstellung der Fmoc-Schutzgruppenstrategie. Schritt 1a: Fmoc Entschitzung der
Akzeptoroberflache. Schritt 2a: Lasertransfer und Kupplung der Aminosaure. Schritt 2b: Erneuter
Lasertransfer und Kupplung derselben Aminosaure. Schritt 3: Acetylierung der freien Aminogruppen.

Schritt 4: Fmoc-Entschiitzung und Seitenkettenentschiitzung

Als feste Phase (Syntheseoberflache) werden in dieser Arbeit funktionalisierte
Glastrager verwendet. Die Funktionalisierung besteht aus einem Co-Polymer aus 10%
Polyethylenglycolmethacrylat (PEGMA) und 90% Methylmethacrylat (MMA), welches
mit R-Alanin verestert wurden. Die Aminogruppe des R-Alanins ist mit einer
Fmoc-Schutzgruppe geschiitzt, die in Schritt 1a entfernt wird. Anschliel3end erfolgt der
Ubertrag der gewiinschten Aminosduren an die freien Aminogruppen, welche
anschlielend tUber eine Kondensationsreaktion verknupft werden (Schritt 2a). Fur die
Peptidkupplung zweier Aminosauren werden Aktivierungsreagenzien wie

9
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beispielsweise  Carbodiimide (z.B. N,N*-Diisopropylcarbodiimid (DIC) oder
N-N*“Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)) verwendet®>%¢l,  AuRerdem kann die
Aminosaure vor der Peptidkupplung in einen Aktivester Uberfihrt werden, um
unerwinschte Nebenreaktionen wie Umlagerungen zu vermeiden. Ein Bespiel hierfur
ist die Aktivierung von Aminosauren durch einen Pentafluorophenyl-Ester
(OPfp-Ester). Des Weiteren kdonnen ebenfalls Hydroxybenzotriazol (HOBt)-Ester,
Reagenzien wie O-Benzotriazol-N,N,N‘,N*-tetramethyl-uronium-hexafluorophosphat
(HBTU) oder (Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidino-phosphonium hexafluorophosphat
(PyBOP) zur Aktivierung verwendet werden. Die Kupplungsausbeute der Aminoséauren
in den Spots kann ggf. durch eine Doppelkupplung (Schritt 2b) verbessert werden.
Dabei wird dieselbe Aminoséaure erneut auf die Oberflache tbertragen und gekuppelt.
Durch diesen Schritt kann gewébhrleistet werden, dass mehr tbertragene Aminosaure
an die Oberflache gebunden wird, was zu einer héheren Abséttigung fuhrt. Nicht
reagierte Aminogruppen werden durch einen Acetylierungs-Schritt (Capping) blockiert,
um die Anknldpfung von Aminoséauren in spateren Syntheseschritten zu unterbinden,
und somit eine ungewollte Durchmischung von Synthesesequenzen im Spot zu
vermeiden (Schritt 3). Die Schritte 1b-3 kdnnen beliebig oft wiederholt werden, bis die
gewlnschte  Peptidsequenz  erreicht  ist.  AbschlieBend  werden  die
Seitenkettenschutzgruppen, sowie die Fmoc-Schutzgruppe der Aminosauren entfernt
(Schritt 4) und der Array steht fir zum Beispiel biologische Anwendungen zur

Verfliigung.

2.1.4 Immunodetektionen mit Peptidarrays

Seit der Entwicklung der SPOT Synthese konnten Peptidarrays weiterentwickelt und
Uber verschiedene Techniken hergestellt werden. Die Herstellung kenn neben der
SPOT  Synthese  auch uber  photolitographische Methodenl®l  oder
Laserdruckverfahren!®8 erfolgen. Durch die stetige Verbesserung kdnnen Peptidarrays
heutzutage kostengunstig und schnell hergestellt werden, wodurch sie Anwendung in
vielseitigen Screenings finden. Zum Beispiel kbnnen Bindungsstudien von Antikérpern
an Proteine (Antigene) durchgefuhrt werden, die zur Identifikation des genauen
Sequenzabschnitts fuhren, an dem ein Antikbrper bindet (Epitop), sowie einer
Untersuchung potenzieller Kreuzreaktivititen oder Antigen Mimikrylt2 4 69 zyr
Bestimmung von Epitopen kdénnen komplette Proteinsequenzen auf Peptidarrays
aufgebracht werden (Abbildung 3A). Dabei wird zunéchst die lineare

Aminosauresequenz des zu untersuchenden Bereichs des Proteins (Antigen)

10
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identifiziert. Dieser Bereich des Proteins wird anschlielend in Uberlappenden
Peptidsequenzen im Arrayformat dargestellt. Die darauffolgende Inkubation mit einem
Patientenserum und fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrpern ermdglicht die
Detektion gebundener Antikdrper und die Identifikation ihrer Epitope. Anschlie3end
kénnen, mit Hilfe einer Substitutionsanalyse, die genauen Aminosauren identifiziert
werden, die fur die Antikdrperbindung relevant sind. Dazu werden von der
Peptidsequenz des gefundenen Epitops alle Aminoséauren nacheinander durch alle 20
proteinogenen Aminosauren ausgetauscht (Abbildung 3B). Nach einer Serum- und
Sekundarantikérperinkubation kann tber eine Fluoreszenzanalyse das Bindungsmotiv
des Antikorpers bestimmt werden. Neben der Erkennung von Bindungsmotiven von
Serumantikorpern kénnen solche Bindungsstudien auch in der Entwicklung neuer
Medikamentel™® oder in der Detektion von Antigenen bei Autoimmunerkrankungent

genutzt werden.
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Abbildung 3: Darstellung eines Epitopmappings zur ldentifizierung von Antikérperbindungsstellen.
A) Epitopmapping eines Proteins in Uberlappenden Peptiden. B) Substitutionsanalyse eines Peptids
durch Austausch der originalen Aminosauren eines Peptids nacheinander durch alle proteinogenen
Aminoséauren
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2.1.5 Herstellung von Peptidarrays tber den nano3D-Drucker

Die Herstellung von Peptidarrays uUber die Festphasenpeptidsynthese kann Uber die
2016 von F. Loffler und T. Fortsch publizierte Methode des cLIFT (engl.: combinatorial
Laser Induced Forward Transfer) ermdglicht werdenl®. Die Abwandlung des
urspringlich publizierten Aufbaus mit einem 405 nm LED-Laser, sowie die Erweiterung
durch einen Roboterarm wird in dieser Arbeit zur Synthese der Peptidarrays verwendet
(Abbildung 4).

> Ry
o 0.

lasen

Scanhead

( Probentisch —I

Abbildung 4: Schematischer Aufbau des nano3D-Druckers. Ein LED-Laser wird tiber einen Scanhead

auf den Probentisch gelenkt.

Dieser Aufbau ermoglicht den Ubertrag von kleinen Materialspots auf eine
Syntheseoberflache (Akzeptor) und kann eine Spotdichte von 17.000 Spots/cm?
erreichenl®.  Fur den Ubertrag der Materialspots werden beschichtete
Glasobjekttrager, sog. Donoroberflachen bendétigt. Diese Glasobjekttrager werden in
einem ersten Schritt mit einer lichtabsorbierenden Polyimidfolie (Kapton®, DuPont)
beklebt. In einem zweiten Schritt wird ein dinner Film aus einer Lésung des zu
transferierenden Materials, sowie der Polymermatrix SLEC (modifiziertes
Styrol-co-Acryl-Polymer, SLEC-P LT 7552, Sekisui), auf die Polyimidfolie aufgetragen.
Die Beschichtung der Donoroberflachen kann hierbei tber verschiedene Methoden,

12
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wie die Rotationsbeschichtung (Spin-Coating) oder ein automatisches Filmziehgerat
(Rakel) erfolgen. Als Syntheseoberflachen kénnen je nach gewiinschtem Array-Typ
verschiedene Glastrager, wie beispielsweise Indium-Zinnoxid-beschichtete Glastrager
(ITO-Glas) oder herkdmmliche Glasobjekttrager verwendet werden. Fur den Aufbau
von Peptidarrays  werden  Glastrdger  verwendet, die mit einem
Fmoc-NH2-B-Ala-PEGMA-co-MMA-Polymerfilm funktionalisiert wurden.

Laserimpuls Donoroberfliche
Glasobjekttrager

_ — Polyimidfolie
‘ . Materialschicht
. B _ ' Akzeptor

(b) Austausch der Donoren und
erneuter Lasertransfer oo ¢

"4 Lot et ;
(a) Lasertransfer eines Materials von \/ (¢) Kombinatorisches Muster
einem Donoren auf einen Akzeptor \/ der transferierten Materialien

Abbildung 5: Darstellung des Druckverfahrens tUber cLIFT. a) Transfer einer Aminosaure von einem
Donor auf den Akzeptor. b) Austausch der Donoren und erneuter Transfer. c) Kombinatorisches Muster

der transferierten Materialien

Fur den Lasertransfer wird eine Donoroberflache mit der beschichteten Seite nach
unten mit Hilfe eines Roboterarms auf der Syntheseoberflache platziert. Die punktuelle
Bestrahlung durch einen Laserimpuls induziert den Ubertrag der Polymermatrix und
des darin eingebetteten Materials (bspw. Aminosaure). Dabei wird der Laserimpuls
von der Polyimidfolie absorbiert, welche die Energie in Form von Wé&rme an das zu
transferierende Material weiterleitet. Die thermische Ausdehnung der Polyimidfolie
fuhrt zu einem Kontakt der Materialschicht und der Akzeptoroberflache, wobei das
Transfermaterial in Form von nanometerdicken Spots an dem Akzeptor haften bleibt(”
21, Dieser Vorgang kann durch den Austausch von Donoroberflachen (Abbildung 5b)
beliebig oft wiederholt werden und somit ein kombinatorisches Arraymuster (Abbildung
5c) der verschiedenen Materialien erzeugt werden. Fir die vollstandige Synthese
eines Peptidarrays wird nach dem kombinatorischen Lasertransfer ein
Kupplungs-Schritt durch eine Hitzeeinwirkung auf die Oberflache vorgenommen. Die
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Temperaturerhbhung bewirkt eine Anderung des Aggregatszustands der
Polymermatrix in eine viskose Form, wodurch die eingebettete Aminosaure an die
Syntheseoberflache kuppeln kann. Die anschlieBende chemische Prozessierung
sowie ein erneuter Ubertrag von beliebigen Donoroberflachen kann fur mehrere
Syntheselagen wiederholt werden, sodass ein kombinatorischer Aufbau diverser
Peptide moglich ist. Bei diesem Prozess kdnnen Spotabstande (Pitches) mit einer
MindestgroRe von 75,0 um und Spothohen von 1,00 bis 80,0 nm generiert werden(®l,
Somit dienen hochdichten Peptidarrays als eine effiziente Methode zur Durchflhrung
biologischer Studien und Analysen. Daruber hinaus ist die Methode des
nano3D-Drucks kosteneffizient, da nur minimale Materialmengen fir die Beschichtung
erforderlich sind. Ein weiterer Vorteil liegt in der geringen Transferzeit von etwa
5 Minuten pro ubertragener Schicht, wodurch ein schneller Aufbau hochdichter
Peptidarrays ermdglicht wird. Zuséatzlich kdnnen mit dem nano3D-Drucker nicht nur
die 20 proteinogenen Aminosauren, sondern auch andere Materialien wie modifizierte
Aminosauren transferiert werden, die ein breites Spektrum an potenziellen

Anwendungs- und Analysebereichen wie beispielsweise der Biokonjugation erdffnen.
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2.2 Biokonjugation und Chemodetektion an Peptidarrays

2.2.1 Biokonjugation und Bio-Labeling Methoden

Die Biokonjugation beschreibt den Prozess der chemischen Verknipfung von
Biomolekilen, wie Proteinen oder Peptiden, mit anderen Molekilen, um neue
Funktionen in diversen Anwendungsbereichen zu schaffenl’@l, Ein weit verbreitetes
Beispiel der Biokonjugation ist die Einfiihrung von Fluoreszenzmarkierungen tber das
grun fluoreszierende Protein (engl.: green fluorescent protein, GFP), um dynamische
Prozesse von Proteinen in biologischen Organismen in vivo zu verfolgent’4. Allgemein
findet diese Methode haufig Anwendung in der biologischen Forschung, Medizin und
Diagnostik, sowie in der Biokatalyse und Nanotechnologiel”. Dabei konnen diverse
gezielte Modifizierungen eingebracht werden um beispielsweise spezifische
Wechselwirkungen von Proteinenlt’® zu untersuchen oder therapeutische Wirkstoffe zu
entwickeln’"l, AuRerdem konnen durch diese Technik diagnostische Tests verbessert

werden, sowie komplexe Enzymfunktionen detektiert werden.

Hierfir werden verschiedene Biomolekile, wie beispielsweise small molecules (z.B.
Biotin oder Fluoreszenzfarbstoffe)’8l, Antikorper-Wirkstoff Konjugate (ADCs)"?,
Protein-Protein  Konjugatel®®-8ll,  sowie Oligosaccharide, Nukleinsauren und
synthetische Polymerel® eingesetzt. ADCs werden unter anderem fiir die gezielte
Krebstherapie eingesetzt®. Small molecules wie Biotin werden zur Reinigung von
Proteinen mittels Affinitatschromatografie verwendet/®4. Fluoreszenzfarbstoffe werden
zur Markierung von Proteinen fur bildgebende Verfahren verwendet!®l. Einige gangige
genutzte Fluoreszenzfarbstoffe der Biokonjugation, die in dieser Arbeit verwendet
wurden, sind in Abbildung 6 dargestellt. Fir die Markierung der Aminogruppe des
N-Terminus werden haufig mit Farbstoffen konjugierte N-Hydroxysuccinimidylester
(NHS Ester) genutzt. Dazu zadhlen unter anderem Xanthenfarbstoffe, wie
Tetramethylrhodamin (TAMRA) (z.B. TAMRA-NHS Ester (33)). Fluoreszenzfarbstoffe
wie Cyanine (bspw. Cy3-Farbstoff (36)) oder AlexaFluor (AF) (bspw. AF488 (37),
AF647 (38)) kdnnen unter anderem zum Labeling von Antikdrpern genutzt werden. Zur
Markierung von reaktiven, funktionalen Gruppen koénnen bspw. Fluorescein
(FAM)-Farbstoffe in Kombination mit Alkinen oder Aziden (z.B. 5-FAM-AIkin (34) bzw.
—Azid (35)) genutzt werden.
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33 34 35

TAMRA-NHS Ester 5-FAM-Alkin 5-FAM-Azid

36

Cy3-Farbstoff AlexaFluor488 AlexaFluor647

Abbildung 6: Strukturformeln verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe, die in dieser Arbeit genutzt wurden

2.2.2 Biokonjugation-Reaktionen

Die Methoden der Biokonjugation zeigen ein breites Spektrum von der enzymatischen
bis hin zur genetischen und chemischen Konjugation. Bei der enzymatischen
Konjugation kénnen beispielsweise verschiedene Enzyme wie Transglutaminasen
oder Ligasen verwendet werden, um diverse Molekile spezifisch miteinander zu
verknupfenl®8l. Darliber hinaus kénnen Uber die genetische Konjugation modifizierter
Aminosauren in Proteinen integriert werdenl®’-88  Dieser Prozess geschieht
beispielsweise wahrend der Translation und ermdglicht dadurch die Einfihrung
spezifischer, chemischer Gruppen. Des Weiteren kann die chemische Konjugation
genutzt werden, um reaktive Gruppen wie Amino- und Carboylgruppen oder Thiole
und Aldehyde an funktionelle Gruppen in biologisch aktiven Molekilen gezielt zu

binden(®9l,
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Zu den gangigen Reaktionen in der chemischen Konjugation zahlen die Bildung von
Peptidbindungen durch Maleimide oder die Konjugation von Fluoreszenzfarbstoffen
uber NHS-Ester® (Schema 4). AuRerdem ist die Einfuhrung von Biotin mittels
Sulfo-NHS-Biotin eine essenzielle Reaktion zur Markierung von Proteinen®l. Diese
Reaktionen werden meist an natirlichen Aminosauren wie Lysin, Cystein, Tyrosin,

sowie dem N- und C-Terminus eines Peptids durchgefthrtl’3 92,

0 y 0
Ri~_ O~ A~ R N_ R HO.
Prb e ien Ly
(e 0 (0]
39 40 41 42

Schema 4: Reaktion eines NHS-Esters (39) mit einem primaren Amin (40) zu einem Amid (41) und

NHS (42). R1: Fluorophor mit optionalem Linker. R2: Bspw. Carboxylgruppe

Die Chemoselektivitat gestaltet sich bei der Nutzung von rein natirlichen Aminoséuren
allerdings als schwierig, da diese in grof3en Mengen vorhanden sind, wodurch
selektive Reaktionen nur begrenzt einsetzbar sind. Daher er6ffnet die Einfihrung von
speziellen funktionellen Gruppen an Aminosauren, sowie die Nutzung von
modifizierten Aminosauren ein breites Spektrum von bioorthogonalen Reaktionen. Ein
Beispiel fur eine bioorthogonale Reaktion, die in der chemischen Biokonjugation haufig
Anwendung findet, ist die Azid-Alkin Click-Reaktion (AAC)I3l. Zu den bekanntesten
Vertretern der AAC zahlen die kupfer-katalysierte Azid-Alkin Click-Reaktion (CUAAC)
und die Strain-Promoted Azid-Alkin Click-Reakion (SpAAC).

Bei der kupfer-katalysierten Azid-Alkin Click-Reaktion (CUAAC) reagiert ein Azid (43)
mit einem Alkin (44) unter Katalyse eines Kupfer(l)-Salzes und Natriumascorbat zu
einem 1,2,3-Triazol Produkt (45)1°4,

>

N
CuSO,* 5H,0 TI™N" SN Ry: Alkyl, CH,0Bn
g — R,: Ph, CO,H

R1_N3 + :—R2
NaAsc R,

43 44 45

Schema 5: Kupfer-katalysierte Azid-Alkin Click Reaktion. Reaktion eines Azids (43) mit einem Alkin (44)

unter Katalyse eines Kupfersulfats und Natriumascorbat zu einem 1,2,3-Triazol (45)

17



Theoretische Grundlagen

Die vorhandenen Kupferionen bei der CUAAC kdnnen jedoch potenziell eine toxische
Reaktion aufweisen, weshalb kupferfreie Variante der Click-Reaktion entwickelt
wurdent®>-%l,  Eine Variante der kupferfreien Click-Reaktionen stellt die
Strain-Promoted Azid-Alkin Click-Reakion (SpAAC) darl®l. Hierbei wird die Spannung
von Cyclooctynen (46) genutzt, um die Reaktion von Aziden (bspw. Phenylaziden (47))

zu einem 1,2,3-Triazol (48) auszufuhren.

-
N’/N‘N/@
R R2 |
R1
46 47 48

Schema 6: Strain-Promoted Azid-Alkin Click-Reaktion. Reaktion eines Cyclooctins (46) mit einem
Phenylazid (47) zu einem 1,2,3-Triazol (48)

Des Weiteren konnen ebenfalls Diels-Alder-Reaktionen fur eine katalysatorfreie
Click-Reaktion genutzt werden!®’l. Hierbei reagiert ein Dien mit einem Dienophil in
einer [4+2]-Cycloaddition®®l, Ein Beispiel dieser Reaktion ist in Schema 7 dargestellt,

bei der ein 1,3-Butadien (49) mit Ethen (50) in einer [4+2]-Cycloaddition zu Cyclohexen

F—
\/—*

49 50 51

(51) reagiert

Schema 7: [4+2]-Cycloaddition von 1,3-Butadien (49) mit Ethen (50) zu Cyclohexen (51) als Beispiel
der Diels-Alder-Reaktion

Allgemein zeichnen sich die genannten Click-Reaktionen durch eine hohe Selektivitat,
sowie Effizienz und Schnelligkeit unter milden Bedingungen aus®d. Durch die
Bioorthogonalitat konnen diese Reaktionen in komplexen biologischen Systemen ohne

storende Nebenreaktionen verwendet werden(100-101]
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2.2.3 Chemodetektion

Die Chemodetektion beschreibt die Verwendung chemischer Reaktionen zur Detektion
bzw. Analyse von Substanzen in einer Probe. Dabei umfasst sie eine Vielzahl von
Methoden und Techniken, darunter spektrophotometrische Analysen, wie zum Beispiel
die Ninhydrin-Reaktion zur Detektion von Aminosaurenl®?, AuRerdem konnen
enzymatische Reaktionen wie die Glucosedetektion mit Hilfe von Glucoseoxidasen
ebenfalls genutzt werden!®l, Zusatzlich werden auch viele chromatographische
Verfahren, wie unter anderem die Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC, engl.:
High Performance Liquid Chromatography) zur Auftrennung und Quantifizierung von

zum Beispiel Aminosauren Uber spezifische Saulen und Detektoren verwendet104],

Der Einsatz von Aminosauren mit verschiedenen Modifikationen in Peptidarrays
ermoglicht ein erweitertes Spektrum an mdglichen Chemodetektionen. Durch diverse
funktionelle Gruppen konnen beispielsweise Multikomponentenreaktionen wie die
Ugi-Reaktion[1%%] oder die Groebke-Blackburn-Bienaymé-Reaktion[106-108]
(GBB-Reaktion) zur Chemodetektion verwendet werden. Die GBB-Reaktion ist eine
Variante der Ugi-Reaktion, bei der statt linearen Strukturen Heterozyklen gebildet
werden. Sie beschreibt eine saurekatalysierte Dreikomponentenreaktion eines
heterozyklischen Amidins (52) mit einem Aldehyd (53) und einem Isocyanid (54) zu

einem Imidazo[1,2-a]heterozyklen (55).

HN-R3
5 TR SR
| + + 3_
R; R H R \\ R2
1

2 N
52 53 54 55

Schema 8: Groebke-Blackburn-Bienaymé-Reaktion (GBB). Reaktion eines heterozyklischen Amidins

(52) mit einem Aldehyd (53) und einem Isocyanid (54) zu einem Imidazo[1,2-a]heterozyklen (55)

Die GBB-Reaktion bietet ein breites Anwendungsspektrum und konnte bspw. bereits
durch M. Stahlberger fur die in vivo Markierung von steroidalen Aldehyden, sowie zur
Wechselwirkung mit doppelstrangiger DNA genutzt werden'%?, Insgesamt konnen
Chemodetektionen zur Markierung vieler Strukturen und Molekile genutzt werden.
Dadurch bieten sie eine effiziente Moglichkeit der Verknipfung von chemischen
Reaktionen mit biologisch relevanten Strukturen und kénnen bspw. zur Erforschung

diverser Ablaufe des Immunsystems beitragen.
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2.3 Das Immunsystem und Autoimmunerkrankungen

Das humane Immunsystem ist ein komplexes System aus verschiedenen Organen,
Zellen und Geweben, das den menschlichen Kdrper jeden Tag vor einer Vielzahl von
Bakterien, Viren und Parasiten schitzt. Ein zentraler Teil dieses Systems zur
Verteidigung von vielen verschiedenen Krankheitserregern (Pathogene) besteht aus
der Produktion von Antikorpern. Antikbrper binden gezielt an Antigene und sind
wesentlich am Prozess beteiligt, diese unschadlich zu machen(®, Die
Charakterisierung von Antikdrpern und deren Spezifitdt an kdrperfremde Pathogene
oder an korpereigene Antigene zu binden und Autoimmunkrankheiten auszulésen sind

ein aktueller Bestandteil in der Forschung und Medizin.

2.3.1 Das humane Immunsystem

Die Erkennung pathogener Strukturen und dessen initilerte Abwehrmechanismen wird
in zwei verschiedene Reaktionen unterteilt: das angeborene (unspezifische) und das
adaptive (spezifische) Immunsystem!'l, Hierbei stellt das angeborene Immunsystem
eine erste Verteidigung gegen verschiedene Infektionen und Pathogene dar.
Einerseits liefern physikalische und chemische Barrieren wie die Haut, Schleimhaute
oder antimikrobielle Peptide eine erste Abwehr des Korpers'?, Andererseits zahlen
auch zellulare Komponenten und das sogenannte Komplementsystem zu der
angeborenen Immunreaktion(*'?, Das Komplementsystem liefert eine erste Reaktion
bei bspw. Infektionen, indem es verschiedene Pathogene markiert (Opsonierung) oder
diese direkt auflost (Lyse)'3l, Die Erkennung der Pathogene erfolgt Uber
keimbahncodierte, unspezifische Muster-Erkennungs-Rezeptoren (engl.: pattern
recognition receptors, PRRs), deren wichtigsten Vertreter die Toll-dhnlichen
Rezeptoren (engl.: toll-like receptors; TLRs) sind*'#. Die TLRs erkennen die
spezifischen Muster auf Pathogenen (engl.: pathogen associated molecular patterns,
PAMPSs) und aktivieren dadurch die Immunantwort. Zu den wichtigsten Komponenten
des angeborenen Immunsystems gehéren Phagozyten, Mastzellen, natirliche
Killerzellen, sowie antigenprasentierende Zellen (engl.: antigen presenting cells,
APCs)*1, Zu den Phagozyten zahlen insbesondere Granulozyten, Makrophagen und
Neutrophile, die zur Infektionszelle wandern, Krankheitserreger tber Phagozytose
aufnehmen und intrazellular verdauen. Aul3erdem setzen sie Signalproteine, sog.

Zytokine, frei, welche die Kommunikation zwischen den Zellen férdern und
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Entzindungsreaktionen steuern. Die natirlichen Killerzellen erkennen virusinfizierte
Zellen, sowie Tumorzellen und téten diese ab. Zu den APCs gehdren vor allem
dendritischen Zellen, welche Antigene an T-Zellen prasentieren und so die Aktivierung

des adaptiven Immunsystems férdern.

Das adaptive Immunsystem wird im Laufe des Lebens gezielt gegen spezifische
Pathogene entwickelt und unterscheidet sich vom angeborenen Immunsystem durch
die Ausbildung von Gedachtniszellen1%], Die Erkennung dieser Antigene erfolgt Giber
spezifische Rezeptoren, die B-Zell-Rezeptoren (engl.: B-Cell receptors, BCRs) und
T-Zell-Rezeptoren (engl. T-Cell receptors, TCRs). BCRs sitzen auf der Oberflache von
B-Zellen und binden freie Antigene. Die TCRs befinden sich auf T-Zellen und erkennen
Antigene, die in Verbindung mit MHC-Molekulen préasentiert werden. T-Zellen werden
unter anderem in CD4*-T-Helferzellen und CD8*-zytotoxische-T-Killerzellen
differenziertl?0. 116 Hierbei zerstéren T-Killerzellen infizierte Zellen, die als
korperfremde Antigene einer APC erkannt wurden. T-Helferzellen unterstitzen
wiederum die Proliferation und Differenzierung von T-Killerzellen und B-Zellen Gber
Zytokinausschittung. Aktivierte B-Zellen differenzieren sich in Plasmazellen, die
Antikorper produzieren, welche wiederum spezifische Antigene binden und Pathogene
neutralisieren kdnnen. Dabei kdnnen B-Zellen ein breites Spektrum an Antikorpern
produzieren, wobei eine einzelne B-Zelle nur einen bestimmten Antikdrper mit der
exakt gleichen Aminosauresequenz produzieren kann'’l, Nach einer Immunreaktion
des Korpers gegen bspw. eine Infektion verbleiben zudem einige aktivierte B- und
T-Zellen als Gedachtniszellen im Koérper, die bei erneuter Exposition desselben
Pathogens eine schnellere und starkere Immunantwort ermoglichen*?®l, Diese
Gedachtniszellen werden beispielsweise fur Impfstoffe ausgenutzt, um eine

Immunantwort durch abgeschwachte oder inaktivierte Erreger auszuldsen.

2.3.2 Antikdrper und Antikdrperspezifitat

Antikorper bzw. Immunglobuline (Ig) sind Proteine und bestehen aus einer
spezifischen Abfolge von Aminosauren. Strukturell werden Antikdrper in jeweils zwei
identische schwere und leichte Ketten unterteilt. Zudem besitzen sie variable und
konstante Regionen. Die konstante Region aktiviert andere Immunmechanismen,
wahrend die variable Region aus spezifischen Bindungsstellen (Paratope) fir Antigene

besteht!18-119 Antikérper werden anhand ihres Aufbau und ihrer Eigenschaften in funf
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verschiedene Klassen (IgG, IgM, IgA, IgE, IgD) kategorisiert. Die erste, primare
Immunantwort erfolgt tGber IgM, welche oft als Pentamere aus funf Y-férmigen
Untereinheiten sezerniert werden. Die am haufigsten im Blut vertretene
Antikorperklasse sind IgG. Sie besitzen mit 7-16 g/L die hochste Konzentration im
Blutserum und sind flr eine langfristige Immunantwort verantwortlich!110-111. 116] jgA
sind vorwiegend in den Schleimh&uten lokalisiert und bieten als Dimere Schutz vor
dort angesiedelten Pathogenen. IgE sind an allergischen Reaktionen beteiligt und
bieten eine Abwehr gegen vielzellige Parasiten. IgD spielen eine Rolle bei der
Aktivierung von B-Zellen, allerdings ist deren Funktion noch nicht vollstandig

erforscht(115. 120]

Abbildung 7: 3D Struktur der Immunglobulinklasse 1gG (PDB Eintrag: 1I1GT) visualisiert mit Pymol.

Allgemein haben Antikorper viele verschiedene Funktionen bei der Immunreaktion.
Zum einen Binden sie direkt an Pathogene und verhindern deren Eindringen in Zellen.
Zum anderen markieren sie Pathogene zur Phagozytose durch Makrophagen oder
Neutrophile. Aul3erdem unterstitzen sie die Aktivierung des Komplementsystems zur
direkten Lyse von Pathogenen und erkennen bei natirlichen Killerzellen zuvor
markierte Zellen. Die Erkennung von kérperfremden Strukturen ist die wichtigste
Eigenschaft des Immunsystems, allerdings ist das Immunsystem nicht immer in der
Lage zwischen korperfremden und kérpereigenen Antigenen zu unterscheiden. Diese
unerwinschten Immunreaktionen gegen korpereigene Strukturen konnen in

Autoimmunerkrankungen und Allergien resultieren.
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2.3.3 Autoimmunreaktionen

Die Entstehung von Autoimmunerkrankungen beinhaltet einen komplexen Prozess,
der durch verschiedene Wechselwirkungen zwischen genetischen, immunologischen
und umweltbedingten Faktoren gekennzeichnet ist. Das Immunsystem kann
beispielsweise durch eine Uberaktivierung von B-Zellen, die Antikdrper gegen
korpereigene Antigene produzieren, einen Toleranzverlust und so eine Produktion von
Autoantikdrpern auslésen. Auch eine Fehlregulation der T-Zellen kann zur Aktivierung
von autoreaktiven T-Zellen fuhren, die wiederum korpereigene Zellen angreifen.
Ebenso kann ein Ungleichgewicht in der Produktion von Zytokinen die Immunantwort
beeintrachtigen und so zur Entstehung von Autoimmunitaten beitragen!*?l. Auch
Umweltfaktoren wie die Erndhrung, Chemikalien oder Medikamente kbnnen das Risiko
fur  Autoimmunreaktionen begunstigen. Zudem konnen auch bestimmte
Virusinfektionen die Aktivierung des Immunsystems modulieren und somit
Autoimmunreaktion hervorrufent'??, Ebenso konnten diese Pathogene &hnliche
Strukturen zu korpereigenen Antigenen besitzen, wodurch eine Kreuzreaktion, sog.
Molekulare Mimikry, ausgeldst werden kann. Aul3erdem konnen auch bestimmte
genetische  Anfélligkeiten  (Pradispositionen) bei beispielsweise humanen
Leukozyten-Antigenen  (engl.: Human  Leukocyte  Antigen, HLA) mit

Autoimmunerkrankungen assoziiert werdenl123-124],

Zu den haufigsten Autoimmunerkrankungen gehoéren unter anderem die Rheumatoide
Arthritis, bei welcher chronische Entzindungen der Gelenke vorliegen oder der
Hashimoto-Thyreoiditis, bei welchem das Immunsystem die Schilddrisenzellen
angreift. Auch Systemischer Lupus erythematodes (SLE), Multiple Sklerose (MS) oder
Typ-1-Diabetes zahlen zu den vorherrschenden Autoimmunkrankheiten!?%], Die
Behandlung dieser und anderer Autoimmunerkrankungen zielt haufig darauf ab, die
Immunantwort zu beeinflussen oder die Symptome zu lindern. Zum Beispiel werden
verschiedene Immunsuppressiva  wie Kortikosteroide  verabreicht  um
Immunreaktionen zu dampfen. Auch zielgerichtete Therapien gegen spezifische Teile
des Immunsystems (Biologika) werden héaufig zur Behandlung eingesetzt. Die
Verbesserung verschiedener Behandlungsmethoden oder gar Ansétze zur Heilung
von Autoimmunerkrankungen sind stetiger Bestandteil der Forschung. Dabei werden
unter anderem auch oft posttranslationale Veréanderungen von Peptiden, die
potenziellen Einfluss auf die Pathogenese von Krankheiten haben, untersucht.

Zusétzlich zu genetischen, immunologischen und umweltbedingten Faktoren kénnen
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auch Veranderungen in und nach der Proteinbiosynthese auftreten. Zu diesen
synthesebedingten Faktoren zdhlen unter anderem verschiedene posttranslational

modifizierte Aminosauren.

2.3.4 Die Rolle von Posttranslationale Modifikationen bei Erkrankungen

Diese posttranslationalen Modifikationen sind chemische Modifikationen durch
beispielsweise Enzyme, die nach der Translation an Proteinen stattfinden*?¢l. Dadurch
kénnen verschiedene strukturelle und funktionelle Anderungen bei Proteinen
entstehen, welche potenziell eine wichtige Rolle bei diversen biologischen Prozessen
wie der Immunantwort spielen?”-1281  Ein besonderes Beispiel flir eine
Autoimmenkrankheit mit Assoziierung verschiedener PTMs ist die Rheumatoide
Arthritis (RA). Rheuma ist die am weitesten verbreitete chronisch entztindliche Arthritis
und betrifft ca. 0,80-1,20 % der erwachsenen Bevdlkerung in Deutschland (Stand
Oktober 2023)'29, In der Forschung konnten bereits viele verschiedene PTMs wie
Glykosylierungen, Citrullinierungen, Acetylierungen und Hydroxylierungen mit dieser
Erkrankung assoziiert werden. Beispielsweise konnten spezifische
Glykosylierungsénderungen von IgG Antikdrpern bei Patienten mit RA identifiziert
werden, wodurch die Bindung an Antigene beeinflusst wird3%, Glykosylierungen
treten dariber hinaus bei weiteren Erkrankungen wie unter anderem Diabetes

mellitust*3Y, Zystischer Fibrosel*3? und Alzheimer!!33 auf.

Die haufigste PTM, die mit RA assoziiert wird, ist die Citrullinierung von verschiedenen
Proteinen. Diese stehen in einer engen Verbindung mit anti-citrullinierten
Protein-Antikorpern (ACPA), welche spezifische Marker bei der Diagnose von RA sind
und oft schon vor dem Auftreten klinischer Symptome nachweisbar sind**4. Die
Diagnostik von RA lUber Rheumafaktor(RF)-Antikérper zeigt nur eine mafige Spezifitat
fur RAI%® da diese Antikorper ebenso bei Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen, anderen Infektionskrankheiten und bei 3-5 % der gesunden
Bevolkerung (10-30 % bei alteren Menschen) gefunden werden kénnenl36-1371 Daher
beeinflusste die Entdeckung spezieller Antikorper gegen cyclische citrullinierte Peptide
(CCP) die Diagnostik stark 138, Anti-CCP treten mit einer Haufigkeit von ca. 80 % der
RA Patienten mit einer Spezifitat von 98 % aufl'3?, AuRerdem treten diese Antikorper
haufig in einem frihen Stadium der Erkrankung auf und kénnen Aufschluss tber den

Verlauf der Krankheit geben!!#%. Viele verschiedene citrullinierte Peptide, wie
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beispielsweise Filaggrini*4-142l Fibrinogen'#3-144 und Vimentinl145-146l konnten schon
mit RA in Verbindung gesetzt werden. Daher besteht eine potenzielle Bedeutung von
Citrullin in der Pathogenese von Rheumatoider Arthritis, sowie als mdglicher
Biomarker. Allgemein werden in der Medizin sog. Biomarker als charakteristische
biologische Merkmale zur Beobachtung und Messung verschiedener Prozesse und
Krankheitszustande verwendet*d. Citrullinierungen werden nicht nur in RA
beobachtet, sondern auch in verschiedenen weiteren Krankheiten, wie unter anderem
SLEM47 dem Sjogrens Syndrom[48l oder Psoriasis-Arthritis!#9. Auch die
posttranslationale Modifikation Homocitrullin kann in verschiedenen
Autoimmunerkrankungen wie Rheuma, SLEM und dem Sjogrens Syndrom(5H
gefunden werden. Homocitrullin wird typischerweise Uber eine Carbamylierung von
Lysin in Proteine eingebaut. Die Detektion erfolgt beispielsweise bei RA Uber
anti-carbamylierte Protein (anti-CarP) Antikdrper, welche bei ca. 45 % der frihen RA
Patienten gefunden werden kénnenl>2-153 Ebenso konnen auch Acetylierungen von
Lysin bei verschiedenen Proteinen wie Fibrinogen oder Vimentin bei Patienten mit RA
detektiert werden?®¥, Auch in weiteren Erkrankungen, wie Neurodegenerativen
Krankheiten bestehen Zusammenhange mit Acetylierungen, wie bspw. die
Acetylierung von Histonen*®, AuRerdem werden auch Hydroxylierungen, wie die
Hydroxylierung von Prolin bei Kollagen Typ 2 bei Patienten mit RA assoziiert!1®6l. Des
Weiteren treten Hydroxylierungen auch in der Signalkette bei Sauerstoffmangel von

Kardiovaskularen Krankheiten auf*>71,

Eine weitere PTM, die mit Rheuma assoziiert wird, sind Phosphorylierungen, welche
im Kontext mit Signalwegen auftreten kénnenl**8l, AuRerdem konnen phosphorylierte
Aminosauren auch mit verschiedenen Krankheiten, wie Krebs und
neurodegenerativen Erkrankungen assoziiert werden. Zum Beispiel treten
Phosphotyrosin und Phosphoserin héaufig in Krebszellen auf, wodurch sie zur
Aktivierung von Signalwegen zum Zellwachstum oder der Metastasierung beitragen
konnen. Ebenso konnte ein Kontext bei der Alzheimer Krankheit und Phosphoserin
identifiziert werden, bei welchem charakteristische B-Amyloid-Plagues im Gehirn
gebildet wurdenl'5%-1601, Des Weiteren kann bei der Pathogenese von Parkinson eine
erhohte Konzentration von Phosphotyrosin an aB-Synuclein festgestellt werden,
wodurch eine Verbindung zur Regulation von Proteinen besteht, die an der Funktion
von Dopamin-Neuronen beteiligt sind*61, Auch bei der Autoimmunkrankheit Multiple

Sklerose kann ein Zusammenhang mit oxidativen Phosphorylierungen von pro- und
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anti-inflammatorische B-Zellen und damit eine Disregulierung der Zytokinausschittung

festgestellt werdenl62],

AulRerdem kodnnen auch diverse Zusammenh&nge von Phosphorylierungen mit dem
Hepatitis B Virus (HBV) festgestellt werden. Das Hepatitis B Virus ist ein DNA-Virus,
der eine Leberinfektion verursacht und in einer chronischen Hepatitis resultieren kann.
Hepatitis B ist eine der am weitesten verbreiteten Infektionskrankheiten, die 22.990
Menschen in Deutschland (Stand 2023) betreffen!163], Die Virusreplikation besteht aus
mehreren Schritten: der AnknUpfung an die Wirtszelle Uber spezifische Rezeptoren,
die Freisetzung des Kapsids in die Wirtszelle, die Umwandlung, Transkription und
Translation der viralen Gene, sowie die Zusammensetzung und Freilassung der neuen
Viren aus der Zelle. Das HBV Genom ist dabei aus mehreren Komponenten aufgebaut,
welche in vier Hauptgene aufgeteilt werden: S (Oberflachenproteine, engl.: surface
proteins), C (Kapsidprotein, engl.: capsid protein), P (Polymerase) und X
(regulatorische Proteine). Durch die Vielfalt an genetischen Komponenten, sowie des
generellen Mechanismus der Virusreplikation bestehen viele Mdoglichkeiten zum
Einbau von Phosphorylierungen, wobei beispielsweise Phosphorylierungen von Serin
bei HBc Proteinen gefunden werden konnten'64, Ebenso konnten Phosphorylierungen
an strategischen Stellen von HBs Proteinen entdeckt werden, wodurch ein méglicher

Zusammenhang in der Virionenbildung oder dem Zelleintritt bestehen konntel6s],

Die genannten Beispiele fur posttranslationale Modifikationen an einer Vielzahl von
Proteinen spielen bei diversen Krankheiten eine potenzielle Rolle in verschiedenen
Aspekten der Pathogenese. Zudem kdnnen einige weit verbreitete Krankheiten wie
Rheumatoide Arthritis und Hepatitis B mit verschiedenen PTMs assoziiert werden. Die
Erforschung von PTMs als potenzielle Ursachen oder Biomarkern ist daher von grol3er
Bedeutung. Die Integration von PTMs in Hochdurchsatztechnologien, wie bspw.
Peptidarrays moglicherweise kann einen Aufschluss Uber verschiedene Mechanismen

der Pathogenese verschiedener Krankheiten geben.
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3. Ziel der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollen verschiedene modifizierte Aminoséauren mit der Hilfe
des nano3D-Druckers ubertragen und in verschiedenen chemischen und biologischen
Anwendungen eingebracht werden. Hierflr werden in dem ersten Teil der Arbeit nicht
proteinogene  Aminosauren, darunter auch posttranslationale modifizierte
Aminosauren, mit dem nano3D-Drucker transferiert und die dafur bendtigten
Transferparameter optimiert. Zudem werden ebenfalls verschiedene Methoden zur
Verifizierung der funktionalen Gruppen der Seitenketten der Aminosauren angewandt,
um diese fur diverse Anwendungen nutzen zu koénnen. AnschlieRend werden
ausgewahlte modifizierte Aminosauren in Methoden und Reaktionen der
Biokonjugation und Chemodetektion verwendet und in Peptidarrays angewandt. Als
Beispiel der Biokonjugation werden die hocheffizienten, spezifischen und untere
milden Bedingungen ablaufenden Click-Reaktionen, wie (i) die kupferkatalysierte und
(i) die Strain-Promoted Azid-Alkin Click-Reaktion eingesetzt. Dartber hinaus wird
auch die Groebke-Blackburn-Bienaymé Reaktion als proof-of-concept der
Chemodetektion angewandt. Uber die Kombination der modifizierten Aminosauren mit
chemischen Reaktionen sollen mit Hilfe des nano3D-Druckers biokompatible
Nachweisreaktionen fur beispielsweise schwer zuganglichen biologische Proteine, wie
Membranproteine, etabliert werden.

Im zweiten Teil der Arbeit werden die zuvor Ubertragenen, posttranslational
modifizierten Aminosduren in Peptidarrays integriert und fur die biologische
Untersuchung von verschiedenen Krankheitsbildern verwendet. Hierbei werden
einerseits Bindungsstudien zu der Autoimmunkrankheit der rneumatoiden Arthritis und
dem Sjogrens Syndrom durchgefiihrt. Es werden mdgliche Bindungsmotive detektiert,
die gegebenenfalls eine posttranslationale Modifikation als relevante Aminosaure flr
die Bindung eines Antikorpers besitzen. Somit sollen potenziell ahnliche Antikorper in
verschiedenen Patientenseren erkannt werden, die charakteristisch fur die
entsprechenden Krankheiten sind. Die Entstehung dieser Antikdrper kénnte auf
gemeinsame Ursachen innerhalb der einzelnen Krankheiten, wie posttranslationale
Modifikationen an Aminosduren zurlckzufihren sein. Zuséatzlich werden
Bindungsstudien zu posttranslationalen Modifikationen von Peptiden des Hepatitis B
Virus durchgefihrt. Diese sollen dazu dienen, neue Ansatze zur Induktion der Toleranz

gegen den Virus oder zur Entwicklung therapeutischer Strategien zu identifizieren.
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4. Chemische Reaktionen an modifizierten Aminosauren

Proteine weisen in der Natur diverse Modifikationen an Aminosauren auf, die
ausschlaggebend fir verschiedene Abldufe und Reaktionen sein kodnnen.
Beispielsweise wurden bei der Autoimmunerkrankung der rheumatoiden Arthritis mit
groBRer Wahrscheinlichkeit ein Zusammenhang der Erkrankung mit der
posttranslational modifizierten Aminosaure Citrullin nachgewiesenlt38-140, 154, 166]
Bisher wurde der nano3D-Drucker tiberwiegend zur Herstellung von Peptidarrays und
Peptoiden  (N-substituierte  Polyglycine) verwendet, Zudem konnte der
Anwendungsbereich des Lasersystems uber verschiedene Click Reaktionen wie die
Kupferkatalysierte Azid-Alkin Click-Reaktion (CUAAC)671, die Spannungsgesteuerte
Azid-Alkin Click-Reaktion (SpAAC) und Thiol/-in Reaktion erweitert werdenl’l. Die
verwendeten modifizierten Aminosauren wurden dabei hauptséachlich in einer Losung
mit Kupplungsreagenzien an die Oberflache angebracht, wobei zum Teil auch
modifizierte Aminosauren lasertransferiert werden konnten. In dieser Arbeit soll das
Spektrum an posttranslational modifizierten Aminosauren und nicht proteinogenen
Aminosauren, vor allem unter Nutzung des Lasertransfers, erweitert und
nachgewiesen werden. Diese Aminosauren sollen dazu dienen die
Anwendungspalette von Peptidarrays zu erweitern und zum Beispiel neue maogliche
Biomarker Uber Modifikationen zuganglich zu machen. Zur Detektion und Reaktion an
verschiedenen funktionellen Gruppen werden diverse Methoden der Biokonjugation,
sowie Reaktionen der Chemodetektion verwendet. Diese Reaktionen sollen einerseits
eine selektive Reaktion fur verschiedene Modifikation erméglichen. Andererseits sollen
chemische Reaktionen mit biologischen Molekilen verknupft werden, um in der

Zukunft chemische Nachweissysteme in biologischen Molektlen zu entwickeln.

4.1 Ubertrag und Nachweis von modifizierten Aminosauren

In der Vergangenheit wurden mit dem 2016 entwickelten cLIFT-System tberwiegend
Peptidarrays mit voraktivierten, proteinogenen Aminosauren hergestelltlsl. Zudem
wurde bereits durch die Arbeit von D. Mattes am cLIFT-System der Transfer nicht
proteinogener Aminosauren, sowie der Einfluss der dafur bendtigten
Aktivierungsreagenzien gezeigtl’. Durch die stetige Weiterentwicklung und
Optimierung des urspriinglichen Systems wurde ebenfalls der Wechsel zu einem
405 nm OLED-Laser vorgenommen. Durch die Beschichtung der Donoroberflache mit
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einer Polyimid-Folie wurde ein verandertes Absorptionsverhalten des Laserimpulses
festgestellt, wodurch ein erneuter Transfer, sowie Optimierung eingesetzter Stoffe
notwendig war. Die Erforschung des Einflusses verschiedener diverse Parameter wie
der Transferenergie, der Materialmenge, der Donoroberflachen Beschichtung und der
Haufigkeit des Materialtransfers haben, wurden von A. Klinkusch unter anderem an
Fmoc-Glycin-OPfp untersuchtl'®8l. Die Optimierung der proteinogenen Aminosauren,
sowie deren Implementierung in Peptidarrays wurden in meiner vorangegangen
Masterarbeit durchgefuhrt’6®, Fir die Optimierung der Aminosauren wurden
verschiedene Parameter, wie die Fluoreszenzemission, der Spotdurchmesser, die
Transferhdohe, sowie die Konzentration der Aminosaure in der Beschichtungslésung
betrachtet. Ebenfalls wurde ein Ubertrag auf die Syntheseoberflache mittels vertikaler
Scanning-Interferometrie (VSI) verifiziert. Ein Beispiel des optimierten Ubertrags von
Fmoc-Alanin-OPfp aus der vorangegangenen Masterarbeit ist in Abbildung 8

dargestellt.
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Abbildung 8: Darstellung eines Transfers Uber Detektion mit VSI am Beispiel von Alanin aus der
vorangegangenen Masterarbeit!*®®l. Transferparameter: 140 mwW und 10,0 ms. Transferhohe: 41,2 nm
(Bereich: 45,8-37,6 nm). 2D Profil in X und Y Richtung (links), sowie 3D Darstellung (rechts)

Als optimale Parameter zur Peptidsynthese wurden jegliche Parameter ausgewabhilt,
die einen Spotdurchmesser von ~200pum, sowie eine durchschnittliche
Fluoreszenzintensitat von ~20.000 a.u. nach der Kupplung an die Syntheseoberflache
sowie der TAMRA-NHS Inkubation des N-Terminus aufwiesen. Die Wahl genau dieser
Parameter erfolgte basierend darauf, eine Synthese von Peptiden mit mindestens 15

Aminosauren, mit moglichst geringer Verminderung des Spotdurchmessers, sowie
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einer ausreichenden Menge an Aminosaure innerhalb eines Spots zu gewahrleisten.
Als geeignete Konzentration der Aminosauren wurde 30,0 umol der eingesetzten
Aminosauren ermittelt. Die optimierten Parameter flr den Transfer mit dem
nano3D-Drucker, sowie die bendtigten Einwaagen zur Beschichtung der
Donoroberflachen sind in Tabelle 22 (Anhang, Seite 179) und Tabelle 19 (Anhang,
Seite 177) zu entnehmen.

In dieser Arbeit sollen nicht proteinogene Aminosauren mit dem nano3D-Drucker
Ubertragen und optimiert werden, um diese im Anschluss fur Reaktionen der
Biokonjugation und Chemodetektion zu verwenden. Fir dieses Vorhaben wurden,
sofern nicht anders deklariert, die Transferparameter mit einer Laserleistung von
200-100 mW (A=10,0 mW), sowie der Laserzeit von 16,0-8,00 ms (A=1,00 ms)
verwendet (s. Abbildung 9). Der verwendete Spotabstand (Pitch) betragt fur alle
folgenden Versuche 250 um. Zudem wurden die etablierten Parameter aus der
vorangegangenen Masterarbeit von ~200 um, sowie einer durchschnittlichen
Fluoreszenzintensitat von ~20.000 a.u. nach einer TAMRA-NHS Inkubation des
N-Terminus angestrebt. Die verwendeten Einwaagen zur Herstellung der

Donoroberflachen sind aus Tabelle 20 (Anhang, Seite 178) zu entnehmen.
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Abbildung 9: Darstellung des verwendeten Lasermusters zur Optimierung der Aminosauren und den
angewandten Click Reaktionen. Transferparameter: Laserleistung: 200-100 mW (A=10,0 mW).
Laserzeit: 16,0-8,00 ms (A=1,00 ms). Pitch: 250 pum
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4.1.1 Posttranslational modifizierte Aminosauren
Citrullin, Homocitrullin und Acetyllysin

Die posttranslational modifizierten Aminosauren Citrullin (Cit), Homocitrullin (HCit) und
Acetyllysin (Lys(Ac)) zahlen unter anderem zu den am haufigsten in der Natur
vorkommenden Modifikationen an Proteinenl*”%, Der Transfer und die Optimierung
dieser Aminosauren in voraktivierter Form (Fmoc-Cit-OPfp, Fmoc-HCit-OPfp und
Fmoc-Lys(Ac)-OPfp) wurde ebenfalls in meiner vorangegangenen Masterarbeit
durchgefuihrti1®dl, Hierfur wurde die Fmoc-Entschiitzung einer Syntheseoberflache mit
einer Losung aus Piperidin in N,N-Dimethylformamid (DMF), sowie ein
anschlieBender laserbasierter Ubertrag (Lasermuster Abbildung 8) vorgenommen.
Danach wurde eine Kupplung an die Syntheseoberflache und eine Acetylierung mit
einer Losung aus Essigsaureanhydrid und N,N‘-Diisopropyethylamin (DIPEA) in DMF
durchgefuhrt. Nach einer erneuten Fmoc-Entschitzung, wurde eine TAMRA-NHS

Inkubation des N-Terminus durchgefuhrt. Ein Ausschnitt des Ergebnis aus der

vorangegangenen Masterarbeit ist beispielhaft in Abbildung 10 dargestellt.

Abbildung 10: Ausschnitt des Fluoreszenzscan der Optimierung von Citrullin, Homocitrullin und
Acetyllysin (von links nach rechts) aus der vorangegangenen Masterarbeit!*6%l. Aufnahmeparameter:
Anregung: 532 nm. Emissionsfilter: 582 nm = 37,5 nm. PMT: 1,00. Auflésung: 5,00 um. Maf3stab:
0,50 cm

Diese optimierten, posttranslationalen Aminosauren sollen in dieser Arbeit ebenfalls in
biologischen Anwendung verwendet werden. Dafir sollen, sofern moglich, die
funktionellen Seitenketten der Aminosauren uber fluoreszierende
Kupplungsreaktionen verifiziert werden. Eine mdgliche Form des Nachweises von

Harnstoffderivaten ermdglicht die Reaktion dieser mit Xanthydrol (9H-xanthen-9-ol).

32



Chemische Reaktionen an modifizierten Aminosauren

Xanthydrol reagiert allgemein unter anderem mit Harnstoffderivaten, Indolen,
Phenolen und diversen primaren Amidenl*’l, Somit soll getestet werden, ob es als
spezifischer Nachweis der Seitenketten von Citrullin und Homocitrullin geeignet ist. Ein
Beispiel der Reaktion von oberflachengebundenem Fmoc-Citrullin (56) mit Xanthydrol
(57) zu 58 ist in Schema 9 dargestellt.

0] o) OH (0] ji\ l O
APPSR S| I
H BN H o HN

“Fmoc

56 57 58

Schema 9: Reaktion von oberflachengebundenem Fmoc-Citrullin (56) mit Xanthydrol (57) zu

Konjugat 58

Fur die Reaktion der Seitenketten von Citrullin und Homocitrullin mit Xanthydrol wurde
zunéchst ein laserbasierter Transfer mit anschlie3ender Kupplung von Fmoc-Cit-OPfp
und Fmoc-HCit-OPfp durchgefiihrt. Nach erfolgter Acetylierung wurde eine Inkubation

mit einer 200 mM Xanthydrol Reaktionslésung durchgefthrt.

Abbildung 11: Fluoreszenzscan der Xanthydrol Reaktion an Citrullin (A) und Homocitrullin (B).
Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm. Emissionsfilter: 582 nm £ 37,5 nm. PMT: 6,00. Auflésung:
5,00 pm. Maf3stab: 0,50 cm.
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Die Auswertung des Fluoreszenzscans (Abbildung 11) zeigt eine eindeutige
Fluoreszenzemission von 2.000 a.u. und somit einen erfolgreiche fluoreszierende
Verifizierung der Seitenketten von Citrullin (A) und Homocitrullin (B). Die leicht
verschwommenen Spots sind auf die Auflage der Donoroberflache auf die
Syntheseoberflache beim Lasertransfer zurtickzufihren. Hierbei kdnnte eine
Verunreinigung in Form von Staubpartikeln zwischen die Auflageflachen gekommen
sein, wodurch Donor- und Akzeptoroberflachen nicht mehr optimal auflagen und der

Transfer leicht beeintrachtigt wurde.

Da generell der selektive Nachweis fur die Seitenketten von Citrullin und Homocitrullin
durch Xanthydrol getestet werden soll, wurde ebenfalls ein weiterer Versuch mit Serin
und Cystein durchgefuhrt. Da Xanthydrol nicht nur mit Harnstoffderivaten, sondern
allgemein mit Nukleophilen reagiert, soll die Thiolgruppe von Cystein, sowie die
Hydroxylgruppe von Serin als Test zur Selektivitdt dienen. Hierfir wurde ein
laserbasierter Transfer von Fmoc-Cys(Trt)-OPfp und Fmoc-Ser(tBu)-OPfp, sowie eine
Kupplung an die Syntheseoberflache durchgefihrt. Nach erfolgter Acetylierung wurde
eine Entschitzung der Seitenkettenschutzgruppen mit einer LOsung aus
Trifluoressigsaure (TFA) und Triisopropylsilan (TIPS) in Dichlormethan (DCM)
durchgefuhrt.

Abbildung 12: Fluoreszenzscan der Xanthydrol Reaktion an Serin (A) und Cystein (B).
Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm. Emissionsfilter: 582 nm £ 37,5 nm. PMT: 6,00. Auflésung:
5,00 pm. Maf3stab: 0,50 cm.

34



Chemische Reaktionen an modifizierten Aminosauren

Anhand des Fluoreszenzscans ist ein erfolgreicher Nachweis der Thiolgruppe des
Cysteins (Abbildung 12B) zu erkennen. Die Fluoreszenzemission betragt 1.500 a.u.
und ist somit in einem &hnlichen Bereich zu der Reaktion der Citrullin und Homocitrullin
Seitenketten. Die Reaktion an der Hydroxylgruppe des Serins (Abbildung 12A), zeigt
keine sichtbaren Intensitaten. Insgesamt kann somit von keiner spezifischen
Nachweisreaktion von Xanthydrol an den Seitenketten von Citrullin und Homocitrullin
ausgegangen werden, da Xanthydrol ebenfalls eine Reaktion mit der nukleophilen
Thiolgruppe des Cysteins eingeht. Allerdings konnte durch die Anknupfung des
Xanthydrols eine generelle Verifizierung einer fluoreszierenden Kupplung

nachgewiesen werden.

Eine fluoreszenzbasierte Verifizierung der Seitenkette von Acetyllysin wurde in dieser
Arbeit nicht erbracht, da ein spezifischer chemischer Nachweis aufgrund der weiteren
Amidbindungen im Peptid fur Acetamide zu komplex ist. Alternativ kdonnte ein
spezifischer Nachweis ebenso uber ein Anti-Acetyllysin Antikdrper erfolgen. Diese
spezifischen Antikorper wurden allerdings zwecks den hohen Kosten nicht erworben
und fur einen Nachweis nicht in Betracht gezogen. Allerdings wurde als zusatzliche
analytische Nachweismethode die Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption-lonisation
(engl. Matrix-assisted Laser Desorption lonization, MALDI) mit der Flugzeitanalyse
(engl. time of flight, TOF) zur Massenspektrometrie verwendet. Uber MALDI-TOF soll
der laserbasierte Transfer der Aminosauren nachgewiesen, sowie einen Zerfall oder
Abspaltung und mdgliche Nebenreaktionen ausgeschlossen werden. Hierflir wurden
Fmoc-Cit-OPfp, Fmoc-HCit-OPfp und Fmoc-Lys(Ac)-OPfp auf eine Glasoberflache
lasertransferiert (Tabelle 23, Anhang S.180). In einer zweiten Schicht wurde die
MALDI-Matrix, 2,5-Dihydroxybenzoeséure, tber die Aminoséuren transferiert. Ebenso
wurde fur jede Aminosaure eine Referenz auf eine Glasoberflache gespottet und
massenspektrometrisch vermessen. Die hierbei detektierten Massen des
laserbasierten Transfers entsprachen den Massen der Referenz: m/z (Cit) = [M+Na]*
: 585,7; m/z (HCit) = [M+Na]* : 599,9; m/z (Lys(Ac)) = [M+Na]* : 597,7.
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Hydroxyprolin

Hydroxyprolin (Hyp) ist ein wichtiger Bestandteil der Synthese und Stabilitat von
Kollagen und liegt in zwei Isomeren, trans-4-Hydroxy-L-prolin  und
trans-3-Hydroxy-L-prolin,  vor'’>173l  Einige = Kollagenmodifikationen  stehen
pathologisch mit erblichen Krankheiten wie dem Ehlers-Danlos-Syndrom
(Bindegewebserkrankung), der Epidermolysis bullosa (Hauterkrankung) und der
Osteogenesis imperfecta (Glasknochenkrankheit) sowie nicht-erblichen Krankheiten
wie Skorbut, Diabetes und Arthritis in Verbindungi?’4179, Daher konnte die
Verwendung von Hydroxyprolin als Biomarker wichtige Informationen zur
biomedizinischen Forschung beitragen und soll deshalb ebenfalls fiir die Verwendung
in Peptidarrays nachgewiesen und optimiert werden. Fur dieses Vorhaben wurde
zunachst ein laserbasierter Transfer, sowie Kupplung von Fmoc-Hyp(tBu)-OH an eine
Syntheseoberflache vorgenommen. Nach erfolgter Acetylierung und erneuter
Fmoc-Entschitzung wurde eine Kupplung eines Aminohexansaure(Ahx)-Spacers
vorgenommen, um eine mogliche sterische Hinderung zu umgehen. Anschliel3end
wurde eine Seitenkettenentschitzung, Fmoc-Entschiitzung, sowie eine TAMRA-NHS

Inkubation zur Visualisierung des N-Terminus vorgenommen.
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Abbildung 13: Fluoreszenzscan der TAMRA-NHS Reaktion an Hydroxyprolin. Aufnahmeparameter:
Anregung: 532 nm. Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm. PMT: 0,60. Auflésung: 5,00 um. MafR3stab:
0,50 cm.
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Die Auswertung des Fluoreszenzscans mit einer maximalen Fluoreszenzemission von
35.000-40.000 a.u. zeigt einen erfolgreichen Transfer, sowie Anknipfung an die
Syntheseoberflache von Hydroxyprolin. Zusatzlich zur Fluorophor-Anknipfung an den
N-Terminus, sollte ebenfalls ein Nachweis der Hydroxylseitenkette erfolgen. Hierzu
wurde zunachst ein laserbasierter Transfer von Fmoc-Hyp(tBu)-OH, sowie eine
Kupplung an die Syntheseoberflache durchgefuhrt. Nach einer Acetylierung Uber
Nacht, sowie nachfolgender Seitenkettenentschiitzung wurde die Hydroxylgruppe der
Seitenkette mit TAMRA-NHS visualisiert.

Abbildung 14: Fluoreszenzscan der TAMRA-NHS Reaktion an der Seitenkette von Hydroxyprolin.
Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm. Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm. PMT: 7,00. Auflésung:
5,00 um. Maf3stab: 0,50 cm.

Der Fluoreszenzscan in Abbildung 14 zeigt eine erfolgreiche AnknUpfung des
TAMRA-NHS Fluorophors an die Hydroxyprolin Seitenkette. Die Fluoreszenzemission
fallt mit einem Maximum von 2.500-3.000 a.u. deutlich geringer aus, als die
AnknUpfung an den N-Terminus. Diese Gegebenheit liegt zum einen an der deutlich
hoheren Selektivitat des NHS-Esters fur die Aminogruppe. NHS-Ester kdnnen
ebenfalls mit anderen Nukleophilen, wie die verwendete Hydroxylgruppe, aber auch
Thiolgruppen reagierenl*®, Die daraus resultierenden Ester (bzw. Thioester) sind
allerdings deutlich instabiler, wodurch vermutlich ebenfalls die Fluoreszenzemission in
diesem Experiment niedriger ausfallt. Ein weiterer Grund fir die starkere

Fluoreszenzemission in Abbildung 13 konnte die simultane Anknupfung des
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TAMRA-NHS Esters an die Amino- und Hydroxylgruppe sein. Ebenfalls kénnte die
Kupplung des Ahx-Spacers zu einer starkeren Intensitat beigetragen haben, da
dadurch die sterische Hinderung der Aminogruppe deutlich geringer ist, als die der

Hydroxylgruppe.

Fur einen weiteren analytischen Nachweis wurde ebenfalls eine Detektion Uber
MALDI-TOF durchgefuhrt. Hierfur wurde Fmoc-Hyp(tBu)-OH auf eine Glasoberflache
lasertransferiert (Tabelle 23, Anhang S.180). In einer zweiten Schicht wurde die
MALDI-Matrix, 2,5-Dihydroxybenzoesaure, Uber die Aminoséauren transferiert. Ebenso
wurde eine Referenz fur Hydroxyprolin auf eine Glasoberflache gespottet und
massenspektrometrisch vermessen. Die hierbei detektierten Massen des
laserbasierten Transfers  entsprachen den Massen der Referenz:
m/z (Hyp) = [M+Na]* : 431,3.

Phosphoserin/-threonin/-tyrosin

Die posttranslational phosphorylierten Aminosauren Phosphoserin (pSer), -threonin
(pThr) und -tyrosin (pTyr) spielen potenziell eine wichtige Rolle bei verschiedenen
Krankheiten, wie Krebs*®ll und neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimerl18
oder Parkinson8l, Somit besteht ein besonderes Interesse diese Aminosauren fir
biologische Anwendungen und Studien in bspw. Peptidarrays verwenden zu kdnnen.
Fur dieses Vorhaben soll fiur die Aminosaduren Fmoc-Ser(PO(OBzl))-OH,
Fmoc-Thr(PO(OBzl))-OH und Fmoc-Tyr(PO(OBzl))-OH ein laserbasierter Transfer,
sowie eine anschlielende Kupplung an eine Syntheseoberflache erfolgen. Nach der
Durchfihrung einer Acetylierung und Fmoc-Entschitzung wurde eine TAMRA-NHS
Inkubation der Aminogruppen vorgenommen. Als Positivkontrollen wurde
Fmoc-Gly-OPfp  und Fmoc-Gly-OH verwendet. Die Verwendung dieser
Kontrollaminosauren soll zum einen als eine Referenz zur Fluoreszenzemission
dienen. Zum anderen soll durch die Aktivierung von Fmoc-Gly-OH mit
N,N’-Diisopropylcarbodiimid (DIC) eine fehlerhafte Aktivierung der phosphorylierten
Aminosauren ausgeschlossen werden. Allerdings konnte keine Fluoreszenzemission
bei den phosphorylierten Aminosauren detektiert werden. Daher wurde in einem
zweiten Experiment der Transfer der Aminosauren, sowie der Kontrolle wiederholt.
Zusatzlich wurde nach der Acetylierung und Fmoc-Entschitzung ein

Aminohexansaure(Ahx)-Spacers angeknipft, um eine mogliche sterische Hinderung
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der Aminogruppen Zu vermeiden. Abschlie3end wurde eine
Seitenkettenentschitzung, Fmoc-Entschitzung, sowie TAMRA-NHS Inkubation
durchgefuhrt. Auch bei dieser Variante des Transfers konnte Kkeine

Fluoreszenzemission der phosphorylierten Aminosauren detektiert werden.

Als weitere Mdglichkeit wurde eine Variation des Matrixpolymers in Betracht gezogen.
Hierflr wurde bereits durch Hannah Altenbach in ihrer Masterarbeit eine Optimierung
des Transfers der proteinogenen Aminosduren auf verschiedene Polymere
durchgefuihrtl’®4, Dabei wurden die Polymere Polybenzylmethacrylat (PBMA), FB1518
(Dianal1518), Polycaprolactondiol, Polyvinylpyrrolidone (PVP10), Polystyrol und
FINE-TONE® T-382ES (FTES) untersucht, wobei sich FB1518 und FTES als
geeignete Alternativen zu SLEC erwiesen. Diese zwei Polymere wurden alternativ zu
SLEC in gleicher Konzentration zur Beschichtung der Donoroberflachen verwendet.
Fur den laserbasierten Transfer wurden alle phosphorylierten Aminosauren in den
verschiedenen Polymeren SLEC, FB1518 und FTES ubertragen. Zudem wurde ein
mehrfacher (vierfach) laserbasierter Transfer, sowie Kupplung der Aminosauren
vorgenommen, um die Konzentration der Aminosaure innerhalb eines Spots zu
erhdhen. Zusatzlich wurden erneut dieselben Positivkontrollen transferiert. Nach der
Acetylierung und Fmoc-Entschitzung wurde die Anknupfung eines Ahx-Spacers
vorgenommen, um eine mogliche sterische Hinderung der Aminogruppen zu
vermeiden. AbschlieBend wurde eine Seitenkettenentschitzung, Fmoc-Entschitzung,
sowie eine TAMRA-NHS Inkubation durchgefihrt. Jedoch konnte auch in dieser
Variante keine Fluoreszenzemission detektiert werden. Daher soll ein Transfer
aulBerhalb der Fokusebene des Lasers vorgenommen werden, wodurch die
eingetragene Energie auf der Oberflache abnimmt. Fur dieses Experiment wurde somit
ein laserbasierter Transfer mit anschlieBender Kupplung der phosphorylierten
Aminosauren, sowie den Positivkontrollen 10,0 mm aul3erhalb der Fokusebene
vorgenommen. Zusatzlich wurde auch hier eine vierfache Wiederholung des Transfers
und der Kupplung vorgenommen. Auf3erdem wurden alle Aminosauren erneut in den
verschiedenen Polymeren SLEC, FB1518 und FTES transferiert. Nach der
Acetylierung und Fmoc-Entschitzung erfolgte die Anknipfung eines Ahx-Spacers, um
eine mogliche sterische Hinderung der Aminogruppen zu vermeiden. AbschlieRend
wurde eine Seitenkettenentschiitzung, Fmoc-Entschiitzung, sowie eine TAMRA-NHS
Inkubation durchgefiihrt. Allerdings konnte auch durch diese Variationen keine

Fluoreszenzemission der phosphorylierten Aminosauren detektiert werden.
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Aufgrund der vorangegangenen Transferversuche liegt die Vermutung nahe, dass die
phosphorylierten Aminosauren entweder bei dem Transferprozess selbst beschadigt
werden oder keine Kupplung der Aminosaure an die Oberflache mdglich ist. Um
auszuschlieRen, dass die Aminosauren beschadigt sind, wurde eine Kupplung aus
Ldsung von Phosphoserin ohne laserbasierten Transfer vorgenommen. Hierflir wurde
eine Kupplung von Fmoc-Ser(PO(OBzl))-OH mit DIC in DMF an eine
Syntheseoberflache vorgenommen. AnschlieBend wurde eine Fmoc-Entschitzung,
sowie eine TAMRA-NHS Inkubation vorgenommen. In einem zweiten Versuch wurde
die Kupplung und Fmoc-Entschiitzung analog durchgefiihrt. Zusatzlich wurde ein
Fmoc-Ahx-Spacer angeknupft, erneut die Fmoc-Schutzgruppe entfernt und eine
TAMRA-NHS Inkubation durchgefthrt. Als dritte und vierte Variante wurden die ersten
beiden Ansatze wiederholt, jedoch wurde bei der Ankniipfung des Phosphoserins eine
katalytische Menge von 0,40 Aq. DIPEA hinzugefiigt, wodurch eine bessere Stabilitét
und Reaktivitait erzeugt werden solltel’®]l,  AuRerdem wurde bei jeder
Fmoc-Entschitzung eine Beladungsmessung durchgefihrt, um die Menge der

angeknupften Aminosaure zu quantifizieren.

Tabelle 1: Beladungsmessungen (Extinktion) der Fmoc-Entschitzungen der Synthesoberflachen,

sowie nach der Kupplung aus L6sung von Phosphoserin und ggf. eines Ahx-Spacers

Variante 1 Variante 2 Variante 3 Variante 4

(Standard) (Ahx) (DIPEA) (DIPEA + Ahx)
Oberflache 0,104 0,131 0,123 0,100
Nach pSer 0,198 0,203 0,101 0,104
Nach Ahx - 0,040 - 0,217

Anhand der Beladungsmessungen konnen keine eindeutigen Ergebnisse gewonnen
werden. Die Extinktion der Oberflachen nach der ersten Fmoc-Entschitzung liefert bei
allen vier Varianten &ahnliche Ergebnisse im Bereich von ca. 0,10-0,13. Nach der
Ankniupfung des Phosphoserins werden bei Variante 1 und 2 deutlich hdhere
Extinktionen von 0,198 und 0,203 gemessen. Die Variante 3 zeigt mit 0,101 einen
leicht niedrigeren Wert, wodurch davon ausgegangen werden kann, dass die
AnknUpfung des pSer mit 82,3 % zur urspringlichen Beladung erfolgreich war.
Variante 4 zeigt mit 0,104 einen fast identischen Wert zur vorherigen
Beladungsmessung und liegt mit 104 % bei einer optimalen Beladung. Der leicht

erhohte Wert kann Messungenauigkeiten zugrunde liegen, da der Messbereich
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begrenzt ist und durch die geringe Oberflachengréf3e nur wenig Molekile in der
Entschitzungslésung vorliegen. Den Varianten 2 und 4 erfolgte eine Ahx-Spacer
Anknupfung. Variante 2 besitzt nach der letzten Entschitzung mit 0,40 einen deutlich
niedrigeren Extinktionswert von 30,5 % der urspringlichen Beladung. Hier kdnnte die
Anknupfung des Spacers nicht optimal verlaufen sein. Nach der TAMRA-NHS
Inkubation konnte auch nahezu keine Fluoreszenzemission detektiert werden. Ebenso
konnten bei den Varianten 1 und 3 keine ausreichende Fluoreszenzemission detektiert
werden. Bei allen drei Varianten lag die Emission bei ca. 1.000 a.u.. Im Vergleich zu
einer durchgefihrten TAMRA-NHS Inkubation von gekuppeltem Fmoc-Gly-OH mit
einer Emission von ca. 30.000-40.000 a.u., liegen die ersten drei Varianten bei
2,50-3,30 % der Referenzreaktion. Variante 4 zeigte nach der Entschitzung des
Ahx-Spacers eine Extinktion von 0,217. Dieser Wert entspricht 217 % der
ursprunglichen Beladung. Allerdings musste hier mit einer frisch angesetzten
Entschitzungslosung der Nullwert bestimmt werden, wodurch massive Abweichungen
entstehen kbnnen. Daher kdnnen hier keine genauen Aussagen getroffen werden und
es wurde hauptsachlich die Fluoreszenzemission nach der TAMRA-NHS Inkubation
betrachtet. Diese betrug ca. 10.000-15.000 a.u. und liegt somit ca. zwischen
25,0-42,8 % der Referenzreaktion. Somit ist Variante 4 mit der katalytischen Menge
DIPEA, sowie der Ahx Anknipfung die einzige Methode, die in Betracht gezogen
werden konnte, um eine laserunterstitzen Versuch durchzufihren. Hierfir wurden
zwei verschiedene Varianten getestet: Die erste Variante besteht aus der Addition von
0,40 Ag. DIPEA zu der Beschichtungslosung des Donors der phosphorylierten
Aminosaure. Die zweite Variante besteht aus der Herstellung eines separaten DIPEA
Donors und dessen Ubertrag auf die zuvor transferierte Aminosaure. Nach dem
laserbasierten Transfer und der Kupplung wurde eine Acetylierung und erneute
Fmoc-Entschitzung durchgefiihrt. Nach der Anknlipfung eines Ahx-Spacers wurde
eine Seitenkettenentschitzung, eine Fmoc-Entschtitzung, sowie eine TAMRA-NHS
Inkubation durchgefihrt. Dieser Versuch wurde mit einem einfachen Transfer,
anschlieBender Kupplung, sowie einem vierfachen Transfer und vierfacher Kupplung
ausgefihrt. Allerdings konnte auch hier bei jeglicher Variante des Experiments keine

Fluoreszenzemission detektiert werden.

Da bei der Kupplung aus Losung von Phosphoserin eine Kupplung, sowie
Fluoreszenzemission nachgewiesen werden konnte, wurde eine MALDI Messung zum

massenspektrometrischen  Nachweis nach dem laserbasierten  Transfer
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vorgenommen. Hierfur wurden Fmoc-Ser(PO(OBzl))-OH, Fmoc-Thr(PO(OBzl))-OH
und Fmoc-Tyr(PO(OBzl))-OH auf eine Glasoberflache lasertransferiert (Tabelle 23,
Anhang S.180). In einer zweiten Schicht wurde die MALDI-Matrix,
2,5-Dihydroxybenzoeséure, Uber die Aminoséuren transferiert. Ebenso wurde jeweils
eine Referenz auf eine Glasoberflache gespottet und massenspektrometrisch
vermessen. Hierbei konnten lediglich die Massen der Referenzen detektiert werden:
m/z (pSer) = 497,2; m/z (pThr) = 511,6; m/z (pTyr) = [M+H]* : 574,6. Daher konnte zu
diesem Zeitpunkt davon ausgegangen werden, dass die phosphorylierten
Aminosauren beim Transfer beschadigt werden und ggf. zerfallen. Hierflr kénnte
gegebenenfalls eine HPLC Messung der transferierten Aminosauren durchgefiihrt
werden, um diese These zu bestatigen. Die Messungen wurden wiederholt, wobei die
Massen der Referenzen, sowie der zu untersuchenden Aminosauren detektiert werden
konnten. Die hierbei detektierten Massen des laserbasierten Transfers entsprachen
den Massen der Referenz: m/z (pSer) = [M+Na]* : 519,6;
m/z (pThr) = [M+Na]* : 533,6; m/z (pTyr) = [M+Na]* : 593,6.

Allerdings konnte bei dem Transfer auf eine Syntheseoberflache mit nachfolgender
Kupplung und TAMRA-NHS Inkubation erneut keine Fluoreszenzintensitat detektiert
werden. Daher kann davon ausgegangen werden, dass eine Kupplung der
Aminosauren an die Oberflache nicht stattfindet. Somit wurde an einer Alternativiosung
gearbeitet, um phosphorylierte Aminosaure in Peptidarrays einzubringen. Hierfar
sollen die Aminosauren  Fmoc-Ser(tBu)-OPfp, = Fmoc-Thr(tBu)-OPfp  und
Fmoc-Tyr(tBu)-OPfp regulédr in Peptidarrays eingebaut werden und nach der
abgeschlossenen Synthese phosphoryliert werden. Die Reaktion sollte zunéchst
exemplarisch an Tyrosin erfolgen und mit einem spezifischen Phosphotyrosin
Antikdrper nachgewiesen werden. Die Phosphorylierung besteht hierbei aus zwei
Reaktionsschritten, der Phosphinylierung und einer anschlieRenden Oxidation!186-187],
Fur den ersten Reaktionsschritt wird oberflachengebundenes Tyrosin (59) mit einem
Phosphoramidit (60) und Tetrazol in DMF umgesetzt und phosphinyliertes Tyrosin (61)
erhalten. Anschlielend erfolgt eine Oxidation mit tert-Butylhydroperoxid in

Cyclohexan, wodurch phosphoryliertes Tyrosin (62) erhalten wird (Schema 10).
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Schema 10: Phosphorylierung von oberflichengebundenem Fmoc-Tyrosin  (59) durch
Phosphinylierung mit einem Phosphoramidit (60) zu phosphinyliertem Fmoc-Tyrosin (61) und Oxidation

mit tert-Butylhydroperoxid zu oberflichengebundenem Fmoc-Phosphotyrosin (62)

Fur die Phosphinylierung sollen verschiedene Phosphoramidite eingesetzt werden, um
den Einfluss der Schutzgruppen auf die Stabilitat zu testen und die Wahrscheinlichkeit
einer erfolgreichen Reaktion zu erh6hen. Die Reagenzien, die zur Reaktion verwendet
wurden, sind  Di-tert-Butyl-N,N-diisopropylphosphoramidit ~ (tBu-PhAm)  (63),
Dibenzyl-N,N-diisopropylphosphoramidit (Bz-PhAm) (64), Bis[2-(trimethylsilyl)ethyl]-
N,N-diisopropylphosphoramidit (TMS-PhAm) (65). Phosphoramidit tBu-PhAm und
Bz-PhAm wurden fur diesen Versuch kommerziell erworben, wohingegen das

Phosphoramidit TMS-PhAm synthetisiert wurde.
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Abbildung 15: Strukturformeln von Di-tert-Butyl-N,N-diisopropylphosphoramidit (tBu-PhAm) (63),
Dibenzyl-N,N-diisopropylphosphoramidit (Bz-PhAm) (64), Bis[2-(trimethylsilyl)ethyl]-N,N-
diisopropylphosphoramidit (TMS-PhAm) (65)

Zur Synthese des TMS-PhAm wurde Phosphortrichlorid (66) mit Diisopropylamid (67)
in Hexan umgesetzt und nach erfolgter Destillation 78 %
N,N-Diisopropylaminodichlorophosphin (68) erhalten. Im Anschluss wurde das zuvor
erhaltene Phosphin mit (Trimethylsilyl)ethanol (69) und Triethylamin in Diethylether
umgesetzt. Nach erfolgter Destillation wurde 74 % des TMS-PhAm (65) erhalten
(Schema 11).
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Schema 11: Synthese von Bis[2-(trimethylsilyl)ethyl] N,N-diisopropylphosphoramidit (65)

Zur Phosphorylierung von oberflachengebundenem Tyrosin wurde zunachst ein
laserbasierter Transfer von Fmoc-Tyr(tBu)-OPfp, sowie eine Kupplung an eine
Syntheseoberflache  vorgenommen. Nach der Acetylierung wurde eine
Seitenkettenentschiitzung durchgefuhrt. Die freigelegten Hydroxylgruppen wurden mit
drei verschiedenen Phosphoamiditen (tBu-PhAm, Bz-PhAm, TMS-PhAm)
phosphinyliert und anschlieBend oxidiert. Nach der Phosphorylierung wurde erneut
eine Seitenkettenentschitzung durchgefiihrt. AbschlieRend wurde eine Inkubation mit
einem gelabelten Phosphotyrosin Antikérper (Anti-pTyr-AF647) durchgefuhrt.

A!'!c!
Abbildung 16: Fluoreszenzscan der Anti-pTyr-AF647 Inkubation an phosphoryliertem Tyrosin.

Phosphorylierung mit A) tBu-PhAm. B) Bz-PhAm. C) TMS-PhAm. Aufnahmeparameter: Anregung:
635 nm. Emissionsfilter: 677 nm = 22,5 nm. PMT: 5,00. Auflésung: 5,00 pm. MaRstab: 0,50 cm
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Die Auswertung der Fluoreszenzscans in Abbildung 16 zeigt eine erfolgreiche
Phosphorylierung durch alle drei Phosphoamidite von Phosphotyrosin. Die
detektierten Fluoreszenzemissionen aller drei Varianten befinden sich in einem
ahnlichen Bereich von 25.000-30.000 a.u.. Somit wurde eine geeignete Alternative zur
Implementierung von Phosphoaminoséaure in Peptidarrays gefunden. Ebenfalls wurde
durch die Detektion mit einem Phosphotyrosin Antikérper ein spezifischer Nachweis
der phosphorylierten Seitenketten erbracht. Eine Entsprechende Reaktion von
Phosphoserin und Phosphothreonin wurde im Rahmen dieser Arbeit aus Zeit und
Kostengrinden der Antikdrper nicht durchgefiihrt. Die Reaktion sollte jedoch analog

an den Hydroxylgruppen von Serin und Threonin erfolgen kénnen.

Insgesamt konnten somit Citrullin, Homocitrullin, Acetyllysin, Hydroxyprolin, sowie die
phosphorylierte Variante von Tyrosin (sowie Serin und Threonin) fir eine Verwendung

in Peptidarrays nachgewiesen und in zukunftigen Experimenten verwendet werden.
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4.1.2 Modifizierte Aminosauren

Zuséatzlich zu posttranslational modifizierten Aminosauren, sollten ebenfalls
verschiedene weitere modifizierte Aminoséuren tbertragen werden. Dabei sollten zum
einen beispielhaft fir D-Aminosauren, D-Asparaginsaure (76), D-Cystein (77) und
D-Prolin (78) Ubertragen werden. Des Weiteren sollen Aminosauren mit diversen
Modifikationen (Aminobutylglycin (Abg, 74), Trimethoxybenzylglycin (Tmb, 75),
Asparginsaure-4-Allylester (Asp-ae, 73)) getestet werden. Fir die weitere Verwendung
zur Chemodetektion sollten die Aminosduren Allysinethylenacetal (Aea, 70),
Propargylglycin (Pra, 72) und Azidolysin (Lys(Ns), 71) Ubertragen werden.

<\O O OH O
’r N
NH, NH, NH,
70 71 72
Allysinethylenacetal Azidolysin Propargylglycin
H O
N
NH, O 0 \)J\OH
o) H MeO OMe
O/\/ /\/\/N\)J\
H,N OH
OH
OMe
73 74 75
Asparaginsaureallylester Aminobutylglycin Trimethoxybenzylglycin

O 0]
) OH
HO)WOH HO)K;/\SH " ",,\(
N )

NH, O NH, H
76 77 78
D-Asparaginsaure D-Cystein D-Prolin

Abbildung 17: Alle in dieser Arbeit verwendeten weiteren modifizierten Aminoséuren

Hierfir wurde zunéchst ein laserbasierter Transfer, sowie Kupplung von
Fmoc-Abg(Boc)-OH, Fmoc-Aea-OH, Fmoc-D-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-D-Cys-OH*H20,
Fmoc-D-Pro-OH, Fmoc-Pra-OH, Fmoc-Tmb-OH und Fmoc-Asp-4-Allylester an eine
Syntheseoberflache vorgenommen. Als Positivkontrolle wurde ebenfalls Fmoc-Gly-OH
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transferiert und gekuppelt. Nach erfolgter Acetylierung und erneuter
Fmoc-Entschitzung wurde eine Kupplung eines Aminohexansaure(Ahx)-Spacers
vorgenommen, um eine mogliche sterische Hinderung zu umgehen. Nach erneuter

Fmoc-Entschitzung, sowie Seitenkettenentschitzung wurde eine TAMRA-NHS

Inkubation zur Visualisierung der N-Termini vorgenommen.

Abbildung 18: Fluoreszenzscan der TAMRA-NHS Reaktion an modifizierten Aminosauren. Oben (von
rechts nach links): Abg, Asp-ae, D-Cys, Pra, Gly. Unten (von links nach rechts): Aea, D-Asp, D-Pro,
Tmb, Gly. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm. Emissionsfilter: 582 nm = 37,5 nm. PMT: 1,00.
Auflésung: 5,00 um. MafR3stab: 0,50 cm.

Anhand des Fluoreszenzscans (Abbildung 18) kann ein erfolgreicher Transfer und
Kupplung aller getesteten modifizierten Aminosauren gezeigt werden. Im Allgemein
kann hierbei die Abhangigkeit der Fluoreszenzemission und des Spotdurchmessers
der verschiedenen Aminosauren von der Laserpower und Laserzeit betrachtet werden.
Die Fluoreszenzemission ist bei den Aminosauren Asp-ae, Aea, D-Asp, Pra und Tmb
mit einer Intensitat von ca. 10.000-15.000 a.u. in einem sehr &hnlichen Bereich.
Ebenfalls zeigen die Aminosauren Abg, D-Pro, sowie die Referenzen Gly-OH eine
ahnliche Fluoreszenzemission von 25.000-30.000 a.u.. Aufféllig ist besonders
D-Cystein, da hier die Intensitat von ca. 2.000 a.u. deutlich unter dem Wert der
anderen Aminosauren liegt. Diese Gegebenheit konnte einerseits an der
Konzentration der Aminoséure in der Beschichtungslosung liegen. Andererseits
konnte ebenfalls das Kupplungsverhalten von D-Cys sich von den anderen
Aminosauren unterscheiden. Hierfir konnte moglicherweise eine Doppelkupplung die
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Konzentration von D-Cys innerhalb der Spots erhéhen. Jedoch wird D-Cys nicht in
weiteren Versuchen dieser Arbeit verwendet, wodurch ein Nachweis des Transfers
ohne Optimierung fir den Beweis des Prinzips ausreichend ist. Propargylglycin zeigt
ebenfalls eine Auffalligkeit beim laserbasierten Ubertrag auf die Syntheseoberflache,
welche in Form von ringahnlichen Strukturen bei hoheren Transferparametern
erkenntlich wird. Eine mdgliche Begriindung konnte die Ausdehnung der Polyimidfolie
beim Transfer sein, sowie die Eigenschaften der Aminosaure. Dieser Effekt konnte
ebenfalls bei hohen Laserparametern von anderen eingesetzten Stoffen beobachtet
werden und kann durch die Anpassung auf niedrigere Parameter ausgeglichen
werden. Zusatzlich zu dem fluoreszenzbasierten Nachweis wurde ebenfalls eine
Detektion Uber MALDI-TOF durchgefuhrt. Hierfir wurden die Aminosauren
Fmoc-Abg(Boc)-OH, Fmoc-Aea-OH, Fmoc-Pra-OH, Fmoc-Tmb-OH und
Fmoc-Asp-4-Allylester auf eine Glasoberflache lasertransferiert (Tabelle 23, Anhang
S.180). In einer zweiten Schicht wurde die MALDI-Matrix, 2,5-Dihydroxybenzoeséure,
Uber die Aminosauren transferiert. Ebenso wurde jeweils eine Referenz aller
Aminosauren auf eine Glasoberflache gespottet und massenspektrometrisch
vermessen. Die hierbei detektierten Massen des laserbasierten Transfers entsprachen
den Massen der Referenz: m/z (Abg) = [M+Na]*: 490,6; m/z (Aea) = [M+Na]*: 433,7;
m/z (Pra) = [M+Na]* : 357,2; m/z (Tmb) = |[M+Na]* : 499,7;
m/z (Asp-ae) = [M+Na]* : 417,9.

Azidolysin

Die Aminosaure Azidolysin wurde getrennt von den anderen Aminosauren tbertragen,
um zusatzlich einen Einfluss einer weiteren Polyimidfolie (schwarz) zu testen. Diese
konnte durch die schwarze Einfarbung ein anderes Verhalten in der Absorption des
Laserimpulses zeigen. Die schwarze Folie sollte zusatzlich getestet werden, um einen
potenziellen Zerfall der Azidgruppe zu vermeiden. Hierzu wurde ein laserbasierter
Transfer von Fmoc-Lys(N3)-OH mit anschlie@ender Kupplung an die
Syntheseoberflache vorgenommen. Nach erfolgter Acetylierung und erneuter
Fmoc-Entschitzung wurden die gekuppelten Aminosauren lber eine TAMRA-NHS

Inkubation an die Aminogruppen durchgefihrt.
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Abbildung 19: Fluoreszenzscan der TAMRA-NHS Reaktion an Azidolysin mit orangen Kapton (A) und
schwarzem Kapton (B). Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm. Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm.
PMT: 5,00. Auflésung: 5,00 um. MaR3stab: 0,50 cm.

Die Auswertung des Fluoreszenzscans ergibt fiir beide verwendeten Polyimid Folien
einen erfolgreichen Transfer, sowie Kupplung an die Syntheseoberflache. Die
Fluoreszenzemission der schwarzen Polyimid Folie ist mit ca. 5.000 a.u. 50,0 %
geringer gegenuber der Standardvariante (ca. 10.000 a.u.). Aul3erdem ist bei der
schwarzen Folie ein deutlicher Effekt von verschwommenen und ineinanderlaufenden
Spots bei hoheren Laserparametern zu erkennen. Dies ist hdéchstwahrscheinlich auf
die starkere Absorption der Polyimid-Folie und dadurch auch die vermutlich starkere
Ausdehnung der Folie beim Transferprozess zurtickzufihren. Ebenfalls kdnnte eine
andere Beschaffenheit des Klebers zu einer verédnderten Ausdehnung der Folie fihren.
Daher kénnte die schwarze Folie eine Mdoglichkeit zur Optimierung fir groéRere
Spotdurchmesser und andere Anwendungen darstellen, allerdings wurde die Option
in dieser Arbeit nicht weiterverfolgt, da die bisher verwendete Folie bereits auf alle
Aminosauren etabliert wurde. Zusatzlich zu dem fluoreszenzbasierten Nachweis
wurde ebenfalls eine Detektion Uber MALDI-TOF durchgefuhrt. Hierfur wurde
Fmoc-Lys(N3)-OH auf eine Glasoberflache lasertransferiert (Tabelle 23, Anhang
S.180). In einer zweiten Schicht wurde die MALDI-Matrix, 2,5-Dihydroxybenzoeséure,
uber die Aminosaure transferiert. Ebenso wurde eine Referenz auf eine

Glasoberflache gespottet und massenspektrometrisch vermessen. Die hierbei
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detektierten Massen des laserbasierten Transfers entsprachen den Massen der
Referenz: m/z (Lys(Ns)) = [M+Na]" : 416,6.

Insgesamt konnten alle transferierten, modifizierten Aminosauren udber die
Fluoreszenzemission durch eine TAMRA Anbindung an die Aminogruppe
nachgewiesen werden. Zuséatzlich konnte fir die nicht proteinogenen Aminosauren
Aminobutylglycin, Trimethoxybenzylglycin, Asparginsaure-Allylester, sowie den
Aminosauren zur weiteren Verwendung Uber Biokonjugation, Allysinethylenacetal,
Propargylglycin und Azidolysin ein massenspektrometrischer Nachweis erbracht

werden.
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4.2 Click-Reaktionen

Der vorangegangene erfolgreiche Transfer und die Anknldpfung an eine
Syntheseoberflache von Propargylglycin und Azidolysin sollte im Folgenden dafur
genutzt werden die Kupfer-katalysierte Azid-Alkin Click-Reaktion (CUAAC), sowie die
Strain-Promoted Azid-Alkin Click-Reaktion durchzufuhren. Diese Kombination an
biologischen Molekdilen (Aminosauren) mit chemischen Reaktionen
(Click-Reaktionen) sollen zur Einbringung von Bio-Labeling Methoden in Peptidarrays
dienen. Durch die fluoreszenzbasierte Markierung modifizierter Aminosauren kénnen
orthogonale Reaktionen, sowie schnelle und effiziente Hochdurchsatz-Screenings an
Arrays mit biologisch relevanten Peptiden durchgefiihrt werden. Alle folgenden
Reaktionen zur Biokonjugation und Chemodetektion wurden in Zusammenarbeit mit

Jannik Schlindwein durchgeflhrt.

4.2.1 Kupfer-katalysierten Azid-Alkin Click-Reaktion

Anhand der  Kupfer-katalysierten  Azid-Alkin  Click-Reaktion  soll  ein
Fluoreszenznachweis der CUAAC an den modifizierten Aminosauren Propargylglycin
(Pra) und Azidolysin (Lys(Ns)) durchgefuhrt werden. Hierfir soll eine Reaktion an
oberflachengebundenem Propargylglycin (79) mit 5-Fluorescein(FAM)-Azid (35),
sowie eine Reaktion an oberflachengebundenem Azidolysin (81) mit 5-FAM-AIkin (34)
durchgefuhrt werden (s. Schema 12).

A
0 0
CuS0,* 5H,0
N)H/\ + /_p 4 2 N N\\N
H _NH N'=N*=N NaAsc H NH N
Fmoc Fmoc” N
79 35 80 \\b
B
O O N:N
CuS0,* 5H,0 '
N)H/\/\/Nfi + = O US4 25 N)H/\/\/N 7
H NH NaAsc H NH
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81 34 82
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Schema 12: CuAAC von A) oberflachengebundenem Propargylglycin (79) mit 5-FAM-Azid (35) zu
Konjugat 80 sowie B) oberflachengebundenem Azidolysin (81) mit 5-FAM-Alkin (34) zu Konjugat 82
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Zur Durchfuhrung der Kupfer-katalysierten Azid-Alkin Click-Reaktion sollte zunéchst
ein laserbasierter Transfer von Fmoc-Pra-OH und Fmoc-Lys(N3)-OH, sowie eine
Kupplung an einer Syntheseoberflache vorgenommen werden. Nach erfolgter
Acetylierung wurde die Reaktionslésung aus Kupfer(l)-sulfat, Natriumascorbinsaure
(NaAsc) und dem jeweiligen Alkin- bzw. Azid-Farbstoff (5-FAM-AIkin bzw. -Azid) tGber
Nacht auf der Oberflache inkubiert.

A

Abbildung 20: Fluoreszenzscan der laserunterstiitzen CuAAC Reaktion an Propargylglycin (A) und
Azidolysin (B). Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm. Emissionsfilter: 520 nm + 2,50 nm. PMT: 7,00.
Aufldsung: 5,00 um. MalRstab: 0,50 cm.

Dieses Experiment zeigt eine erfolgreiche CUAAC Reaktion von lasertransferiertem
Fmoc-Pra-OH mit 5-FAM-Azid (Abbildung 20A) mit einer maximalen
Fluoreszenzemission von ca. 1.500 a.u.. Allerdings zeigt die CUAAC Reaktion von
Fmoc-Lys(Ns)-OH mit 5-FAM-AIkin (Abbildung 20B) keine nachweisbare Fluoreszenz.
Eine mogliche Begrindung hierfir konnte der Zerfall der Azid Seitenkette des Lysins
sein. Nach dem laserbasierten Transfer liegt die Seitenkette ungeschutzt vor und
konnte somit unter Stickstoff-Abspaltung zu einem Amin zerfallen. Fir eine
Wiederholung des Experiments kdnnte die Zusammensetzung der Reaktionslésung,
sowie die Reaktionsbedingungen zur CUAAC optimiert werden. Da jedoch die CUAAC
mit Propargylglycin erfolgreich war und vorangegangene Arbeiten bereits gezeigt
haben, dass diverse CUAAC mdoglich sindl” 167 wurde auf eine Wiederholung der
CuAAC an Azidolysin verzichtet und an Alternativen in Form einer kupferfreien

Azid-Alkin Click-Reaktion weitergearbeitet.
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4.2.2 Strain-Promoted Azid-Alkin Click-Reaktion

Fur die Reaktion einer kupferfreien Azid-Alkin Click-Reaktion zur geeigneteren
Anwendung in biologischen Zielstrukturen soll die Strain-Promoted Azid-Alkin
Click-Reaktion (SpAAC) uber die Reaktion von Azidolysin mit Dibenzocyclooctin
(DBCO), welches mit einem Fluoreszenzfarbstoff verknipft ist, nachgewiesen werden.
Fur dieses Vorhaben soll eine Verknupfung von oberflachengebundenes Azidolysin
(81) mit DBCO-AlexaFluor(AF)488 (83) durchgefuhrt werden.

() o
i 2 :
N)H/\/\/Ns T || N ”/O—> N)H/\/\/
" NH H  NH
Fmoc O Fmoc

81 83

() = AlexaFluor48s

Schema 13: SpAAC von oberflachengebundenem Azidolysin (81) und DBCO-AF488 (83) zu
Konjugat (84)

Dazu wurde zunachst ein laserbasierter Transfer von Fmoc-Lys(N3)-OH, sowie die
Kupplung an einer Syntheseoberflaiche vorgenommen. Nach erfolgter Acetylierung
wurde eine Inkubation mit einem DBCO-AF488 Fluorophor durchgeflhrt.

Abbildung 21: Fluoreszenzscan der laserunterstiitzen SpAAC Reaktion Azidolysin und
Dibenzocyclooctin. Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm. Emissionsfilter: 520 nm + 2,50 nm. PMT:
7,00. Auflésung: 5,00 um. Mal3stab: 0,50 cm.
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Die Auswertung des Fluoreszenzscans (Abbildung 21) zeigt eine erfolgreiche
laserunterstitzte SpAAC von Azidolysin  und DBCO. Die detektierte
Fluoreszenzemission von ca. 15.00-20.000 a.u. zeigt eine ausreichende Menge an
oberflachengebundenen Azidolysinen zum visuellen Nachweis der SpAAC Reaktion.
Dadurch kann ein genereller Reaktionsnachweis erbracht werden, allerdings kénnen
ohne zusatzliche Analysemethoden keine Aussagen uber die Ausbeute und Effizienz

der Reaktion erbracht werden.

Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine CuAAC, sowie eine SpAAC an einer
lasertransferierten Aminoséaure maglich ist, sollte dieser Nachweis ebenfalls in einer
Peptidsynthese angewandt werden. Hierzu wurde das Tetrapeptid G-Lys(Ns)-G-S auf
einer Syntheseoberflache synthetisiert. Nach der Fertigstellung der Synthese, des zu
diesem Zeitpunkt N-terminal geschitzten Peptids, wurde eine SpAAC mit einem
DBCO-AF488 Fluorophor an der Azid-Seitenkette des Azidolysins durchgefihrt. Zur
Gewahrleistung eines  intakten  N-Terminus wurde anschlieBend die
Fmoc-Schutzgruppe des Tetrapeptids entfernt und eine abschlieende TAMRA-NHS
Farbung durchgefihrt.
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Abbildung 22: Fluoreszenzscan der laserunterstiitzen Peptidsynthese, sowie SpAAC Reaktion an
Azidolysin. A) Visualisierung der SpAAC Reaktion durch DBCO-AF488. B) Visualisierung des Peptids
durch TAMRA-NHS. Aufnahmeparameter: Anregung: 488 nm (A) und 532 nm (B). Emissionsfilter:
520 nm £ 2,50 nm (A) und 582 nm % 37,5 nm (B). PMT: 6,00 (A) und 1,00 (B). Auflésung: 5,00 pm.
Maf3stab: 0,50 cm.
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Die laserbasierte Synthese des Tetrapeptids G-Lys(N3)-G-S (Abbildung 22, B), sowie
die SpAAC an der funktionellen Seitenkette des Azidolysins (Abbildung 22, A) konnte
erfolgreich durchgefihrt werden. Anhand der max. Fluoreszenzintensitaten von ca.
3.000 a.u. (A) und ca. 6.000 a.u. (B) konnte gezeigt werden, dass modifizierte
Aminosauren mit Hilfe eines Laserimpulses transferiert und zur Synthese eines
Peptids verwendet werden kbnnen. Ebenso sind diese auch nach der Implementierung
in ein Peptid dazu in der Lage Reaktionen zur Biokonjugation, wie durch die SpAAC

gezeigt, einzugehen.
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4.3 GBB-Reaktion an Allysinethylenacetal

Neben den Click Reaktionen, soll durch die Groebke-Blackburn-Bienaymé Reaktion
ein weiterer Reaktionstyp zum Nachweis bestimmter funktioneller Gruppen von
Aminosauren analysiert werden. Diese Mehrkomponentenreaktion ermdglicht den
Einsatz von Aldehyden als funktionelle Gruppen, beispielsweise durch die Aminoséaure
Allysinethylenacetal. Dadurch kann ein selektiver Aufbau an Aminosauren uber
kovalenten Verknipfungen von chemischen Molekulen durchgefiihrt werden. Fir die
laserbasierte Durchfihrung der GBB-Reaktion, soll zunachst Fmoc-Aea-OH
transferiert werden. Nach erfolgter Acetylierung, sowie Seitenkettenentschitzung
wurden anschlieend in Zusammenarbeit mit Jannik Schlindwein die Reaktanden der
GBB-Reaktion, bestehend aus Adamantylisocyanid, 2-Aminopyrazin und
Trichloressigsaure (TCA) lasertransferiert. Nach erfolgter Kupplung tUber Nacht im

Ofen bei 100° C wurde die Syntheseoberflache mit Ammoniak gewaschen.

" /> 51% TFA Q
)W w O. O\[(R

“Fmoc “Fmoc o

85 86 Fmoc-Schutzgruppe

5 (0] o] | N[/

NH
Fmoc

86 87 88 89

Schema 14: Darstellung der durchgefihrten GBB-Reaktion. A) Seitenkettenentschiitzung von
oberflachengebundenem Allysinethylenacetal (85) mit Trifluoressigsaure (TFA). B) GBB-Reaktion des
oberflachengebundenen Allysins (86) mit 2-Aminopyrazin (87) und Adamantylisocyanid (88) zu dem
GBB-Produkt (89)
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Abbildung 23: Fluoreszenzscan der laserunterstitzen GBB Reaktion an Allysinethylenacetal.
Darstellung als gréRere Reaktionsflache (A) und Strukturformel des Produkts (B) Aufnahmeparameter:
Anregung: 532 nm. Emissionsfilter: 582 nm * 37,5 nm. PMT: 5,00. Auflésung: 5,00 um. Maf3stab:
0,50 cm

Die Auswertung der Fluoreszenzscans aus Abbildung 23 zeigt eine erfolgreiche
Durchfiihrung der GBB-Reaktion an Allysinethylenacetal. Die detektierte Fluoreszenz
von ca. 20.000 a.u. zeigt einen ausreichenden Ablauf der Reaktion. Zudem kann
anhand der Verteilung der Emission ebenfalls von einer gleichmaRig stattfindenden
Reaktion ausgegangen werden. Die Reaktion mit der Darstellung der Strukturformel
kann ebenfalls als erfolgreich angesehen werden, wobei die Strukturformel nicht mehr
vollstandig zu erkennen ist. Ursache hierfir ist leichte Auskristallisation der Reaktion,
sowie die sehr geringen Spotabstande durch die Erstellung der Strukturformel mit dem
Programm MatLab.

Durch die Fluoreszenzemission beider Reaktionsvarianten kann ein genereller
Nachweis der Reaktion bestéatigt werden, jedoch kbénnen ohne weitere
Analysemethoden keine exakten Ausbeuten der Reaktion erbracht werden. Die
genauen Analysen der Reaktanden der GBB-Reaktion sind durch Jannik Schlindwein
in seiner Dissertation erbracht worden. Insgesamt konnte durch die GBB-Reaktion an
Allysinethylenacetal eine weitere Multikomponentenreaktion zur Chemodetektion an
Aminosauren gezeigt werden. Durch die GBB-Reaktion und weitere andere
Reaktionstypen, sowie modifizierte Aminosauren dieser Art konnen in Zukunft diverse
Reaktionen zur Chemodetektion zur Anwendung in biologischen Screenings

zuganglich gemacht werden.
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5. Untersuchung verschiedener Krankheitsbilder mit
Peptidarrays

Die Erforschung einer Vielzahl an Erkrankungen ist ein taglicher Bestandteil der Arbeit
von Wissenschaftlern und  Medizinern. Darunter fallen auch viele
Autoimmunerkrankungen wie die rheumatoide Arthritis (RA) oder das Sjogrens
Syndrom (SjS). Die rheumatoide Arthritis zahlt dabei zu den am weitesten verbreiteten
chronisch entziindlichen Erkrankungen*?9l. Allerdings sind viele Mechanismen und die
genauen Ursachen dieser und vieler anderer Krankheiten bisher unklar. Eine
Mdglichkeit die Mechanismen und Ursachen der Krankheiten zu erforschen, ist die
Integration von posttranslationalen Modifikationen in Peptidarrays. Diese konnten
einerseits als diagnostischer Marker fir Krankheiten dienen, indem spezifische
Antigen-Antikoérperbindungen zwischen einer PTM und einem Antikdrper eingegangen
werden. Somit kdonnten zum Beispiel Autoimmunerkrankungen ggf. bereits im
Frihstadium eindeutiger erkannt, diagnostiziert und behandelt werden. Andererseits
konnte das Vorkommen von einer oder mehreren PTMs auch ein Indikator fir die
Ursache und Entwicklung der (Autoimmun-)Krankheit sein, da verschiedene
Modifikationen in spezifischen Stadien und Reaktionsmechanismen von Erkrankungen
auftreten und moglicherweise die Entwicklung von Autoantikérpern beglnstigen

konnen.

Im Kontext dieser Forschungsfragen sollen Peptidarrays mit den zuvor optimierten
posttranslationalen Aminosauren hergestellt und fir biologische Anwendungen
verwendet werden. Hierfur sollen einerseits Citrullinierungen, Carbamoylierungen,
Acetylierungen und Hydroxylierungen mit Hilfe des nano3D-Druckers in Peptide
integriert werden und mit Patientenseren der rheumatoiden Arthritis inkubiert werden.
Diese Modifikationen konnten unter anderem schon in vielen Bereichen der
rheumatoiden Arthritis detektiert werdenl54 156. 1881 \weshalb sie in verschiedene
Peptide aus der Literatur, sowie Kollagen Typ 2 und Vimentin integriert werden sollen.
AnschlieRend sollen Inkubationen mit Seren von Patienten mit RA durchgefihrt
werden, um Antigene in Form von Peptidsequenzen (Epitope) durch
Antikorperbindungen zu identifizieren. Des Weiteren soll im Anschluss eine genaue
Analyse des Epitops uber eine Substitutionsanalyse erfolgen, um die Aminoséuren zu
identifizieren, die fur die Bindung des Antikoérpers verantwortlich sind. Ebenfalls sollen
analog Inkubationen mit Seren von Patienten mit dem Sjogrens Syndrom an
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citrulliniertem Kollagen Typ 2 und Vimentin erfolgen, um dieselben Antikdrper
Bindungsstudien durchzufiihren. Hierbei sollen vor allem potenziell identische oder
ahnliche Bindungsmotive untersucht werden, da das Sjogrens Syndrom héaufig mit
rheumatischen Erkrankungen einhergeht, weshalb das Auftreten potenziell identischer

Antigenbindungsstellen bzw. Antikdperstrukturen naheliegt.

Auch im Falle von Virusinfektionen wie Hepatitis B (HBV) kdnnten Phosphorylierungen
eine wichtige Rolle spielen. Diese sollen daher in Peptidarrays integriert und fur die
biologische Anwendung genutzt werden. Einerseits soll dadurch eine weitere
posttranslationale Modifikation zuganglich gemacht werden. Andererseits soll hier
untersucht werden, welche Antigen-Antikorperbindungen durch die Inkubation mit
einem Anti-HBs Serum (engl.: surface, S Gen) entstehen. Die Phosphorylierungen
dieser Bindungsstellen konnten eine entscheidende Rolle bei der Bestimmung
darstellen, ob virale DNA in die Viruspartikel eingebaut wird oder nicht. Die (De-)
Phosphorylierungen wéhrend der Virusreplikation steuern die homdostatische Ladung
die fur die Stabilitat der Virushullen, sowie das Verpacken der prégenomischen, viralen
RNA verantwortlich istl*®l,  Dadurch kénnten die leeren Virushllen
immunmodulatorische Funktionen besitzen und zur Induktion von Toleranz gegentber
HBV im Wirt beitragen. Diese Toleranz kdnnte durch die Interaktion mit regulatorischen
B-Zellen (Bregs) gefordert werden, die durch die Internalisierung der leeren
Virushillen aktiviert werden. Infolgedessen konnte das HBV versuchen, das
Immunsystem zu beeinflussen, um Autoimmunreaktionen zu vermeiden und
chronische Infektionen zu begunstigen. Diese Untersuchungen koénnten dazu
beitragen, ein besseres Verstdndnis der Rolle von Phosphorylierung in der
Immunantwort auf HBV zu erlangen und moglicherweise neue Ansétze zur Induktion

von Toleranz oder zur Entwicklung therapeutischer Strategien zu identifizieren.
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5.1 Generierung von Peptidarrays fir Bindungsstudien zur Erforschung

der rheumatoiden Arthritis

Zunéchst soll ein Screening eines breiten Spektrums von Peptiden aus der Literatur
vorgenommen werden, wobei die Aminosauren Citrullin, Homocitrullin, Acetyllysin und
Hydroxyprolin  integriert werden sollen. Mittels Screening verschiedener
Peptidsequenzen aus diversen Proteinen soll zunachst untersucht werden, welche
Epitope von Antikdrpern verschiedener Patientenseren mit rheumatoider Arthritis
erkannt werden. Mit Hilfe von Substitutionsanalysen sollen die genauen
Bindungsmotive der Antigen-Antikorper Bindungsstellen identifiziert werden, um im
Optimalfall identische Bindungsmotive bei verschiedenen Patientenseren zu finden.
Bei identischen oder sehr ahnlichen Motiven besteht eine Wahrscheinlichkeit, dass die
Antikorper in den Seren einen ahnlichen strukturellen Aufbau besitzen und somit ein
Gemeinsamkeiten bei der Entstehung des Antikorpers bestehen. Diese
Gemeinsamkeiten kdnnten maglicherweise die Ausbildung von Autoimmunantikérpern
durch verschiedene Faktoren, wie genetische Pradispositionen, Antigen Mimikry,
Fehler in der Immunregulation, Umweltfaktoren oder Virusinfektionen sein. Weiterhin
soll durch die Integration von PTMs untersucht werden, ob diese ebenfalls in
(mehreren) Bindungsmotiven auftreten. Infolgedessen konnten eventuell die
posttranslationalen Modifikationen die Ursache fir die Ausbildung von Autoantikérpern

sein.

Fur die Integration der PTMs wurde zunéchst ein laserbasierter Ubertrag, sowie eine
Optimierung dieser Aminoséuren vorgenommen (siehe Kap.4.1). Nach dem erfolgten
Nachweis zum Ubertrag und der Kupplung an die Syntheseoberflache wurden fir alle
bendtigten Aminosauren Lasertransferparameter gewahlt, die einen Spotdurchmesser
von ca. 200 pum und ca. 20.000 a.u. detektierte Fluoreszenzemission betragen
(Anhang S. 179, Tabelle 22). Die Peptide wurden aus diversen Quellen der Literatur
gewahlt, wobei priméar auf die mdgliche Relevanz von modifizierten Aminosauren
geachtet wurde. Hierbei wurden vor allem citrullinierte Varianten der Peptide
Filaggrin[141-142, 190]’ Fibrinogen[142-145, 154, 191]’ Vimentin[“z' 145-146, 154]’ a_EnO|ase[l42, 145,
154, 192] - Apoliprotein (A-C, E)i142 145 1921 gowie diverse weitere Peptidelt4? 145 192]
gewahlt. Die Liste der untersuchten Peptidsequenzen, welche in Doppelspots
synthetisiert wurden, sind im Anhang (Tabelle 28, Seite 182) einzusehen. Als

Peptidlange wurde eine Lange von 15 Aminosauren gewahlt, wobei zu kurze
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Sequenzen mit einem Glycin-Spacer aufgefillt wurden. Als Positivkontrollen wurde
Rahmen aus Influenza-Hamagglutinin(HA)-Peptiden (Sequenz: YPYDVPDYAG)
synthetisiert. Fur die Synthese wurde zunéchst ein Synthesetrdger Fmoc-Entschiitzt.
Anschliel3end wurden die jeweiligen Aminoséuren per Lasertransfer tbertragen und
an die Oberflache des Synthesetragers gekuppelt. Nach einem Acetylierungsschritt
wurden die Fmoc-Entschitzung, der Transfer und die Kupplung, sowie die
Acetylierung so lange wiederholt, bis die gewiinschte Peptidlange von 15 Aminosauren
erreicht wurde. Am Ende der Synthese wurden die Seitenketten der Peptide
entschitzt, sowie eine letzte Fmoc-Entschitzung durchgefuhrt, bevor die fertigen
Peptidarrays fur eine Serum Inkubation verwendet wurden. Die Verdinnung der
verwendeten Rheumaseren RA1-13 betrug fur dieses Experiment jeweils 1:100. Die
Seren wurden anonymisiert erhalten, wobei einige Informationen Uber
Konzentrationen von Antikorpern wie bspw. Anti-CCP oder Anti-RF, sowie teilweise
das Geschlecht und Alter der Patienten in Tabelle 25 (Anhang, Seite 181) einzusehen
sind. Zusatzlich wurde eine Inkubation mit zwei Seren von gesunden Individuen
durchgefihrt (Seren hC1 und hC2, engl.: healthy control, hC). Dies soll dazu dienen,
die Epitope, die durch die Rheumaseren identifiziert werden mit gesunden Seren
abzugleichen, um lediglich Epitope zu wahlen, die fir Rheumaseren spezifisch sind.
AbschlieBRend wurden die Peptidarrays zur Visualisierung gebundener
Serumantikorper mit dem Sekundarantikorper Anti-human-lgG-AF647, sowie dem

monoklonalen Antikdrper Anti-HA-Cy3 inkubiert.
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Abbildung 24: Fluoreszenzscan der Synthese von Peptiden aus der Literatur nach Rheumaseren und
Kontrollserum  (hC1) Inkubation (RA1-13) und  Sekundarantikdrper Inkubation  mit
Anti-human-IgG-AF647 und Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm.
Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm und 677 nm + 22,5 nm. PMT: 1,00 und 5,00. Auflésung: 5,00 um.
Maf3stab: 0,50 cm
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Abbildung 24 zeigt die Fluoreszenzscans der Peptidarrays nach den Serum- und
Antikorper-Inkubationen. Der Kontrollrahmen aus HA-Peptiden zeigt eine
durchschnittliche Fluoreszenzintensitat von ca. 30.000-40.000 a.u., wodurch ein
genereller Syntheseerfolg der Peptidarrays verzeichnet werden kann. Vereinzelt sind
einige Spots der Kontrollrahmen an einer Kante nicht zu erkennen, was auf eine
fehlerhafte Auflage der Dichtung bei der Inkubation zuriickzufiihren ist. Die Peptide zur
Analyse der Seren von Patienten mit RA sind hiervon nicht betroffen. Allgemein kann
eine unterschiedliche Anzahl der fluoreszierenden Peptidspots bei den Seren
beobachtet werden. Serum RA2, RA4, RA5 und RA11l besitzen dabei die hdchste
Anzahl an fluoreszierenden Peptidspots. Die Anzahl der Peptidspots nimmt bei den
Seren RA1, RA3, RA6, RA8 und RA12 im Vergleich leicht ab, jedoch sind trotzdem
diverse Signale detektierbar. Die geringste Anzahl an fluoreszierenden Peptidspots
besitzen die Seren RA7, RA9, RA10 und RA13. Im Allgemein ist ebenfalls eine starke
Variation in der maximalen Fluoreszenzintensitat zu beobachten, welche keinen
Einfluss auf die Anzahl der detektierten Spots hat. Insgesamt zeigen alle Seren zwar
eine variable Anzahl an den erhaltenen Signalen, jedoch konnten bei allen Seren
fluoreszierende Peptidspots detektiert werden, wodurch im Folgenden eine genaue
Auswertung und Vergleich der gebundenen Peptide stattfindet. Die Inkubation der
Kontrollseren hC1 und hC2 ergab keine detektierbaren Fluoreszenzemissionen der
untersuchten Peptidsequenzen. Daher werden diese Fluoreszenzscans nicht weiter
diskutiert und sind im Anhang (Abbildung 55) dargestellt. Somit wird geschlussfolgert,
dass alle erhaltenen Signale der Inkubation mit den Rheumaseren 1-13 potenziell fur

RA relevant sein konnten.

Fur die weitere Auswertung der erhaltenen Fluoreszenzemissionen wurden zunachst
jeweils die Mittelwerte aus den Duplikaten gebildet, sowie alle Signale eines Serums
auf dessen Intensitatsmaximum normiert. Dieses Vorgehen wurde fir jedes Serum
angewandt, um anschlieRend die Fluoreszenzemissionen aller Seren untereinander
zu vergleichen. Zur besseren Visualisierung der Signale wurde eine sog. Heatmap
(,Warmebild“) in Abhangigkeit der normierten Fluoreszenzintensitaten erstellt,
wodurch zusétzlich die Bindung der Antikdrper an identische Peptide besser betrachtet
werden kann. Ebenfalls wurde zur Reduzierung von Hintergrundsignalen als Mittelwert

der angelegten Farbskala das Quantil von 95 % verwendet.
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Serum Peptide A-Z

Normierte Fluoreszenzintensitat

0% Quantil 95% 100%

Abbildung 25: Heatmap der synthetisierten Peptide aus der Literatur sowie Inkubation mit
Rheumaseren. Die Fluoreszenzintensitaten wurden normierten auf das Intensitatsmaximum des

jeweiligen Serums.

Insgesamt ist eine relativ breite Verteilung der Signale tber alle Peptide zu erkennen,
wobei einige Seren die identischen Peptide binden. Mit Hilfe der Heatmap konnten 37
Peptide identifiziert werden, die von mindestens 3 verschiedenen Seren gebunden
wurden. Davon wurde 1 Peptid von sechs Seren, 10 Peptide von mindestens 5 Seren
und 18 Peptide von mindestens 4 Seren gebunden. Als Auswabhlkriterien zu weiteren
Analysen wurde priméar die Anzahl der Seren, die an eine gleiche Peptidsequenz
binden betrachtet, da hier eine potenziell gleiche oder ahnliche Antikorperstruktur
vorliegen konnte. Aulerdem kdnnten dadurch ggf. gleiche Bindungsmotive gebunden
werden, wodurch eine Gemeinsamkeit bei der Entstehung des (Rheuma) Antikorpers
bestehen konnte. Zudem wurde auch die Intensitdt der Fluoreszenzemission
berticksichtigt, um eine potenzielle hohe Bindungsspezifitdt von Antikérpern
einzubeziehen. Basierend auf diesen Aspekten wurden 11 Peptidsequenzen, welche

von mindestens vier Seren gebunden wurden, ausgewahlt (Tabelle 2).
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Tabelle 2: Bindung der Seren RA1-13 an ausgewdéhlte Peptidsequenzen 1-11. Die Bindung eines

Serums wurde in hellblau dargestellt.

Serum (RA)

Peptidsequenz Nr. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
AEFTGZHDAHLNGKG 1 X X X X X X
ALGHLDLSGNZLRKG 2 X X X X X
EEQEVSWTQYTQZKG 3 X X X X X
EFPSRGKSSSYSKQF 4 X X X X X
EGAEZGLSAIRGGGG 5 X X X X X
KIHAREIFDSRGNPT 6 X X X
LEGTTZLTRKGGGGG 7 X X X X X
LTTNGZFREHNAKGG 8 X X X X X
MAZHLREYQDLLNVK 9 X X X
PLTSFZQRKGGGGGG 10 X X X X X
YLQYTDETFZTTIEK 11 X X X X X
Die Peptidsequenzen AEFTGZHDAHLNGKG (1), ALGHLDLSGNZLRKG (2),

EEQEVSWTQYTQZKG (3), EFPSRGKSSSYSKQF (4), EGAEZGLSAIRGGGG (5),
LEGTTZLTRKGGGGG (7), LTTNGZFREHNAKGG (8) und PLTSFZQRKGGGGGG
(10) zeigen eine primare Bindung der Seren RA1-6. Die drei Peptidsequenzen
KIHAREIFDSRGNPT (6), MAZHLREYQDLLNVK (9) und YLQYTDETFZTTIEK (11)
zeigen die primére Bindung der Seren RA8-11. Des Weiteren ist ein haufiges Auftreten

von Citrullin (Z) in neun der elf Sequenzen aufféllig. Die Zuordnung der Sequenzen zu

den urspringlichen Proteinen sind aus der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 3: Ausgewéhlte Peptidsequenzen mit Zuordnung zum Ursprungsprotein sowie der Position

des substituierten Arginins durch Citrullin

Peptidsequenz Nr.  Originalsequenz Protein Position Cit
AEFTGZHDAHLNGKG 1 AEFTGZHDAHLNGK Apolipoprotein B R3020
ALGHLDLSGNZLRKG 2 ALGHLDLSGNZLRK Alpha-2-Globulin R175
EEQEVSWTQYTQZKG @ 3 EEQEVSWTQYTQZK  Rho-GTPase activating protein4 = R486
EFPSRGKSSSYSKQF 4 EFPSRGKSSSYSKQF | Fibrinogen alpha-Kette R573
EGAEZGLSAIRGGGG 5 EGAEZGLSAIR Apolipoprotein E R190
KIHAREIFDSRGNPT 6 KIHAREIFDSRGNPT Alpha-Enolase -
LEGTTZLTRKGGGGG @ 7 LEGTTZLTRK Apolipoprotein B R3386
LTTNGZFREHNAKGG @ 8 LTTNGZFREHNAK Apolipoprotein B R1689
MAZHLREYQDLLNVK = 9 MAZHLREYQDLLNVK | Vimentin R373
PLTSFZQRKGGGGGG 10 PLTSFZQRK Lamin-B-Rezeptor R61
YLQYTDETFZTTIEK 11 | YLQYTDETFZTTIEK Ceruloplasmin R81
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Substitutionsanalysen

Um spezifische Rickschlisse zu erhalten, welche Aminosauren fir die Bindung eines
oder mehrerer Antikérper essenziell sind und ob Gemeinsamkeiten in den Motiven
bestehen, wurden Substitutionsanalysen durchgefuhrt. Dabei soll vor allem auf
identische oder ahnliche Bindungsmotive geachtet werden, da durch ein ahnliches
Bindungsmotiv ein &ahnlicher Antikdrper in verschiedenen Seren vorhanden sein
konnte. Ebenfalls kénnte dann eine Gemeinsamkeit bei der Entstehung des
Antikoérpers in der Immunantwort bestehen. Aul3erdem konnte auch eine gleiche
genetische Mutation oder, in diesem Fall, eine posttranslationale Modifikation die
Ursache fur die Gemeinsamkeit der Antikdrper sein. Falls eine PTM fiur die Bindung
des Antikorpers essenziell ist, kbnnte diese die Ursache dafir sein, dass eine Bildung
von Antikorpern gegen korpereigenes Gewebe induziert wurde. Unter
Berlicksichtigung dieser Ansétze wurden Substitutionsanalysen der Peptide 1-11
durchgefuhrt. Hierbei wurde nacheinander jede Aminosaure der Peptidsequenz gegen
alle proteinogenen Aminoséauren und Citrullin ausgetauscht. Die Arraysynthese mit
den HA (Sequenz: YPYDVPDYAG) und Polio (Sequenz: KEVPALTAVETGAT)
Kontrollpeptiden wurde von der Firma PEPperPRINT GmbH durchgefiihrt. Diese
Peptide dienen haufig als Kontrollpeptide zur Validierung der Synthese, da
monoklonale Antikérper gegen HA Peptide kommerziell erhaltlich sind, wohingegen
die Mehrheit der humanen Seren bereits Polio Antikorper aufgrund von Impfungen
erhalten. Die bereits entschitzten Peptidarrays wurden mit den Seren RA1-6 bzw.
RA8-11 und RA13 (jeweils 1:100 Verdunnung) und anschlieend mit dem
Sekundarantikérper Anti-human-lgG-AF647 und dem monoklonalen Antikdrper
Anti-HA-Cy3 inkubiert. Dabei wurden die Substitutionsanalysen der Peptide 1-5, 7-8
und 10-11 mit den Seren RA1-6 inkubiert und die Substitutionsanalysen der Peptide
6, 9 und 11 mit den Seren RA8-11 und RA13. Im Folgenden werden die
Substitutionsanalysen gezeigt, welche ein potenzielles Bindungsmotiv (Epitop) der
Antikorper zeigen. Die Inkubationen der Peptidsequenzen 1-4, 8 und 10 zeigten keine
charakteristischen Fluoreszenzmuster und werden daher in der folgenden Auswertung
nicht diskutiert. Die vollstdndigen Fluoreszenzscans sind im Anhang (Abbildung
56-Abbildung 58, Seite 187-Seite 188) dargestellt.
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a) Sequenz 5: EGAEZGLSAIR
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Abbildung 26: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids EGAEZGLSAIR nach
Inkubation mit Serum RA1 und Sekundéarantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. MalRstab: 0,25 cm. B) Aminoséuren-Plot des Originalpeptids EGAEZGLSAIR (x-Achse).
Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz in Bezug

auf die ursprungliche Aminoséure (Intensitét 100 %) der Originalsequenz.

Abbildung 26A zeigt den Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids
EGAEZGLSAIR nach Inkubation mit Serum RAL. Links ist von oben nach unten die
Originalsequenz dargestellt. Von links nach rechts wird nacheinander eine Aminoséaure
der Originalsequenz durch alle 20 proteinogenen Aminosauren und Citrullin (Z2)
ausgetauscht. Anhand dieser Methode, sowie der Auswertung der
Fluoreszenzemission kann beurteilt werden, welche Aminosaure essenziell fur die
Bindung des Antikorpers ist. Sobald nur bei einer bestimmten Peptidvariante eine
Bindung des Antikdrpers erfolgt, kann diese Aminosaure in der Peptidsequenz als
essenziell angesehen werden. Teilweise kann diese Aminosaure auch durch eine oder
mehrere Aminosauren ausgetauscht werden, wodurch die Bindung des Antikdrpers
zwar noch spezifisch flr eine gewisse Anzahl an Aminoséuren ist, jedoch die
Bindungsspezifitat insgesamt sinkt. Zur besseren Evaluation der erhaltenen Signale
wurde die Fluoreszenzintensitdt der urspringlichen Aminosaure in der
Originalsequenz als 100 % angesehen (x-Achse) und in Korrelation mit den relativen
Intensitaten der substituierten Sequenzen (y-Achse) gesetzt (Abbildung 26B). Anhand
dieser Darstellung kann zusatzlich visualisiert werden, welche Aminosauren essenziell

fur die Bindung sind.
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Bei der Inkubation der Sequenz EGAEZGLSAIR mit Serum RA1 kann gezeigt werden,
dass die Aminosduren Glutaminsdure an Position 4 und Citrullin an Position 5
essenziell fur die Bindung des Antikorpers sind. Die urspringliche Aminosaure Glycin
an Position 6 der Sequenz zeigt zusatzlich eine starke Bindung von Prolin mit einer
relativen Intensitat von ca. 200 %, wodurch beide Aminosauren als essenziell
betrachtet werden kénnen. Alle anderen Aminosauren der Sequenz kdnnen durch
nahezu alle Aminosauren beliebig ersetzt werden und sind daher irrelevant fur die
Bindung des Antikoérpers. Somit konnte ein mogliches Bindungsmotiv E-Z-G/P fur
einen Antikérper sein. Die Bindung der relevanten Aminosauren ist zur besseren

Ubersicht ebenfalls in Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 4: Darstellung des Bindungsmotivs der Sequenz EGAEZGLSAIR fiir Serum RAL. Essenzielle
Aminosduren sind hellblau dargestellt. (x = alle Substitutionsvarianten fuhren zu einer

Antikdrperbindung; ! = Aminoséuren, die eine Antikbrperbindung verhindern)

Originale Aminosauresequenz
Serum E G A E Z G L S A | R
RA7 X X X E Z G,P X X X X X

Allerdings ist dieses Motiv mit drei Aminosauren ein sehr kurzes Motiv, wodurch die
Wahrscheinlichkeit fir ein spezifisches Motiv eventuell geringer sein koénnte.
Typischerweise liegt die Anzahl der am Epitop beteiligten Aminoséuren im Bereich von
5-15 Aminosaurenl!'®l, Dieser Bereich kann allerdings variieren, weshalb ein kleineres
Motiv nicht vollstandig ausgeschlossen werden kann. In einigen Féallen kdnnen die
Epitope auch eine gréRere Anzahl von Aminosauren umfassen, insbesondere bei
komplexen Strukturen oder dreidimensionalen Epitopen, wodurch sie auch mehrere
Bereiche umfassen kénnen. Die anderen eingesetzten Seren zur Inkubation zeigten
keine charakteristischen Fluoreszenzmuster. Um eine Beurteilung Uber die
Bindungseigenschaften von einem oder mehrerer Antikorper zu diskutieren, werden

zunachst die Inkubation der weiteren Sequenzen betrachtet.
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b) Sequenz 6: KIHAREIFDSRGNPT

A ACDEFGHIKLMNPQRSTVWYZ B 600% W

K A
| 500% F R L4
": w £ F
R 400% R . L .
F o F F

I 300% 5 C A C
F L z H
D i A [2]
s 200% T E s § H 2 ")

g S R v g D a T V
R ’ 8
G 100% & % é E—¥ E D R R g [
N ’j“ é % T v i Q \% % é :
: : § il f
T 0% N 'E g‘ 2 ﬁ % E ‘y z
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Abbildung 27: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids KIHAREIFDSRGNPT nach
Inkubation mit Serum RA11l und Sekundéarantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Aufldsung:
5,00 pm. MafR3stab: 0,25 cm. B) Aminoséuren-Plot des Originalpeptids KIHAREIFDSRGNPT (x-Achse).
Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz in Bezug

auf die urspriungliche Aminoséaure (Intensitéat 100 %) der Originalsequenz.

Die  Substitutionsanalyse der Sequenz KIHAREIFDSRGNPT zeigt ein
charakteristischen Fluoreszenzmuster bei der Inkubation mit Serum RA11 (Abbildung
27A). Allgemein sind die Signale die Substitutionsanalyse schwerer zu erkennen und
weist unregelmafige Strukturen der Spots auf, wodurch lediglich vage Aussagen Uber
das Bindungsmotiv getroffen werden kénnen. Dies kénnte einerseits an der Qualitat
der Arraysynthese liegen oder einer Kontamination der Inkubation, sowie an der
Konzentration und mdglichen schlechten Spezifitdt des Antikdrpers. Die Auswertung
des Aminosauren-Plots (Abbildung 27B) zeigt eine hohe relative Fluoreszenzintensitét
der Positionen 1-4, 7-8 und 11-15, sowie eine Anbindung von nahezu allen
Substitutionsvarianten. Lediglich die Aminoséuren Lysin, Glycin und Citrullin an den
Positionen 13-15 und die Aminosauren Lysin, Methionin und Leucin an Position 4
verhindern eine Bindung des Antikorpers. Die urspriingliche Aminoséure Arginin an
Position 5 kann durch die Aminosauren Threonin, Citrullin, Isoleucin und Histidin
substituiert werden. Glutaminsdure an Position 6 besitzt keine madglichen
Substitutionsvarianten und kann daher als essenziell betrachtet werden.
Asparaginsaure an Position 9 kann lediglich durch Valin und Glutaminsaure ersetzt
werden. Serin an Position 10 kann durch Alanin, Glutaminséure und Valin substituiert

werden.
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Die Darstellung dieses mdglichen Bindungsmotivs T/Z/R/I/H-E-x-x-VID/E-A/IE/IVIS ist
ebenfalls in Tabelle 5 zusammengefasst. Die anderen eingesetzten Rheumaseren

zeigten keine charakteristischen Fluoreszenzmuster dieser Sequenz.

Tabelle 5: Darstellung des Bindungsmotivs der Sequenz KIHAREIFDSRGNPT fir Serum RA11.
Essenzielle Aminosauren sind hellblau dargestellt. (x = alle Substitutionsvarianten fuhren zu einer

Antikérperbindung; ! = Aminosauren, die eine Antikdrperbindung verhindern)

Originale Aminosauresequenz
Serum K | H A R E I F D S R G N P T
RA11 X X X | IKML TZRIH E X | x  VDE AEVS WY IKGZ KGZ [KGZ

c) Sequenz 7: LEGTTZLTRK

A ACDEFGHIKLMNPQRSTVWYZ B

700% z

L K

E 600% N K
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T fo

T 400% . :

Z 300% I; & % K K

L 200% £ rg s ! z ? K :
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R b tihrc g
! A

K 0% : * & a i
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Abbildung 28: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids LEGTTZLTRK nach
Inkubation mit Serum RA2 und Sekundarantikorper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. MafRstab: 0,25 cm. B) Aminosauren-Plot des Originalpeptids LEGTTZLTRK (x-Achse).
Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz in Bezug

auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.

Die Substitutionsanalyse der Sequenz LEGTTZLTRK zeigt bei der Inkubation mit
Serum RA2 und RAG ein charakteristisches Fluoreszenzmuster. Der Fluoreszenzscan
der Inkubation mit Serum RA2 (Abbildung 28A) zeigt vermutlich ein Motiv in der Mitte
der Sequenz. Die genau Analyse Uber den Aminosauren-Plot (Abbildung 28B)
bestétigt die visuelle Vermutung. Die Aminosaure Citrullin an Position 6 ist essenziell

fur die Bindung des Antikoérpers und kann lediglich durch Lysin substituiert werden. Die
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Aminosaure Threonin an Position 8 kann lediglich durch Valin und Lysin ersetzt
werden. Die Positionen 1-5, 7, 9 und 10 besitzen eine deutliche Fluoreszenzintensitéat
bei allen Substitutionsvarianten. Daher konnte ein mdgliches Bindungsmotiv
ZIK-x-TIVIK sein konnte, welches tabellarisch in Tabelle 6 mit der Inkubation von

Serum RA6 zusammengefasst ist.

A ACDEFGHIKLMNPQRSTVWYZ B **

400%

L K
E 350% Li
G 300% H s
T 250% -
T s -
VA T " ) R
L 150% Q . é M -
T 100% L é § K T z L T R K
R w5 & i d
6 8
K 0% a ‘2/ g E/ @ w @ 2 g W
L E G T T Z L T R K

Abbildung 29: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids LEGTTZLTRK nach
Inkubation mit Serum RA6 und Sekundarantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. Malfstab: 0,25 cm. B) Aminosduren-Plot des Originalpeptids LEGTTZLTRK (x-Achse).
Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz in Bezug

auf die urspringliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.

Serum RAG6 besitzt ebenfalls ein charakteristisches Fluoreszenzmuster bei der
Substitutionsanalyse der Sequenz LEGTTZLTRK (Abbildung 29A). Visuell ist ebenfalls
ein Bindungsmotiv in der Mitte bzw. am Ende der Sequenz zu erkennen. Die Analyse
des Aminoséauren-Plots (Abbildung 29B) bekraftigt die Annahme durch die alleinige
Bindung der Aminosauren Citrullin an Position 6, Threonin an Position 8 und Lysin an
Position 10. Die Positionen 1-4 und 7 zeigen keine spezifischen Bindungspréaferenzen,
wobei in Position 7 die Antikérperbindung durch Prolin verhindert wird. Die
ursprungliche Aminosaure Threonin an Position 5 kann im Aminoséuren-Plot durch
Methionin und Serin substituiert werden, wobei die Signale der Peptidspots im
Fluoreszenzscan ebenfalls einige deutlich sichtbare Substitutionsvarianten zeigen.
Position 9 weist ein &hnliches Verhalten mit der Bindung der Aminosauren Arginin,
Methionin, Serin, Threonin und Tyrosin auf. Allerdings besteht in diesem Fall auch die

Vermutung, dass die Bindungsspezifitdt eher niedrig ausféllt. Somit ergibt die
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Inkubation mit RA6 ein potenzielles Bindungsmotiv: (T/M/S)-Z-x-T-(R/M/SIT/Y)-K. Die
Darstellung des Bindungsmotivs ist zum Vergleich mit dem Motiv von Serum RA2 in

Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Darstellung des Bindungsmotivs der Sequenz LEGTTZLTRK fur Serum RA2 und RAG6.
Essenzielle Aminosauren sind hellblau dargestellt. (x = alle Substitutionsvarianten filhren zu einer

Antikérperbindung; ! = Aminosauren, die eine Antikdrperbindung verhindern)

Originale Aminosauresequenz

Serum L E G T T Z L T R K
RA2 X X X X X ZK X TVK X
RAG6 STM Z P T YRMST [!DE] K

Anhand der tabellarischen Darstellung zeichnen sich Gemeinsamkeiten in den
Bindungsmotiven bei den Aminosauren Z in Position 6, sowie T in Position 8 ab. Die
Varianz in den Aminosauren des mdglichen Epitops sind vermutlich auf die hohe
Antikorpervielfalt zurickzufihren, die durch die somatische Rekombination der
Gensegmente der Antikorper entsteht(11. 1191 Zysatzlich kann durch die somatische
Hypermutation der kombinierten Gene, welche Mutationen durch Verénderung
einzelner Basen einfuhrt, das Antikdrperrepertoire erweitert werden*®3l, Diese hohe
Varianz begunstigt die hohe Antikorpervielfalt, sowie kleine Veranderungen der
Antikorperbindungsstellen. Bei der Betrachtung beider Motive, kdnnte ein mdgliches

gemeinsames Bindungsmotiv Z-x-T-x-(K) sein.
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d) Sequenz 9: MAZHLREYQDLLNVK

A ACDEFGHIKLMNPQRSTVWYZ B %%
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Abbildung 30: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids MAZHLREYQDLLNVK nach
Inkubation mit Serum RA10 und Sekundérantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. Malfstab: 0,25 cm. B) Aminosduren-Plot des Originalpeptids MAZHLREYQDLLNVK
(x-Achse). Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz

in Bezug auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.

Die Inkubation der Substitutionsanalyse der Sequenz MAZHLREYQDLLNVK mit
Serum R10 besitzt visuell ebenfalls ein charakteristisches Muster fir ein
Bindungsmotiv in der Mitte der Sequenz (Abbildung 30A). Die Analyse uber den
Aminosauren-Plot in Abbildung 30B zeigt ebenfalls eine Bindung aller Peptidvarianten
an den Positionen 1-7, sowie 9,11 und 14-15. Die urspringlichen Aminosaure Tyrosin
an Position 8 hat eine alleinige Fluoreszenzemission bei der originalen Aminosaure,
ebenso wie Asparaginsaure an Position 10, Leucin an Position 12 und Asparagin an
Position 13. Dadurch kénnten hier eventuell auch weitere Aminosauren substituiert
werden. Trotzdem ergibt sich ein mdgliches Bindungsmotiv: Y-x-D-x-L-N, welches in

der nachfolgenden Tabelle dargestellt ist.

Tabelle 7: Darstellung des Bindungsmotivs der Sequenz MAZHLREYQDLLNVK fir Serum RA10.
Essenzielle Aminosaduren sind hellblau dargestellt. (x = alle Substitutionsvarianten fuhren zu einer

Antikdrperbindung; ! = Aminosauren, die eine Antikérperbindung verhindern)

Serum M A z H L R E Y Q D L L N \% K
RA10 X X X X X X X Y X D X L N X X

74



Untersuchung verschiedener Krankheitsbilder mit Peptidarrays

e) Sequenz 11: YLQYTDETFZTTIEK
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Abbildung 31: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids YLQYTDETFZTTIEK nach
Inkubation mit Serum RA1 und Sekundarantikorper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. MaRstab: 0,25 cm. B) Aminosauren-Plot des Originalpeptids YLQYTDETFZTTIEK (x-Achse).
Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz in Bezug

auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.

Die Substitutionsanalyse der Sequenz YLQYTDETFZTTIEK zeigen bei der Inkubation
mit Serum RA1 und RAG6 ein charakteristisches Fluoreszenzmuster. Der
Fluoreszenzscan der Inkubation mit Serum RA1 (Abbildung 31A) besitzt allerdings bei
nahezu allen Peptidvariationen eine starke Fluoreszenzemission, weshalb die
Wahrscheinlichkeit eines Bindungsmotivs gering ist. Auch der Aminosauren-Plot
(Abbildung 31B) zeigt eine hohe Anzahl an mdglichen Substitutionsvarianten an den
Positionen 3-6 und 8-13, sowie 15. Die Aminosdure Tyrosin an Position 1 kann
lediglich durch Phenylalanin substituiert werden. Leucin an Position 2 kann durch
Methionin und Isoleucin ersetzt werden. Glutaminséure an den Positionen 7 und 14
kann jeweils durch Asparaginsdure substituiert werden. Die getroffenen Aussagen sind
allerdings durch die allgemeine hohe Fluoreszenzintensitat bei nahezu allen
Substitutionsvarianten mit Vorsicht zu betrachten. Die Zusammenfassung der
Beobachtungen, sowie dem mdglichen Bindungsmotiv Y/F-L/I/M-x-x-x-x-D/E ist mit der

Inkubation des Serums RAG6 in Tabelle 8 dargestellt.
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A ACDEFGHIKLMNPQRSTVWYZ B 200%

Y 180% v

(li 160%

Y 140% 5 X

T 120%

D ’ W

E 100% é § y—T+-Db 2 —F—2 —§——F—+—F—K

::- 80% E E Q E Vv g Y

3 M @ W

z 60% 2 S R ‘& H

T &] - L[ Z M R § s E

T 40% K 1 [‘ﬁl E g . lg E g

| 20% Z ¢ w ? L [@ &

E 0% w P i 5 “ ﬁ E % -
Y L QY T DETF Z2 T T | E K

Abbildung 32: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids YLQYTDETFZTTIEK nach
Inkubation mit Serum RA6 und Sekundarantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm = 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. MalRstab: 0,25 cm. B) Aminosauren-Plot des Originalpeptids YLQYTDETFZTTIEK (x-Achse).
Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz in Bezug

auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.

Die Inkubation der Substitutionsanalyse der Sequenz YLQYTDETFZTTIEK mit Serum
RA6 (Abbildung 32A) zeigt voraussichtlich ein Bindungsmotiv in der Mitte der Sequenz.
Auch die Auswertung durch den Aminosauren-Plot (Abbildung 32B) zeigt eine Bindung
aller Peptidvarianten an den Positionen 1-3, sowie 5 und 11-15, wobei die Substitution
von Prolin an Position 5 eine Bindung des Antikdrpers verhindert. Tyrosin an Position
4 kann lediglich ggf. durch Citrullin substituiert werden. Die Aminosauren
Asparaginsaure an Position 6, sowie Phenylalanin an Position 9 besitzen eine alleinige
Bindung der originalen Peptidvariante. Threonin in Position 8 kann durch Serin
substituiert werden. Citrullin an Position 10 kann durch Glutaminsaure ersetzt werden.
Glutaminsaure an Position 6 kann durch die Aminosauren Methionin, Tyrosin und
Leucin substituiert werden. Somit konnte ein mdgliches Bindungsmotiv
Y-x-D-E/M/Y/L-T-F-Z/E sein, welches mit der Inkubation von Serum RA1 in der

nachfolgenden Tabelle zusammengefasst ist.
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Tabelle 8: Darstellung des Bindungsmotivs der Sequenz YLQYTDETFZTTIEK fiir Serum RA1 und RAG.
Essenzielle Aminosauren sind hellblau dargestellt. (x = alle Substitutionsvarianten filhren zu einer

Antikdrperbindung; ! = Aminoséauren, die eine Antikérperbindung verhindern)

Serum Y L Q Y T D E T F Z T T | E K
RA1 YF | MIL X X X X ED X X X X X X DE X
RAG6 zY P D MEYL ST F ZE X X X X X

Die Inkubation mit den Seren RA1l und RA6 zeigt zwar ein Bindungsmotiv der
Inkubation von Serum RAG6, jedoch ist ein Bindungsmotiv bei Serum RA1l eher
unwahrscheinlich. Die Inkubation mit Serum RA1 besitzt insgesamt hoher
Fluoreszenzintensitaten nahezu aller Substitutionsvarianten, wodurch ein Motiv hier

eher unwahrscheinlich ist.

Bei der Betrachtung der vorangegangenen Experimente zur Untersuchung von
Bindungsstudien kann allgemein eine erfolgreiche Synthese von diversen Peptiden
aus der Literatur mit dem nano3D-Drucker verzeichnet werden. Zudem konnten die
posttranslationalen  Modifikationen  Citrullin, Homocitrullin,  Acetyllysin  und
Hydroxyprolin in die Peptidarrays integriert werden. Die Analyse der synthetisierten
Peptidarrays zum Screening von verschiedenen potenziell relevanten Peptiden der
rheumatoiden Arthritis mit 13 verschiedenen Patientenseren ergab eine hohe Anzahl
an gebundenen Peptiden. Unter Berticksichtigung der Suche eines Antikorpers, der
ein ahnliches Bindungsmotiv in mehreren Seren besitzt, wurden 37 Peptide
identifiziert, die von mindestens drei Seren von Patienten mit Rheumatoider Arthritis
gebunden wurden. AnschlieRend wurden 11 Peptide ausgewahlt, um die genauen
Aminosauresequenzen der Bindungsmotive der Antikérper Giber Substitutionsanalysen
zu ermitteln. Durch die Substitutionsanalysen konnten fiinf potenzielle Bindungsmotive
E-Z-G/P, T/Z/R/IIH-E-x-x-VIDIE-AIEIVIS, Z-x-T-x-K, Y/Z-x-D-LIM/Y/IE-T/S-F-Z/E,
Y-x-D-x-L-N der Peptide 5-7, 9 und 11 detektiert werden, welche in Tabelle 9

zusammengefasst sind.
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Tabelle 9: Zusammenfassung der detektierten méglichen Bindungsmotive. Die originalen Aminosauren

sind hervorgehoben.

Peptidsequenz Nr. Mégliches Bindungsmotiv Gebundene Seren
AEFTGZHDAHLNGK 1 - -
ALGHLDLSGNZLRK 2 - -
EEQEVSWTQYTQZK 3 - -
EFPSRGKSSSYSKQF 4 - -
EGAEZGLSAIR 5 E-Z-G/P RA1
KIHAREIFDSRGNPT 6 T/ZIRN/H-E-x-x-VID/E-AIE/IVIS RA11
LEGTTZLTRK 7 Z-x-T-x(-K) RA2 und RA6
LTTNGZFREHNAK 8 - -
MAZHLREYQDLLNVK 9 Y-x-D-x-L-N RA10
PLTSFZQRK 10 - -
YLQYTDETFZTTIEK 11 Y/Z-x-D-E(/LIM/Y)-TIS-F-Z/E (RA1 und) RA6

Die Motive der Peptide 5, 6 und 9 wurden jeweils durch einzelne, aber unterschiedliche
Patientenseren gebunden. Das Motiv von Peptid 11 wurde zwar von zwei Seren
gebunden, allerdings sind die Signale des ersten Serums durch eine hohe
Gesamtfluoreszenz nahezu aller Substitutionsvarianten nicht eindeutig zu
interpretieren. Daher kann hier nur von einem deutlichen Motiv eines Serums des
Peptids gesprochen werden. Die Tatsache, dass die Motive nur durch einzelne Seren
gebunden wurden, kann die urspriingliche Annahme eines gemeinsamen Antikdrpers
in mehreren Patientenseren nicht bestétigen. Nichtsdestotrotz konnten vier mégliche
Motive von einzelnen Seren identifiziert werden. Durch weitere Studien Uber eine
Ausweitung des Serenpools auf mehrere Patienten konnten weitere Erkenntnisse tber

die ausgewahlten Peptide und mégliche identische Motive erlangt werden.

Im Fall des Motivs der Sequenz 7 konnten Gemeinsamkeiten der zwei bindenden
Seren entdeckt werden, wodurch ein potenzielles gemeinsames Bindungsmotiv
vorhanden ist. Die Bindungsaffinitdt des AntikOrpers variiert leicht, wodurch die
maoglichen Substitutionen sich bei den Seren etwas unterscheiden. Allerdings konnten
die ursprunglichen Aminosauren in beiden Motiven der Seren detektiert werden,
wodurch hier die Spekulation eines &hnlichen Antikdrpers beider Seren besteht. Dieser
konnte ein gebildeter Autoantikbrper gegen rheumatoide Arthritis vom Immunsystems
sein und ware somit potenziell relevant fur die urspriingliche Annahme einer
gemeinsamen Ursache. Einerseits konnten durch gemeinsame Faktoren, wie

genetische Pradispositionen, Antigen Mimikry, Fehler in der Immunregulation,
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Umweltfaktoren  oder  Virusinfektionen die  Ausbildung von  &hnlichen
Autoimmunantikérpern beglnstigen. Andererseits kbnnte auch eine posttranslationale
Modifikation die Ursache fur die Ausbildung von Autoantikérpern gegen rheumatoide
Arthritis sein. Daher wurden ebenfalls speziell die Relevanz von PTMs in den
detektierten Epitopen betrachtet. In den Motiven der Peptide 5, 7 und 11 konnte jeweils
Citrullin (Z) als essenzielle Aminosaure fur die Antikdrperbindung entdeckt werden.
Dadurch besteht eine mogliche Relevanz von Citrullin in der Pathogenese der
rheumatoiden Arthritis. Hierbei konnte die posttranslationale Modifikation
maoglicherweise der Grund sein, weshalb sich Antikérper gegen das eigene Gewebe
bilden, da potenziell Citrullin als kérperfremd erkannt wird. Diese Annahme kann durch
weitere Studien mit mehr Patientenseren, sowie einer weiteren Auswahl an

diagnostischen Peptiden weiter erforscht werden.
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5.2 Untersuchung der Rolle von Citrullin in diagnostischen Peptiden fur

Rheumatoide Arthritis

Um die Bindungsstudien zur Erforschung der rheumatoiden Arthritis auszuweiten, soll
in Kooperation mit Prof. Dr. Reinhard Voll (Uniklinikum Freiburg) eine Inkubation von
Peptidsequenzen von citrulliniertem Kollagen Typ 2, sowie citrulliniertem Vimentin
durchgefiihrt werden. Kollagen Typ 2 ist ein wichtiges gelenkspezifisches Autoantigen
in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis. Durch die Citrullinierung von Kollagen
Typ 2 kobnnen Veranderungen in der Erkennung von immundominanten Epitopen
festgestellt werden!*®¥, Zudem treten ACPAs spezifisch in Kombination mit
citrulliniertem Kollagen Typ 2 auf und konnten so mit Rheumatoider Arthritis in
Verbindung gesetzt werden®>1971 AuRBerdem konnten auch spezifische Antikorper
gegen citrullinierte Sequenzen von Vimentin nachgewiesen werden['®l, Diese
Nachweise von Antikérper gegen citrulliniertes Kollagen Typ 2 und Vimentin sollen in
dieser Arbeit in Form von Peptidarrays ebenfalls weiter untersucht werden. Dabei soll
erneut vor allem die Antigen-Antikorper Bindungen bei mehreren Patientenseren
untersucht werden, um maogliche gemeinsame Bindungsmotive und ggf. identische
oder ahnliche Antikorper aufzudecken. Dadurch konnten die detektierten
Bindungsmotive mdglicherweise in Zukunft als diagnostische Marker fir rheumatoide
Arthritis dienen. Weiterhin sollen die detektierten Motive auf eine potenzielle Relevanz
von Citrullin untersucht werden, da die Moglichkeit besteht, dass eine PTM die
Ursache zur Ausbildung von Autoantikdrpern der rheumatoiden Arthritis sein kénnte.
Zur Untersuchung dieser Hypothesen sollen die citrullinierten Proteine in
Uberlappenden Peptidsequenzen synthetisiert werden und mit Seren von Patienten mit
Rheumatoider Arthritis inkubiert werden. Zusatzlich sollen diese Peptidarrays ebenfalls
mit Seren von Patienten mit dem Sjogrens Syndrom inkubiert werden, da das Sjogrens
Syndrom haufig in Kombination mit anderen rheumatischen Erkrankungen auftreten
kann[*°9, wodurch hier ebenfalls eine gemeinsamer oder ahnlicher Antikorper in Frage
kommen konnte. Moglicherweise kdnnte auch eine ahnliche Virusinfektionen die
Bildung eines ahnlichen Antikorpers bzw. einer Autoimmunreaktion hervorrufen(*?2,
Ebenso konnten diese Pathogene ahnliche Strukturen zu korpereigenen Antigenen
besitzen, wodurch eine Kreuzreaktion, sog. Molekulare Mimikry bzw. Antigen Mimikry,

ausgelost werden kann.
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5.2.1 Epitopmapping von citrulliniertem Kollagen zur Evaluierung von Antigen

Mimikry bei rheumatoider Arthritis

In einem ersten Experiment sollen zunachst citrulliniertes Kollagen Typ 2 synthetisiert
und mit den Rheumaseren RA7-13 inkubiert werden. Zusatzlich zu den Arrays mit
linearen Peptidsequenzen sollen auch Arrays mit zyklischen Peptidsequenzen
inkubiert werden. Durch die Zyklisierung soll der mdgliche Einfluss von anti-CCP
Antikodrpern erforscht werden, welche speziell an cyclische citrullinierte Peptide binden.
Des Weiteren besitzt Kollagen Typ 2 einen hohen Anteil einer dreifach-helikalen
Struktur, welche durch die Zyklisierung teilweise nachgeahmt werden konnte. Die
anti-CCP Antikdrper kdnnten somit andere Epitope, als die Inkubation der linearen
Peptide aufzeigen, weshalb auf Unterschiede und Gemeinsamkeiten im
Bindungsverhalten durch die konformationelle Anderung der Peptide geachtet werden
und mit den Ergebnissen des Bindungsverhaltens der Antikdrper an die linearen
Peptidarrays verglichen werden soll. Zusatzlich zu der Inkubation mit den
Rheumaseren, soll ebenfalls die Inkubation mit den Sjogrens Syndrom Seren
betrachtet werden. Hier soll ebenfalls beurteilt werden welche Unterschiede oder
Gemeinsamkeit zwischen den linearen und zyklischen Peptidarrays bestehen. Da das
Sjogrens Syndrom oft in Kombination mit rheumatischen Krankheiten auftritt, soll
abschlieBend ein Vergleich zu den Rheumaseren gezogen werden und beurteilt
werden, ob die gleichen Epitope durch Antikdrper gebunden werden und ggf. eine

mogliche Antigen Mimikry stattfindet.

Hierzu wurde das Protein in Peptidsequenzen von jeweils 15 Aminosauren aufgeteilt,
die jeweils eine Uberlappung von einer Aminosaure zur vorherigen Peptidsequenz
besitzen. Somit kann die komplette Aminoséuresequenz von Kollagen Typ 2
(Aminosauresequenz aus UniProt?%) in (iberlappenden Peptiden dargestellt werden.
Zudem wurden alle Arginine der Sequenz durch Citrulline ausgetauscht. Es wurden
aulBerdem zwei verschiedene Arraytypen synthetisiert, bestehend aus Peptiden mit
linearer Sequenzabfolge, sowie zyklisierte Peptide. Die zyklischen Peptide wurden
analog zu den linearen Peptiden synthetisiert und abschlielRend Uber eine Thioether
Zyklisierung einer N-terminalen Bromacetylgruppe mit der Thiolgruppe eines
C-terminalen Cysteins zyklisiert. Die Arraysynthese wurde von PEPperPRINT GmbH
durchgefiihrt. Die bereits entschitzten Syntheseoberflachen wurden mit den Seren
RA7-13 und SjS1-6 (1:100) und abschlieend mit dem Sekundéarantikorper
Anti-human-1gG-AF647 und dem monoklonalen Antikdrper Anti-HA-Cy3 inkubiert.
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Abbildung 33: Fluoreszenzscans des linearen (A) und zyklischen (B) Epitopmappings von Kollagen
Typ2 nach Inkubation mit den Seren RA7-13, sowie Sekundarantikérper Inkubation mit
Anti-human-IgG-AF647 und Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm.
Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm und 677 nm + 22,5 nm. PMT: 1,00 und 5,00. Auflésung: 5,00 pm.
Maf3stab: 0,50 cm
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Abbildung 33 zeigt die Fluoreszenzscans des linearen und zyklischen Epitopmappings
von citrulliniertem Kollagen Typ 2 nach der Inkubation mit den Rheumaseren RA7-13.
Zunachst werden die Seren einzeln betrachtet und hinsichtlich der Antikorperbindung
an die linearen und zyklischen Peptide verglichen. AnschlieRend erfolgt die Analyse
der Inkubation mit den SjS Seren, sowie deren Vergleich mit den RA Seren. Serum
RA7 besitzt eine nahezu identische Verteilung der Spotanzahl, sowie der
Fluoreszenzintensitaten bei den linearen und zyklischen Peptiden. Im unteren Dirittel
beider Scans sind jeweils zwei deutliche Banden mit mehreren Peptiden
nebeneinander zu erkennen. Durch die Synthese der Peptide in Uberlappenden
Peptidsequenzen zeigen mehrere Peptide nebeneinander eine Fluoreszenzemission,
da das Epitop in mehreren Peptiden vorhanden ist. Sobald das Epitop nicht mehr
vollstandig in der Peptidsequenz abgebildet wird, kann der Antikbper nicht mehr daran
binden und es wird keine Fluoreszenzemission detektiert. Dieses Signalmuster in
unmittelbarer Nahe bedeutet, dass hier eine Antigenbindestelle (Epitop) eines
Antikorpers vorliegt. Die Fluoreszenzintensitaten von Serum RA7 der linearen und
zyklischen Peptide liegen mit einem Maximum von 7.541 a.u. der linearen Peptide und

9.965 a.u in einem ahnlichen Bereich. der zyklischen Peptide.

Serum RAS8 besitzt ebenfalls eine &hnliche Verteilung der Fluoreszenzintensitaten,
allerdings sind bei den linearen Peptiden mehrere Banden zu erkennen. Auch das
Intensitatsmaximum von 6.970 a.u. der linearen Peptide betragt mehr als das Doppelte
des Intensitatsmaximums der zyklischen Peptide mit 2.285 a.u.. Diese Beobachtung
konnte mit der Bevorzugung des Serumantikorpers an lineare Bindungsstellen
begrindet werden. Somit kodnnte der Antikbrper keine oder nur geringe
Bindungsaffinitat zu den zyklischen Peptiden besitzen. Die zyklischen Peptide kdnnten
durch die kunstliche Zyklisierung nicht der nattrlichen Konformation des Proteins
entsprechen, wodurch die Antikorper ggf. nicht an die zyklischen Peptide binden.
Durch die &hnliche Fluoreszenzintensitat der jeweiligen HA- und Polio-Kontrollpeptide
der linearen und zyklischen Arrays, kann eine geringere Qualitat der Synthese der
zyklischen Arrays ausgeschlossen werden. Diese Beobachtung tritt auch in den
folgenden Analysen der Rheumaseren auf. Die Fluoreszenzscans des Serums RA9
zeigen ahnliche Eigenschaften wie der Scan des Serums RA8. Auch hier sind
vorrangig die identischen Peptide der linearen und zyklischen Peptide Uber die
Fluoreszenzemission detektierbar. Des Weiteren kdnnen bei den linearen Peptiden

potenziell mehr Epitope detektiert werden, als bei den zyklischen Peptiden. Die
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maximale Fluoreszenzintensitat von 20.698 a.u. der linearen Peptide ist zudem um
das Funffache hoher, als die der zyklischen Peptide mit 3.939 a.u.. Serum RA10 zeigt
bei den zyklischen Peptiden nur sehr schwer erkennbare Banden, wohingegen die
linearen Peptidbanden deutlicher zu erkennen sind. Diese Beobachtung spiegelt sich
auch im Intensitatsmaximum wider, welches bei den linearen Peptiden mit 14.711 a.u.
um ein Sechsfaches hoher ist als das Maximum der zyklischen Peptide mit 2.523 a.u..
Serum RA11l besitzt bei den linearen und den zyklischen Peptiden sehr viele
Peptidbanden, wovon auch eine Vielzahl an der identischen Position des jeweiligen
Arrays liegt. Allerdings ist auch hier die maximale Fluoreszenzintensitat der linearen
Peptide mit 34.401 a.u. um ein Vierfaches hoher als die der zyklischen Peptide mit
einer maximalen Intensitat von 8.249 a.u.. Serum RA12 zeigt bei den linearen
Peptiden viele deutliche Peptidbanden, wéhrend die Signale der zyklischen Peptide
kaum erkennbar sind. Diese Beobachtung wird ebenfalls durch das unterschiedliche
Intensitatsmaximum der zyklischen Peptide von 2.181 a.u. zu dem Maximum der
linearen Peptide von 21.776 a.u. unterstitzt. Ein &hnliches Verhalten der
Bindungseigenschaften ist ebenfalls bei den linearen und zyklischen Peptiden des
Serums RA13 zu sehen. Dies spiegelt sich ebenfalls in der maximalen Intensitat der
zyklischen Peptide, welche mit 1.845 a.u. um ein Finffaches niedriger ist, als das

Maximum der linearen Peptide mit 10.894 a.u..

Im Vergleich der Fluoreszenzscans der zyklischen Peptide mit denen der linearen
Peptide ist ein deutlich geringeres Intensitatsmaximum der zyklischen Arrays
Rheumaseren zu erkennen. Dadurch kann allgemein die Folgerung gezogen werden,
dass die linearen Peptide eine héhere Bindungsaffinitat der Antikdrper besitzen. Dies
konnte mdoglicherweise durch die sterische Hinderung durch die Zyklisierung
begriindet werden. Mdglichweise kdnnten einerseits die Peptide einen zu geringen
Abstand besitzen, dass ausreichend Serum- und Sekundarantikérper an die Peptide
binden konnen. Die natirliche Konformation des Proteins konnte zudem fir Epitope
an weit entfernten Aminosauren innerhalb des Proteins sorgen, welche mit der
Zyklisierung nicht nachgeahmt werden koénnen. Andererseits konnten die
Serumantikorper primér lineare Bindungsstellen bevorzugen und somit nur geringe
Bindungsaffinitat zu zyklischen Peptiden besitzen. Der Vergleich der detektierten
Epitope findet im Anschluss der Betrachtung der Inkubation der Sjégrens Syndrom

Seren statt, um eine bessere Vergleichbarkeit aller detektierten Signale zu erhalten.
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Abbildung 34: Fluoreszenzscans des linearen (A) und zyklischen (B) Epitopmappings von Kollagen
Typ2 nach Inkubation mit den Seren SjS1-6, sowie Sekundarantikbrper Inkubation mit
Anti-human-lgG-AF647 und Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm.
Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm und 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 1,00 und 5,00. Auflésung: 5,00 pum.
MafRstab: 0,50 cm
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Abbildung 34 zeigt die Fluoreszenzscans des linearen und zyklischen Epitopmappings
von citrulliniertem Kollagen Typ 2 nach der Inkubation mit den Sjogrens Syndrom
Seren SjS1-6. Zunachst werden die Seren einzeln betrachtet und hinsichtlich der
Antikérperbindung an die linearen und zyklischen Peptide verglichen. Serum SjS1
zeigt einige mogliche Antigenbindungsstellen der linearen Peptide, welche teilweise
auch im zyklischen Fluoreszenzscan zu erkennen sind. Allerdings sind im zyklischen
Array einige  Verunreinigungen zu sehen, ebenso wie eine hohe
Hintergrundfluoreszenz, wodurch auch die maximale Fluoreszenzintensitat bei
10.448 a.u. liegt. Die Verunreinigungen kdnnten ggf. durch die Inkubation oder durch
die Serumqgualitat begrtindet werden. Eine Beeintrachtigung der Synthesequalitat kann
durch die ahnlichen Fluoreszenzintensitaten der HA-Kontrollpeptide ausgeschlossen
werden. Die maximale Intensitat der linearen Peptide liegt bei 3.689 a.u. und ist somit

deutlich geringer, als die der zyklischen Peptide.

Serum SjS2 besitzt ebenfalls einige starke Peptidbanden des linearen Arrays, welche
schwach im zyklischen Peptidarray zu erkennen sind. Die maximale
Fluoreszenzintensitat der linearen Peptide liegt bei 4.309 a.u., wohingegen der
zyklische Peptidarray ein geringeres Intensitatsmaximum von 2.362 a.u. besitzt. Diese
Beobachtungen lagen ebenfalls bei den Inkubationen mit den Rheumaseren vor.
Deshalb wird die Vermutung einer bevorzugten Bindung der Antikdrper an lineare
Peptide bekraftigt. Zusatzlich sind bei dem zyklischen Peptidarray auch einige
Verunreinigungen und eine deutliche Hintergrundfluoreszenz zu erkennen. Serum
SjS3 besitzt ebenfalls einige gut erkennbare Peptidbanden, jedoch liegt die maximale
Fluoreszenzintensitat bei 1.891 a.u.. Die zyklischen Peptide besitzen eine etwas
hoéhere maximale Intensitat von 2.689 a.u. und die Peptidbanden befinden sich
hauptséchlich an den identischen Positionen wie Epitope der linearen Peptide. Serum
SjS4 zeigt im Fluoreszenzscans der linearen Peptidarrays einige schwach erkennbare
Peptidbanden mit einer maximalen Fluoreszenzintensitat von 11.509 a.u.. Zusétzlich
sind auch hier einige Verunreinigungen erkennbar, welche ebenfalls auch im
zyklischen Peptidarray vorhanden sind. Des Weiteren sind eine deutliche
Hintergrundfluoreszenz und schwach erkennbare Peptidbanden vorhanden, welche
sich hauptséachlich in den gleichen Positionen zu den linearen Peptiden befinden. Die
schwach erkennbaren Peptide des zyklischen Arrays kénnen mit der maximalen
Fluoreszenzintensitat begriindet werden, da diese bei 1.345 a.u. liegt. Der lineare

Peptidarray des Serums SjS5 besitzt ebenfalls einige gut erkennbare Peptidbanden
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und besitzt eine maximale Fluoreszenzintensitdt von 2.512 a.u.. Die zyklischen
Peptide sind hier allerdings kaum erkennbar, da eine starke Hintergrundfluoreszenz
und Verunreinigung besteht, wodurch hier keine deutliche Aussage uber die
Peptidbanden getroffen werden kann. Die maximale Fluoreszenzintensitat von
4.577 a.u. konnte durch die Verunreinigung oder durch ein gebundenes Peptid bedingt
sein. Serum SjS6 besitzt bei den zyklischen Peptiden ebenfalls eine hohere
Hintergrundfluoreszenz und keine erkennbaren Peptidbanden, wodurch mit dem
Intensitdtsmaximum von 1.932 a.u. keine deutlichen Aussagen getroffen werden
konnen. Lediglich die Ilinearen Peptide zeigen im unteren Bereich des
Fluoreszenzscans zwei starkere Peptidbanden mit einer maximalern Intensitat von
2.674 a.u..

Allgemein sind die Peptidbanden bei nahezu allen zyklischen Arrays der Sjégrens
Syndrom Seren durch eine schwache Intensitat gekennzeichnet. Auch die maximalen
Intensitaten der linearen Arrays sind mit einem Schnitt von ca. 2.000-3.000 a.u.
insgesamt eher schwach im Vergleich zu den Intensitdten der Peptidarrays der
Inkubation mit den Rheumaseren, welche das geringste Intensitdtsmaximum von
6.970 a.u. besitzen. Diese Beobachtung konnte auf die geringere
Antikorperkonzentration oder die Bindungsaffinitat der  Serumantikorper
zuruckzufiihren sein. Die insgesamt schwacheren Signale der zyklischen Peptidarrays
konnen ebenfalls bei der Inkubation mit den Rheumaseren beobachtet werden. Daher

liegt auch hier vermutlich eine Bevorzugung des Antikdrpers an lineare Epitope vor.

Im Folgenden soll ein Vergleich der Position der gefundenen linearen und zyklischen
Epitope, sowie ein Vergleich der Epitope der Rheumaseren und der Sjogrens Syndrom
Seren stattfinden. Zu dieser Auswertung wurden fur ein Serum jeweils alle Intensitaten
des Serums auf das Intensitditsmaximum des Serums normiert. Dieses Vorgehen
wurde fur alle Seren wiederholt, damit die gefundenen Epitope im gleichen Verhaltnis
innerhalb der unterschiedlichen Seren verglichen werden kénnen. Des Weiteren wurde
das 90 % Quantil der normierten Intensitdten berechnet und alle Werte gleich Null
gesetzt, die unter diesem Wert waren. Dadurch kann die grof3e Anzahl an detektierten
Fluoreszenzsignalen minimiert werden, wodurch lediglich die starksten und
relevantesten Intensitaten fur die Auswertung bertcksichtigt werden. Die erhaltenen
Daten werden in einer Heatmap dargestellt, wodurch alle Daten der linearen und
zyklischen Peptide uUber die normierten Fluoreszenzintensitaten verglichen werden

kdnnen.
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Abbildung 35: Heatmap der linearen (A) und zyklischen (B) citrullinierten Kollagen Typ 2 Peptide
(Lange: 1473 Peptidsequenzen) sowie Inkubation mit Rheumaseren (RA7-13) und Sjogrens Syndrom
Seren (SjS1-6). Die Fluoreszenzintensitdten wurden normierten auf das Intensitdtsmaximum des
jeweiligen Serums. Die blauen Rahmen entsprechen den Bereichen, die zur weiteren

Substitutionsanalyse ausgewahlt wurden.
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Die Auswertung aller erhaltener Intensitaten Uber die Heatmap (Abbildung 35) zeigt
die Darstellung der normierten Intensitaten aller Peptid fir jedes RA- und SjS-Serum.
Durch die Anordnung der Intensitaten der linearen (A) und zyklischen (B) Peptide
untereinander, kénnen die Signale jedes Peptids mit jedem Serum verglichen werden.
Dabei ist besonders auffallig, dass viele Positionen der Intensitaten der linearen
Peptide mit der Position der Intensitdten der zyklischen Peptide Ubereinstimmen,
wodurch das identische Epitop, ob linear oder zyklisch, von einem potenziell gleichen
oder ahnlichen Antikérper gebunden wird. Mit dem Ziel die Anzahl mogliche Epitope
einzugrenzen, wurden diese dahingehend beurteilt, wie viele Seren an méglichst viele
aufeinanderfolgende Peptide gebunden haben. Dabei konnten 15 Sequenzen
identifiziert werden, die von mindestens drei Seren und an sieben aufeinanderfolgende
Peptide gebunden haben. Einerseits konnte beobachtet werden, dass hauptsachlich
die gebundenen Antikorper an die linearen Peptide fir die meisten detektierten Epitope
in sieben aufeinanderfolgenden Peptide verantwortlich sind. Andererseits konnten
festgestellt werden, dass die Epitope der linearen Peptide Gberwiegend identisch mit
den Epitopen der zyklischen Peptide tUbereinstimmen. Zur weiteren Minimierung der
Signale auf die vielversprechendsten Epitope, wurde der Rahmen der
aufeinanderfolgenden Peptide auf 12 erweitert. Dadurch wird die Wahrscheinlichkeit
erhoht, dass ein Epitop mit einer hohen Bindungsaffinitat innerhalb des angelegten
Rahmens vorhanden ist. Ebenfalls wurde zur Vereinfachung Uberwiegend die
Bindungseigenschaften der linearen Peptide unter der Inkubation der Rheumaseren
bertcksichtigt, da diese ebenfalls die starksten Fluoreszenzintensitaten besitzen. Die
Heatmap der Seren, die an zwolf aufeinanderfolgende Peptide gebunden haben, ist in
Abbildung 36 dargestellt.

Anhand dieser Darstellung kdénnen die erhaltenen Signale auf ein essenzielles
Minimum begrenzt werden. Zur weiteren Analyse wurden hauptsachlich die
Peptidsequenzen gewahlt, die von maoglichst vielen Seren in dem festgelegten
Rahmen gebunden wurden. Zudem wurde berucksichtigt, dass die Epitope in den
Analysen der linearen und zyklischen Peptide enthalten sind, da diese sich
grof3tenteils in den Positionen decken. Ebenfalls wurde die zuvor analysierte
Fluoreszenzintensitat bertcksichtigt, die bei den linearen Peptidarrays am hdchsten

ausfiel.
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Serum Peptide Kollagen Typ 2
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Abbildung 36: Heatmap Anzahl der Signale an 12 aufeinanderfolgende Peptide der linearen (A) und
zyklischen (B) citrullinierten Kollagen Typ 2 Peptide (L&nge: 1473 Peptidsequenzen) sowie Inkubation
mit Rheumaseren (RA7-13) und Sjogrens Syndrom Seren (SjS1-6). Die blauen Rahmen entsprechen

den Bereichen, die zur weiteren Substitutionsanalyse ausgewahlt wurden.
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Zur weiteren Betrachtung der potenziellen Epitope mittels Substitutionsanalysen
wurden dann jeweils die Peptidsequenzen gewabhlt, die von den meisten Rheumaseren
gebunden wurden und die héchste addierte Gesamtintensitat der gebundenen Seren
besalRen. Diese sechs Peptidsequenzen sind in der folgenden Tabelle mit ihrer

jeweiligen Position im analysierten Protein aufgelistet.

Tabelle 10: Bindung der Seren RA7-13 und SjS1-6 an ausgewahlte lineare Peptide des citrullinierten

Kollagen Typ 2 Arrays zur Substitutionsanalyse mit ihrer jeweiligen Position im gemappten Protein

Serum (RA) Serum (SjS)

Peptidsequenz Nr. PositionimProtein 7 8 9 10 11 12 13 1 2 3 4 5 6
IGPPGEZGAPGNZGF 12 503 X X X X X X
ZGIVGLPGQZGEZGF 13 980 X X X X
KLCHPEWKSGDYWID 14 1287 X X X X X X X X X X X X X
ANVPKKNWWSSKSKE = 15 1329 X X X X X X X X X
GKWGKTVIEYZSQKT 16 1443 X X X X X X
GPEQEFGVDIGPVCF 17 1472 X X X X X X X

5.2.2 Untersuchung potenzieller Epitope von citrulliniertem Kollagen Typ 2

mittels Substitutionsanalysen

Die Untersuchung der  Peptidsequenzen IGPPGEZGAPGNZGF (12),
ZGIVGLPGQZGEZGF (13), KLCHPEWKSGDYWID (14), ANVPKKNWWSSKSKE
(15), GKWGKTVIEYZSQKT (16) und GPEQEFGVDIGPVCF (17) mit Hilfe von
Substitutionsanalysen soll uber die genaue Antigenbindungsstelle
(Aminosauresequenz) der Epitope der Serumantikdrper Aufschluss geben. Das
Vorhandensein von identischen Bindungsmotiven in verschiedenen Seren kodnnte
moglicherweise fur identische oder ahnliche Antikorper in den Patientenseren
sprechen. Ebenfalls soll beurteilt werden, ob Citrullin eine essenzielle Rolle fir die
Bindung des Antikorpers an das Epitop spielt. Diese posttranslationale Modifikation
konnte wiederum die Ursache dafir sein, dass Patienten mit rheumatoider Arthritis
Antikorper gegen korpereigenes Gewebe entwickeln. Dadurch konnte die PTM auch
eine Rolle bei der Verbesserung der Frihdiagnostik der Krankheit spielen, da hier
einfache Nachweisreaktionen entwickelt werden konnten, die neben den ACPASs,
spezifisch Citrullin erkennen. Mit Hilfe dieser Analysen kénnten ebenfalls potenziell
relevante Bindungsmotiv detektiert werden, die in der Pathogenese der rheumatoiden
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Arthritis eine Rolle spielen. Diese Bindungsmotive konnten dartber hinaus als
mdogliche diagnostische Marker fiur die Krankheit dienen. Ebenso kdnnte ein
gemeinsamer oder ahnlicher Antikorper bei Patienten der RA oder dem Sjogrens

Syndrom existieren, wodurch die Moglichkeit einer Antigen Mimikry besteht.

Fur die Untersuchung dieser Hypothesen wurden Substitutionsanalysen der Peptide
12-17 durchgefuhrt. Hierzu werden alle Aminosduren der originalen Peptidsequenz
durch alle 20 proteinogenen Aminoséure und Citrullin ausgetauscht, um potenzielle
Bindungsmotive zu erschliel3en. Die Arraysynthese der Substitutionsanalysen wurde
durch  PEPperPRINT  GmbH  durchgefihrt. Die  bereits entschitzten
Syntheseoberflachen wurden mit den Seren RA7-13, sowie Serum SjS5 (jeweils 1:100
Verdiinnung) und anschliel3end mit dem Sekundéarantikdrper Anti-human-1gG-AF647
und dem monoklonalen Antikérper Anti-HA-Cy3 inkubiert. Die Entscheidung, die
Substitutionsanalysen mit lediglich einem Serum der Patienten mit Sjoégrens Syndrom
(S)S5) zu inkubieren, beruht auf der HOhe wund der Eindeutigkeit der
Fluoreszenzintensitaten der Bindungsstudien. Die daraus resultierenden vollstandigen
Fluoreszenzscans sind im Anhang (Abbildung 59-Abbildung 60, S.190) dargestellt. Im
Folgenden werden lediglich potenziell relevante Substitutionsanalysen diskutiert und
in einem Diagramm visualisiert. Dazu wurden die erhaltenen Fluoreszenzintensitaten
der urspringlichen Aminosaure in der Originalsequenz auf 100 % gesetzt (x-Achse)
und in Korrelation mit den relativen Intensitaten der substituierten Sequenzen
(y-Achse) gesetzt. Anhand dieser Darstellung wird ersichtlich, welche Aminoséuren
essenziell fir die Bindung sind. Die Analyse der Sequenz 12 (IGPPGEZGAPGNZGF)
ergab keine charakteristischen Muster einer Substitutionsanalyse, weshalb hier keine
weitere Diskussion zu dieser Peptidsequenz stattfinden kann. Daher wird mit der

Analyse der Sequenz 13 begonnen.
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a) Sequenz 13: ZGIVGLPGQZGEZGF
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Abbildung 37: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids ZGIVGLPGQZGEZGF nach
Inkubation mit Serum RA9 und Sekundérantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm. Emissionsfilter: 582 nm = 37,5 nm und 677 nm %
22,5nm. PMT: 1,00 und 4,00. Auflésung: 5,00 um. Mafstab: 0,25 cm. B) Aminoséuren-Plot des
Originalpeptids ZGIVGLPGQZGEZGF (x-Achse). Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten
(y-Achse) der substituierten Peptidsequenz in Bezug auf die urspriingliche Aminosaure (Intensitat

100 %) der Originalsequenz.

Die Inkubation der Substitutionsanalyse der Sequenz ZGIVGLPGQZGEZGF besitzt
lediglich bei Serum RA9 ein charakteristisches Fluoreszenzmuster (Abbildung 37A).
Der Fluoreszenzscan zeigt in den ersten funf Aminosaurepositionen der Sequenz
einzelne Peptidspots, wodurch hier vermutlich ein Bindungsmotiv eines Antikdrpers
vorliegt. Die restlichen Aminosauren der Sequenz zeigen eine starke
Fluoreszenzintensitéat in allen Spots, wodurch hier alle Substitutionsvarianten zu einer
Bindung des Antikorpers fuhren. Die Auswertung Uber den Aminoséuren-Plot
(Abbildung 37B) bestétigt diese Beobachtungen, da die Positionen 6-15 der
Peptidsequenz eine sehr hohe relative Fluoreszenzintensitat zu den jeweiligen
ursprunglichen Aminosauren besitzen und somit fir die Antikérperbindung
substituierbar sind. Position 1 mit Citrullin, sowie Position 2 mit Glycin sind jeweils
essenzielle fur eine Bindung des Antikdrpers, da eine Substitution an diesen
Positionen zu einem Verlust der Affinitat des Antikdrpers fuhrt. Die Positionen 3,4 und
5 konnen durch mehrere Aminosauren substituiert werden, wodurch hier eine
geringere Bindungsaffinitat besteht, die Aminosauren jedoch trotzdem essenziell fur
eine Bindung des Antikérpers sind. Position 3 kann neben der urspringlichen

Aminosaure Isoleucin durch Serin, Citrullin, Tyrosin, Asparaginsaure und Valin
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substituiert werden. Das Valin Position 4 kann ebenfalls durch Tyrosin, Leucin, Citrullin
und Isoleucin substituiert werden und das Glycin in Position 5 zusatzlich durch Citrullin.
Somit ergibt sich ein mogliches Bindungsmotiv Z-G-S/Z/Y/NIDIV-YIVILIZII-ZIG,

welches auch in Tabelle 11 dargestellt ist.

Tabelle 11: Darstellung des Bindungsmotivs der Sequenz ZGIVGLPGQZGEZGF fir Serum RAO9.

Essenzielle Aminosauren sind hellblau dargestellt. (x = alle Substitutionsvarianten fuhren zu einer

Antikérperbindung)

Originale Aminosauresequenz
Serum z G I Y G L P G Q Z G E zZ G F
RA9 z G SZYIDV YVLZI G X X X X X X X X X X

b) Sequenz 14: KLCHPEWKSGDYWID

Die Substitutionsanalyse der Sequenz KLCHPEWKSGDYWID wurde von zwei
verschiedenen Seren, einem Rheumaserum (RA9) und einem Sjogrens Syndrom
Serum (SjS5) gebunden. Die Inkubation mit den anderen Seren zeigte keine

charakteristischen Fluoreszenzmuster.
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Abbildung 38: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids KLCHPEWKSGDYWID nach
Inkubation mit Serum RA9 und Sekundéarantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. Mal3stab: 0,25 cm. B) Aminosduren-Plot des Originalpeptids KLCHPEWKSGDYWID
(x-Achse). Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz

in Bezug auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.
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Der Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse der Sequenz KLCHPEWKSGDYWID
mit Serum RA9 (Abbildung 38A) besitzt fir nahezu alle Aminosauren an den
Positionen 1-9 eine sehr hohe Fluoreszenzintensitat. Die Positionen 10 und 11, sowie
13-15 sind hingegen Teil eines Bindungsmotivs, da lediglich eine oder wenige
Peptidvarianten Signale mit einer hohen Fluoreszenzintensitat zeigen und eine
Bindung des Antikorpers bedingen. Die weitere Auswertung Uber den
Aminosauren-Plot (Abbildung 38B) veranschaulicht die essenzielle Bindung der
Aminosauren Glycin in Position 10, Asparaginsaure (und Glycin) in Position 11, sowie
Asparaginsaure in Position 15. Eine Substitution der originalen Aminosaure
Tryptophan an Position 13 durch Phenylalanin und Arginin, sowie die Substitution von
Isoleucin an Position 14 durch Alanin und Serin, erh6hen die Affinitat zwischen
Antikorper und Epitop, wahrend Position 12 durch nahezu alle Aminosauren
substituiert werden kann. Jedoch verhindern die Aminosauren Cystein und Prolin eine
Antikérperbindung (<10 % der Intensitat der urspriunglichen Aminoséure). Somit
konnte ein potenzielles Bindungsmotiv G-G/D-x[!P,C]-R/W/F-D/T/I/A/S-D sein,

welches in Tabelle 12 mit der Analyse von Serum SjS5 zusammengefasst wurde.
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Abbildung 39: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids KLCHPEWKSGDYWID nach
Inkubation mit Serum SjS5 und Sekundarantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.

K L CH P E WK S G

Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. MalBstab: 0,25 cm. B) Aminosauren-Plot des Originalpeptids KLCHPEWKSGDYWID
(x-Achse). Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz

in Bezug auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.
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Der Fluoreszenzscan der Sequenz KLCHPEWKSGDYWID nach Inkubation mit Serum
SjS5 (Abbildung 39A) zeigt eine dhnliche Verteilung der Fluoreszenzintensitaten wie
die Inkubation des Serums RA9. Dabei kdnnen die Aminoséuren der Positionen 1-9
variabel substituiert werden, wohingegen in den Positionen 10-15 vermutlich ein
Bindungsmotiv vorliegt. Die Analyse des Aminosauren-Plots (Abbildung 39B) bestatigt
die Beobachtungen des Fluoreszenzscans. Die Positionen 10-15 zeigen allerdings
jeweils viele moégliche Substitutionen der originalen Aminoséaure. Glycin an Position 10
kann hauptsachlich durch Asparaginsaure, Tyrosin und Tryptophan substituiert
werden. Asparaginsaure an Position 11 kann ebenfalls durch Tyrosin, Prolin und Serin
ersetzt werden. Tyrosin an Position 12 kann durch Histidin, Phenylalanin, Tryptophan
und Alanin substituiert werden. An Position 13 liegt hingegen eine spezifische Bindung
zwischen dem Antikdrper und der Aminosaure Tryptophan vor, deren Affinitat lediglich
durch  eine  Substitution von  Asparaginsaure stark (443 % relative
Fluoreszenzintensitat) gesteigert werden kann. Isoleucin in Position 14 kann durch
nahezu alle Aminosauren ersetzt werden, jedoch nicht durch Glycin oder Lysin. Die
starkste Bindungsaffinitdit neben der urspringlichen Aminosaure, besitzen die
Aminosauren Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin und Asparaginsaure. Asparaginsaure
in Position 15 kann ebenfalls durch einige Aminosauren ersetzt werden, die hdchste
Bindungsaffinitat neben der originalen Aminosaure besitzen Valin, Tryptophan und
Tyrosin. Die Zusammenfassung der Analyse in Gegenuberstellung mit der Analyse der

Inkubation mit Serum RA9 ist im Folgenden tabellarisch dargestellit.

Tabelle 12: Darstellung des Bindungsmotivs der Sequenz KLCHPEWKSGDYWID fiir Serum RA9 und
SjS5. Essenzielle Aminosauren sind hellblau dargestellt. (x = alle Substitutionsvarianten fiihren zu

einer Antikdrperbindung; ! = Aminosauren, die eine Antikdrperbindung verhindern)

Originale Aminosauresequenz

Serum K L C€C H P E W K S G D Y w | D
RA9 X X X X X X X X X G GD ICP RWF IAS D
] IFWYD
SjS5 X X X X X X X X x  DYWG YPDS HFWAY WD 1GK] VDWY

Anhand der tabellarischen Zusammenfassung der detektierten Bindungen der
Aminosauren konnte hier moglicherweise ein gemeinsames Bindungsmotiv eines
Antikorpers vorliegen. Unter Betrachtung der gemeinsam vorliegenden Aminosauren
in beiden Seren, kénnte ein mdgliches Bindungsmotiv G-D-(x)-W-I-D sein. Durch das

Auftreten des mdglichen Motivs bei einem Serum mit rheumatoider Arthritis und dem

96



Untersuchung verschiedener Krankheitsbilder mit Peptidarrays

Sjogrens Syndrom konnte gegebenenfalls eine Gemeinsamkeit der beiden
Erkrankungen bei der Antikérperbildung vorliegen. Zur Verifizierung dieser These sind
allerdings weitaus mehr Analysen von verschiedenen Patientenseren, sowie die

Untersuchung der genauen Antikorperstrukturen notwendig.

c) Sequenz 15: ANVPKKNWWSSKSKE

Die Substitutionsanalyse der Sequenz ANVPKKNWWSSKSKE wurde von zwei
verschiedenen Rheumaseren, RA10 und RA13, gebunden. Die Inkubation mit den

anderen Seren zeigte keine charakteristischen Fluoreszenzmuster.

A ACDEFGHIKLMNPQRSTVWYZ B 30% W,
A w z L F
N 250%
N : .
P 200% 2 ﬂ ’ Q
% R
K
K |ﬁ g Q N ’gl
& w C K
N 150% g H ¥
W z ﬁ N z £
b 3 2/ V H .
w 9 :
00% @ N g N v s s kg W e
S N p M g / K D
: ERRRE A
K 50% P % C é
s 6 5 g e B R}
K ] 5
E 0% m
A NV P K KNWWS S K S K E

Abbildung 40: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids ANVPKKNWWSSKSKE nach
Inkubation mit Serum RA10 und Sekundarantikbrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. Malstab: 0,25 cm. B) Aminoséuren-Plot des Originalpeptids ANVPKKNWWSSKSKE
(x-Achse). Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz

in Bezug auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.

Der Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse der Sequenz ANVPKKNWWSSKSKE
nach der Inkubation mit Serum RA10 (Abbildung 40A) besitzt eine schwach
ausgepragte Fluoreszenzintensitat, jedoch kdnnte anhand des Fluoreszenzmusters
ein Bindungsmotiv in der Mitte bzw. Ende der Sequenz vorliegen. Die Auswertung tber
den Aminosauren-Plot (Abbildung 40B) zeigt ebenfalls eine Bindung des Antikodrpers
an alle Aminoséauren in Position 15, sowie eine Bindung aller Aminoséuren aul3er D
und E in den Positionen 1 und 3-9. Position 2 zeigt keinerlei Fluoreszenzintensitat in
allen Peptidspots, was vermutlich auf einen Fehler bei der Funktionalisierung der

Oberflache oder der Synthese des Peptidarrays zuriickzuftihren ist. Dieser Fehler
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taucht auch in einigen der folgenden Abbildungen auf und ist auch auf den
vollstandigen Fluoreszenzscans im Anhang (Abbildung 59-Abbildung 60, S.190) zu
sehen. Positionen 10 und 11 besitzen jeweils eine mdgliche Substitution der originalen
Aminosaure Serin durch Lysin und Citrullin. Lysin an Position 12 kann durch Histidin,
Serin, Valin, Isoleucin, Arginin, Citrullin und Leucin ersetzt werden. Serin an Position
13 kann durch alle Aminosduren auf3er Asparaginsaure, Glutaminsaure, Alanin,
Glycin, Prolin und Cystein substituiert werden, da hier keine ausreichende
Fluoreszenzintensitat detektiert werden kann. Lysin an Position 14 kann ebenfalls
durch alle Aminosauren auf3er Alanin, Threonin und Asparaginsaure ersetzt werden.
Die Darstellung der Analyse der Substitutionsanalyse ist ebenfalls mit der Analyse

durch die Inkubation des Serums RA13 in Tabelle 13 zusammengefasst.
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Abbildung 41: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids ANVPKKNWWSSKSKE nach
Inkubation mit Serum RA13 und Sekundarantikbrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. Malstab: 0,25 cm. B) Aminoséuren-Plot des Originalpeptids ANVPKKNWWSSKSKE
(x-Achse). Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz

in Bezug auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.

Die Inkubation der Substitutionsanalyse der Sequenz ANVPKKNWWSSKSKE mit
Serum RAL3 zeigt ebenfalls ein charakteristisches Fluoreszenzmuster (Abbildung
41A) mit einem mdglichen Bindungsmotiv am Ende der Peptidsequenz. Die
Auswertung Uber den Aminosauren-Plot (Abbildung 41B) bestatigt die Beobachtung
einerseits durch die Bindung aller méglicher Substitutionsvarianten in den Positionen

1-8 und 15. Position 9 zeigt neben der originalen Aminosaure Tryptophan eine weitere
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maogliche Substitution durch Arginin, Glutamin, Leucin, Lysin und Asparagin. Serin an
Position 10 kann ebenfalls durch Threonin, Methionin, Asparagin, Arginin, Glutamin
und Lysin ersetzt werden. Position 11 zeigt lediglich bei den Aminoséuren Serin und
Citrullin eine Antikdrperbindung, wahrend eine Substitution von Lysin an Position 12
durch Leucin, Isoleucin und Valin stattfinden kann. Serin an Position 13 kann ebenfalls
durch Threonin und Lysin ersetzt werden. Lysin an Position 14 ist ebenfalls essenziell
fur die Bindung des Antikorpers und kann lediglich durch Citrullin substituiert werden.
Die Zusammenfassung dieser Auswertung, sowie der Inkubation mit Serum RA10 ist

in der folgenden Tabelle dargestelit.

Tabelle 13: Darstellung des Bindungsmotivs der Sequenz ANVPKKNWWSSKSKE fiir Serum RA10 und
RA13. Essenzielle Aminoséuren sind hellblau dargestellt. (x = alle Substitutionsvarianten fihren zu einer

Antikérperbindung; ! = Aminosauren, die eine Antikdrperbindung verhindern)

Originale Aminosauresequenz

Serum A N V P K K N W W S S K S K E
RA10 X X X X X X X X X KZS ZKS HKSVIRZL IDEAGPC IATD X
RA13 x x X X X X X Xx  x TMNRSQ SZ KLI STK KZ X

Anhand der tabellarischen Zusammenfassung der moglichen Peptidvarianten der
Aminosauren der Inkubationen mit RA10 und RA13 kdnnte ein Bindungsmotiv eines
Antikorpers vorliegen. Unter Betrachtung der gemeinsamen Aminosauren, die fur eine

Antikérperbindung essenziell sind, konnte ein mogliches Motiv S-S/Z-K/L/I-S/T/K sein.
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d) Sequenz 16: GKWGKTVIEYZSQKT

Die Substitutionsanalyse der Sequenz GKWGKTVIEYZSQKT wurde Antikérpern aus
zwei verschiedenen Rheumaseren, RA10 und RA12, gebunden. Die Inkubation mit

den anderen Seren zeigte keine charakteristischen Fluoreszenzmuster.

A ACDEFGHIKLMNPQRSTVWYZ B s A N
G 500%
K
W

400%
G N
K G M
T 300% g
\Y
| ¢ F T
E 200% P ] H
Y P N @ '} A A
7 N N - ¥ a 3 .
s 100% @ K § g/ % \g/ v é y z s & «k

. 1
Q g " 8 g :
$ 0% 2 ﬁ w j
G K WG K TN I E Y Z S Q K T

Abbildung 42: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids GKWGKTVIEYZSQKT nach
Inkubation mit Serum RA10 und Sekundéarantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 pm. Maldstab: 0,25 cm. B) Aminoséuren-Plot des Originalpeptids GKWGKTVIEYZSQKT
(x-Achse). Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz

in Bezug auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.

Der Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse der Sequenz GKWGKTVIEYZSQKT
nach der Inkubation mit Serum RA10 (Abbildung 42A) besitzt ein ausgepréagtes
Fluoreszenzmuster mit einem maoglichen Bindungsmotiv in der Mitte der Sequenz. Die
Auswertung Uber den Aminosauren-Plot (Abbildung 42B) zeigt eine Bindung aller
Substitutionsvarianten an den Positionen 1-7 und 9, wobei Position 2 den zuvor
beschriebenen Defekt in der Synthese oder Funktionalisierung besitzt und somit keine
Fluoreszenzintensitat in allen Varianten hat. Isoleucin an Position 8 kann durch die
Aminosauren Glutamin, Valin, Asparagin, Leucin, Tryptophan und Histidin substituiert
werden. Tyrosin an Position 10 kann lediglich durch Alanin und Phenylalanin ersetzt
werden. Citrullin in Position 11 und Lysin an Position 14 ist essenziell fir die Bindung
des Antikdrpers und kénnen nicht substituiert werden. Serin an Position 12 kann durch
die Aminosauren Alanin, Methionin, Asparagin und Glycin ersetzt werden. Glutamin in
Position 13 zeigt eine hohe Anzahl an Substitutionsvarianten durch die Aminosauren
Isoleucin, Leucin, Arginin, Phenylalanin, Glycin, Threonin, Serin und Alanin. Threonin
an Position 15 kann durch die Aminosauren Lysin, Prolin, Serin und Alanin substituiert
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werden. Die Zusammenfassung der Auswertung ist mit der Inkubation des Serums
RA12 in Tabelle 14 dargestellt.
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Abbildung 43: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids GKWGKTVIEYZSQKT nach
Inkubation mit Serum RA12 und Sekundérantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Aufldsung:
5,00 um. Mafstab: 0,25 cm. B) Aminosauren-Plot des Originalpeptids GKWGKTVIEYZSQKT
(x-Achse). Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz
in Bezug auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.

Die Inkubation der Substitutionsanalyse der Sequenz GKWGKTVIEYZSQKT mit
Serum RA12 zeigt ebenfalls ein charakteristisches Fluoreszenzmuster (Abbildung
43A) mit einem maoglichen Bindungsmotiv in der Mitte der Peptidsequenz. Allerdings
ist die Fluoreszenzintensitat insgesamt deutlich geringer, wodurch auch die
Bestimmung eines Bindungsmotivs kritisch ist. Auch die Analyse lber den
Aminosauren-Plot (Abbildung 43B) zeigt eine Bindung aller Substitutionsvarianten an
den Positionen 1-10. Die originale Aminoséaure Citrullin an Position 11 zeigt allerdings
keine Fluoreszenzintensitat, wodurch eine Aussage uber die Bindungseigenschaften
hier kritisch betrachtet werden muissen. Serin an Position 12 kann durch die
Aminosauren Valin, Asparagin und Prolin substituiert werden. Die Aminosauren
Glutamin an Position 13, Lysin an Position 14 und Threonin an Position 15 zeigen
ebenfalls nicht eindeutige Signale, da die Spots eine verschwommene Textur besitzen.
Ebenfalls besitzen nahezu alle Peptidvarianten ein deutliches Fluoreszenzsignal,
wobei auch bei den schwéacheren Signalen ein hohes Hintergrundsignal detektierbar
ist. Daher ist eine Beurteilung der Antikdrperbindung des Serums RA12 dieser

101



Untersuchung verschiedener Krankheitsbilder mit Peptidarrays

Substitutionsanalyse nicht aussagekraftig. Die Bindungsereignisse der Inkubation der

Seren RA10 und RA12 sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 14: Darstellung des Bindungsmotivs der Sequenz GKWGKTVIEYZSQKT fir Serum RA10 und
RA12. Essenzielle Aminosauren sind hellblau dargestellt. (x = alle Substitutionsvarianten fiihren zu einer
Antikérperbindung; ! = Aminosauren, die eine Antikdrperbindung verhindern)

Originale Aminosauresequenz

Serum G K W G K T V | E Y Z S Q K T
RA10 X X X X X X X QVNILWH x AYF Z ASMNG ILRQFGTSA K KPSTA
RA12 X X X X X | X X X X X DE SVNP X X X

Anhand der tabellarischen Zusammenfassung der méglichen Substitutionsvarianten
der Aminosauren der Inkubationen mit RA10 und RA12 kann keine eindeutige
Aussage Uber ein gemeinsames Bindungsmotiv getroffen werden. Im Fall der
Inkubation mit Serum RA10 konnte unter Bertcksichtigung der voraussichtlich
relevantesten Aminosauren ein mogliches Bindungsmotiv Y/A/F-Z-S/IAIM/N/G-x-K

darstellen.
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e) Sequenz 17: GPEQEFGVDIGPVCF

Die Substitutionsanalyse der Sequenz GPEQEFGVDIGPVCF wurde von Antikdrpern
zwei verschiedener Rheumaseren, RA7 und RA8, gebunden. Die Inkubation mit den

anderen Seren zeigte keine charakteristischen Fluoreszenzmuster.
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Abbildung 44: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids GPEQEFGVDIGPVCF nach
Inkubation mit Serum RA7 und Sekundérantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm = 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. Malstab: 0,25 cm. B) Aminosauren-Plot des Originalpeptids GPEQEFGVDIGPVCF
(x-Achse). Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz

in Bezug auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.

Der Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse der Sequenz GPEQEFGVDIGPVCF
nach der Inkubation mit Serum RA7 (Abbildung 44A) besitzt ein ausgepréagtes
Fluoreszenzmuster mit einem mdoglichen Bindungsmotiv in der Mitte der Sequenz. Die
Auswertung Uber den Aminosauren-Plot (Abbildung 44B) zeigt an den Positionen 1-7,
sowie 11, 13 und 14 eine Bindung aller Substitutionsvarianten, wohingegen Position 2
den zuvor beschriebenen Defekt in der Synthese oder Funktionalisierung aufweist und
somit keine Fluoreszenzintensitat detektierbar ist. Valin an Position 8 kann zusatzlich
durch die Aminosduren Asparaginsaure, Isoleucin, Histidin, Glutamin, Prolin und
Arginin substituiert werden. Asparaginsaure an Position 9 ist dagegen essenziell fur
die Bindung des Antikdrpers und kann nicht substituiert werden. Isoleucin an Position
10 kann durch die Aminoséauren Arginin und Histidin ersetzt werden. Prolin an Position
12 zeigt ebenfalls eine Antikorperbindung allerdings durch die Substitution der
Aminosauren Glycin und Asparagin. Phenylalanin an Position 15 kann durch die

Aminosauren Isoleucin, Leucin, Tyrosin und Tryptophan substituiert werden. Die
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Zusammenfassung der Auswertung ist mit der Inkubation des Serums RA8 in Tabelle

15 dargestellt.
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Abbildung 45: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids GPEQEFGVDIGPVCF nach
Inkubation mit Serum RA8 und Sekundarantikorper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 4,00. Auflésung:
5,00 um. Malstab: 0,25 cm. B) Aminosauren-Plot des Originalpeptids GPEQEFGVDIGPVCF
(x-Achse). Korrelation der relativen Fluoreszenzintensitaten (y-Achse) der substituierten Peptidsequenz
in Bezug auf die urspriingliche Aminoséaure (Intensitat 100 %) der Originalsequenz.

Abbildung 45A zeigt den Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse der Sequenz
GPEQEFGVDIGPVCF nach der Inkubation mit Serum RA8. Anhand des Scans ist
allgemein eine hohe Intensitat aller Peptidvarianten zu erkennen. Auch die Auswertung
des Aminosauren-Plots (Abbildung 45B) bestatigt diese Beobachtung. Die Position 2
und 3 der Sequenz zeigen erneut den Defekt der in den vorherigen Analysen bereits

beschrieben wurde. Insgesamt kann hier kein Bindungsmotiv detektiert werden.

Tabelle 15: Darstellung des Bindungsmotivs der Sequenz GPEQEFGVDIGPVCF fur Serum RA7 und
RAS8. Essenzielle Aminosauren sind hellblau dargestellt. (x = alle Substitutionsvarianten fiihren zu einer

Antikérperbindung; ! = Aminoséuren, die eine Antikdrperbindung verhindern)

Originale Aminosauresequenz

Serum G P E Q E F G V D | G P \% C F
RA7 X X X X X X X DIHQPRV D RHI x GNP x X ILYFW
RA8 X X X X X X X X X X X X X X X

Anhand der tabellarischen Zusammenfassung der méglichen Substitutionsvarianten
der Aminosauren der Inkubationen mit RA7 konnte ein mogliches Bindungsmotiv
D/I/H/Q/P/R/IV-D-I/H/R-x-PIN/G-x-x-1/LIY/F/W sein. Die Analyse der Inkubation mit

Serum RAS8 ergab kein eindeutiges Bindungsmotiv.
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Insgesamt konnten durch die vorangegangenen Experimente zur Untersuchung von
Bindungsstudien an citrulliniertem Kollagen Typ 2 verschiedene Erkenntnisse erlangt
werden. Einerseits konnte eine héhere Fluoreszenzintensitat der linearen Peptidarrays
detektiert werden. Jedoch konnten keine relevanten Unterschiede zwischen den
linearen und zyklischen Epitopmappings gefunden werden. Aufgrund der grof3en
Anzahl an mdglichen Epitopen wurden sechs Peptidsequenzen, die von mindestens
drei Rheumaseren in 12 aufeinanderfolgenden Peptiden gebunden wurden,
ausgewahlt. Auf diese Weise sollten Antikorper identifiziert werden, die ein ahnliches
Bindungsmotiv in Seren verschiedener Patienten besitzen. Hierfir wurden die sechs
Peptide auf ihre genaue Aminoséauresequenz des Bindungsmotivs der Antikdrper tber
Substitutionsanalysen untersucht. Anhand dieser konnten funf potenzielle
Bindungsmotive Z-G-S/Z/YNIDIV-YIVILIZII-ZIG, G-D-(x)-W-I-D, S-S/Z-K/L/N-SITIK,
Y/A/F-Z-S/IAIMINIG-x-K, D/I/H/Q/P/R/V-D-1/H/R-x-PIN/G-x-x-1/L/Y/F/W der Peptide 12-

17detektiert werden, welche in Tabelle 16 zusammengefasst sind.

Tabelle 16: Zusammenfassung der detektierten mdglichen Bindungsmotive von citrulliniertem Kollagen
Typ 2. Die originalen Aminoséuren sind hervorgehoben.

Peptidsequenz Nr. Moégliches Bindungsmotiv Gebundene Seren
IGPPGEZGAPGNZGF 12 -

ZGIVGLPGQZGEZGF 13 Z-G-S/ZIYNIDIV-YINVILIZN-ZIG RA9
KLCHPEWKSGDYWID 14 G-D-(x)-W-I-D RA9 und SjS5
ANVPKKNWWSSKSKE 15 S-S/Z-K/L/I-SITIK RA10 und RA13
GKWGKTVIEYZSQKT 16 Y/AIF-Z-SIAIM/N/G-x-K RA10 (und RA12)
GPEQEFGVDIGPVCF 17 | D//HIQ/P/R/V-D-I/H/R-x-PIN/G-x-x-l/LIY/FIW RA7

Die Bindung der Motive der Peptide 13 und 17 erfolgte jeweils durch unterschiedliche
Patientenseren. Obwohl das Motiv von Peptid 16 von zwei Seren erkannt wurde, sind
die Signale des Serums RA12 aufgrund einer hohen Gesamtfluoreszenz nahezu aller
Substitutionsvarianten schwer zu deuten. Daher lasst sich hier lediglich von einem
klaren Motiv eines Serums fur das Peptid sprechen. Die Beobachtung, dass die Motive
nur durch einzelne Seren gebunden wurden, unterstitzt nicht die urspringliche
Hypothese eines gemeinsamen Antikdrpers in mehreren Patientenseren. Dennoch
konnten drei potenzielle Motive aus einzelnen Seren identifiziert werden. Weitere
Studien, die den Serenpool auf mehrere Patienten erweitern, kénnten zusatzliche
Erkenntnisse Uber die ausgewahlten Peptide und mogliche identische Motive liefern.
Im Fall der Motive der Sequenzen 14 und 15 konnten jeweils Gemeinsamkeiten
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bindender Antikorper aus zwei Seren entdeckt werden, wodurch jeweils ein
potenzielles gemeinsames Bindungsmotiv vorhanden sein kdnnte. Allerdings sind die
Fluoreszenzintensitaten nicht immer eindeutig, da die Fluoreszenzmuster bei den
Seren SjS5, RA10 und RA13 eher schwach ausgepréagt sind. Die Bindungsaffinitat
variiert ebenfalls in beiden Bindungsmotiven leicht, wodurch die mdglichen
Substitutionen sich bei den Seren etwas unterscheiden. Es konnten bei beiden
Motiven bei jeweils beiden Seren nicht bei allen Aminosduren die originalen
Aminosauren detektiert werden, wodurch hier vermutlich kein gemeinsamer Antikorper
gefunden werden konnte. Nichtsdestotrotz kdnnten die detektierten Motive jeweils von
einem Autoantikdrper gegen rheumatoide Arthritis erkannt worden sein. Durch die
zwar schwache, aber vorhandene Bindung mehrerer Seren kdnnte trotzdem eine
gemeinsame Ursache fir die Ausbildung der Antikorper bestehen. Ebenfalls konnte
die gemeinsame Bindung eines Motivs durch ein RA und ein SjS Serum gezeigt
werden, wodurch eventuell die gemeinsame Ursache einer Antigen Mimikry besteht.
Mdoglicherweise kénnte die Konzentration der AntikGrper im Serum zu niedrig sein.
Dies konnte einerseits an der Behandlung der rheumatoiden Arthritis durch
Immunsuppressiva liegen. Andererseits sind bei allen Patienten die Seren zu einem
spaten Zeitpunkt der Krankheit entnommen worden (>12 Monate). Dadurch kénnte
ebenfalls eine geringere Konzentration der Antikorper im Korper vorhanden sein, die

maoglicherweise die Autoimmunkrankheit zu Beginn ausgelost haben.

Eine mogliche Ursache fir die Bildung von Autoantikbrpern konnte die
posttranslationale Modifikation Citrullin sein. Bereits in Kapitel 5.1 konnte Citrullin in
drei Motiven als essenzielle Aminosaure beobachtet werden. Auch in diesem
Experiment konnte Citrullin als essenzielle Aminosaure fur die Antikérperbindung der
Motive der Peptide 13 und 16 entdeckt werden. Dadurch wird die Hypothese einer
relevanten Rolle von Citrullin in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis bestarkt.
Hierbei konnte die posttranslationale Modifikation mdglicherweise der Grund sein,
weshalb sich Antikdrper gegen das eigene Gewebe bilden, da potenziell Citrullin als
korperfremd erkannt wird. Diese Annahme kdnnte durch weitere Studien mit mehr
Patientenseren und mehr Peptidarray-Screenings weiter erforscht werden. Zudem
konnte auch eine genaue Analyse Uber die Struktur der bindenden Antikorper
durchgefiihrt werden, um herauszufinden, ob diese eine &hnliche Struktur in den

verschiedenen Seren besitzen.
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5.2.3 Erforschung des Einflusses der Frihdiagnostik von rheumatoider
Arthritis

Die vorangegangenen Experimente zur Erforschung der rheumatoiden Arthritis
konnten bereits verschiedene Erkenntnisse zu den durchgefuhrten Bindungsstudien
aufzeigen. Einerseits konnten einige Bindungsmotive detektiert werden, die
hauptséchlich von jeweils einem Rheumaserum bzw. dessen Antikérper gebunden
wurden. Ebenfalls konnten drei Motive aufgedeckt werden, die von zwei
verschiedenen Seren bzw. deren enthaltenen Antikorpern gebunden wurden und
teilweise gemeinsame Aminosauren im Motiv binden. Ebenfalls konnte die
posttranslationale Modifikation Citrullin in einigen Motiven als entscheidende
Aminosaure der Antikorperbindung identifiziert werden. Durch diese Erkenntnisse
konnte einerseits die Annahme bekraftigt werden, dass ein gemeinsamer
Autoantikorper in mehreren Seren vorhanden ist. Andererseits kdnnte die Ausbildung
der potenziell &hnlichen Antikoérper, sowie der Antikorper, die spezifisch Citrullin im
Motiv binden, einen gemeinsamen Ausldser, die PTM Citrullin, besitzen. Diese kdnnte
maoglicherweise die erste Reaktion der Immunantwort auslésen, dass Antikdrper gegen

korpereigenes Gewebe gebildet werden.

Um diese These weiter zu untersuchen, sollen im folgenden Experiment Inkubationen
mit Patientenseren durchgefihrt werden, die in einem frihen Stadium der
rheumatoiden Arthritis (<12 Monate) diagnostiziert wurden. Zum einen kdnnten hiermit
bereits detektierte Epitope erneut gebunden werden und ggf. durch eine hohere
Antikdrperkonzentration im Frihstadium eindeutigere Signale in den Bindungsstudien
aufgezeigt werden. Die bisher detektierten Bindungsmotive konnten nicht immer
eindeutig  charakterisiert werden, was durch die potenziell hdhere
Antikorperkonzentration im Frihstadium eventuell verbessert werden konnte.
Allgemein liefern Studien keine eindeutigen Schliisse zu den
Antikdrperkonzentrationen des Rheumafaktors (RF) und ACPAs hinsichtlich der
Auswirkungen auf die Krankheitsaktivitat?°ll. Einige Studien haben festgestellt, dass
ein positiver Rheumafaktor (RF) und/oder ACPA, insbesondere bei hohen Titern, unter
anderem mit einem aggressiveren  Krankheitsverlauf, einer erhdhten
Krankheitsaktivitat und niedrigeren Remissionsraten in Verbindung steht[202-206]
Andere Studien zeigen wiederum einen Zusammenhang zwischen einer positiven
ACPA Konzentration und geringeren Krankheitsaktivitaten[297-2981, |nsgesamt besteht
jedoch eher die Tendenz eines schlechteren Krankheitsverlaufs bei hohen RF
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und/oder ACPA Titern bei einer Diagnose im Friihstadium[?°®, Dariiber hinaus gibt es
auch eine 2023 publizierte Studie, welche zeigt, dass ACPA-positive Personen ohne
eine entzindliche Arthritis in einem sog. ,Risiko“-Zustand sind, welcher mit einer
komplexen Dysregulation des Immunsystems verbunden ist?%, Zudem konnten in der
Studie hohe Antikorpertiter gegen citrullinierte Peptide bei Patienten in dem
»Risiko“-Zustand, sowie Patienten mit friher RA festgestellt werden. In Bezug auf die
vorangegangenen Ergebnisse, sowie die potenziell wichtige Rolle von hoheren
Antikorperkonzentrationen in einem frihen Stadium der rheumatoiden Arthritis, sollen
weitere Bindungsstudien zu diagnostischen Peptiden durchgefihrt werden. Dabei soll
eine Inkubation mit drei Patientenseren mit friher RA (RA14-16), sowie zwei Seren
von gesunden Patienten (engl.: healthy control, hC1-2) durchgefihrt werden. Zudem
sollen erneut die citrullinierten Peptide von Kollagen Typ 2 mit den Seren inkubiert

werden, um mogliche Gemeinsamkeiten in den Bindungsmotiven zu detektieren.

Dabei sollen vor allem die bereits per Substitutionsanalyse analysierten
Peptidsequenzen 12-17 erforscht werden und auf Steigerungen in den
Fluoreszenzintensitaten beurteilt werden. AuRerdem sollen potenzielle neue Epitope
durch die Inkubation der frihen RA Seren berlcksichtigt werden. Mdglicherweise
konnten durch die Seren aus dem Frihstadium andere Peptidsequenzen gebunden
werden, die durch eine ,Erstreaktion® des Koérpers gebunden werden und in einem
spateren Verlauf nicht mehr auftreten. Des Weiteren soll ebenfalls citrulliniertes
Vimentin in Uberlappenden Peptidsequenzen in Peptidarrays mit den Seren inkubiert
werden. Vimentin wurde als diagnostisches Peptid hinzugezogen, da bereits
spezifische Antikdrper gegen citrullinierte Sequenzen von Vimentin nachgewiesen
werden konnten, wodurch potenzielle weitere Bindungsmotive detektiert werden

konnen(198l,

Fur dieses Vorhaben wurden die Proteine erneut als Peptidsequenzen von jeweils
15 Aminosauren mit jeweils einer Uberlappung von einer Aminosaure zur vorherigen
Peptidsequenz abgebildet. Somit konnte die vollstandige Aminoséduresequenz von
Kollagen Typ 2 (Aminosauresequenz aus UniProt?%) und Vimentin
(Aminosauresequenz aus UniProt?) in tiberlappenden Peptiden dargestellt werden.
Zudem wurden alle Arginine der Sequenz durch Citrullin ausgetauscht. Die
Arraysynthese, sowie die Synthese der Kontrollen der HA und Polio Peptide, wurde
von der Firma PEPperPRINT GmbH durchgefuhrt. Die bereits entschitzten

Syntheseoberflachen wurden mit den Seren RA14-16 und den Kontrollseren von
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gesunden  Patienten hC1-2 (1:100), sowie dem  Sekundarantikdrper

Anti-human-1gG-AF647 und dem monoklonalen Antikdrper Anti-HA-Cy3 inkubiert.
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Abbildung 46: Fluoreszenzscans des Epitopmappings von citrulliniertem Kollagen Typ2 und Vimentin
nach Inkubation mit den Seren RA14-16, den gesunden Kontrollseren hCl und hC2, sowie
Sekundéarantikdrper Inkubation mit Anti-human-IlgG-AF647 und Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter:
Anregung: 532 nm und 635 nm. Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm und 677 nm = 22,5 nm. PMT: 1,00

und 7,00. Auflésung: 5,00 um. Maf3stab: 0,50 cm
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Die Fluoreszenzscans in Abbildung 46 zeigt die Epitopmappings von citrulliniertem
Kollagen Typ 2, sowie citrulliniertem Vimentin nach der Inkubation mit den
Rheumaseren RA14-16, sowie den Kontrollseren hC1-hC2. Serum RA14 zeigt in der
unteren Hélfte des Epitopmappings einige deutlich erkennbare Peptidbanden mit einer
maximalen Fluoreszenzintensitat von 21.253 a.u.. Diese nebeneinander gebundenen
Peptide sind charakteristisch fur eine potenzielle Antigenbindestelle (Epitop) eines
Antikorpers. Serum RA15 besitzt hingegen deutlich erkennbare Peptidbanden im
oberen Bereich des Peptidarrays mit einer maximalen Fluoreszenzintensitat von
14.393 a.u.. Im Vergleich zu Serum RA14 werden hier tendenziell andere Peptide
gebunden, was im Folgenden in einer genaueren Analyse betrachtet wird. Serum
RA16 besitzt, ahnlich wie Serum RA14, eher Peptidbanden im unteren Bereich des
Peptidarrays. Allerdings ist die maximale Fluoreszenzintensitdt mit 6.458 a.u.
insgesamt geringer als die Intensitéat der Seren RA14 und 15. Die beiden Kontrollseren
hCl und hC2 zeigen uberwiegend einzelne fluoreszierende Peptidspots als
Peptidbanden. Daher liegen hier voraussichtlich kaum bzw. nur vereinzelte Epitope
vor. Die maximale Fluoreszenzintensitat beider Kontrollseren liegt in einem ahnlichen
Bereich von 6.458 a.u. (hC1) und 8.371 a.u. (hC2).

Zu genauen Auswertung wurde jeweils fur ein Serum das Intensitatsmaximum
bestimmt, sowie alle anderen Intensitaten auf das Intensitditsmaximum des Serums
normiert. Dieses Vorgehen wurde fur alle Seren wiederholt, damit die gefundenen
Epitope im gleichen Verhéltnis innerhalb der unterschiedlichen Seren verglichen
werden kdnnen. Des Weiteren wurde das 90 % Quantil der normierten Intensitaten
berechnet und alle Werte gleich Null gesetzt, die unter diesem Wert waren. Dadurch
kann die groBe Anzahl an detektierten Fluoreszenzsignalen minimiert werden,
wodurch lediglich die starksten und relevantesten Intensitaten fur die Auswertung
beriicksichtigt werden. Die erhaltenen Daten werden in jeweils einer Heatmap von
citrulliniertem Kollagen Typ 2 (Abbildung 47) und citrulliniertem Vimentin (Abbildung
48) dargestellt, wodurch alle Daten der Rheumaseren RA14-16 und der Kontrollseren
hC1 und hC2 tber die normierten Fluoreszenzintensitaten verglichen werden kénnen.
Zusatzlich sind in der Heatmap von citrulliniertem Kollagen Typ 2 (Abbildung 47) die
Peptide hellblau umrandet, die zuvor bereits in Kap. 5.2.2 analysiert wurden

(Peptidsequenzen 12-17).
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Abbildung 47: Heatmap von citrullinierten Kollagen Typ 2 Peptide (Lange: 1473 Peptidsequenzen)
sowie Inkubation mit Rheumaseren (RA14-16) und Kontrollseren (hC1-2). Die Fluoreszenzintensitéten
wurden normierten auf das Intensitditsmaximum des jeweiligen Serums. Die blauen Rahmen

entsprechen den Peptiden 12-17, die in Kap. 5.2.2 bereits ndher analysiert wurden.

Die Auswertung aller erhaltener Intensitaten tber die Heatmap (Abbildung 47) von
citrulliniertem Kollagen Typ 2 zeigt die Darstellung der normierten Intensitat jedes
erhaltenen Peptids fur jedes RA und hC Serum. Die Anordnung der Intensitaten
untereinander ermdglichen einen direkten Vergleich der Signale jedes Peptids mit
jedem Serum. Dabei ist einerseits auffallig, dass die eingesetzten Rheumaseren aus
dem Frihstadium einige gemeinsame mogliche Epitope besitzen, allerdings sind diese
nicht so eindeutig bzw. identisch wie zunachst angenommen. Andererseits zeigen
einige Kontrollseren ahnliche Banden zu manchen mdglichen Epitopen. Des Weiteren
kdnnen ebenfalls Signale der Rheumaseren bei den Peptiden 12-17 detektiert werden,
die bereits in Kap. 5.2.2 naher betrachtet wurden. Dabei wurden die Sequenzen 12-14,
sowie 16-17 jeweils durch ein Rheumaserum gebunden. Die Peptidsequenz 15
(ANVPKKNWWSSKSKE) wurde von allen drei eingesetzten Rheumaseren gebunden,

wodurch hier méglicherweise ein gemeinsames Bindungsmotiv vorliegen kénnte.

Neben den bereits analysierten Peptiden, konnten insgesamt 10 weitere Peptide zu
Kollagen Typ 2 identifiziert werden, die mdglicherweise ein relevantes Bindungsmotiv
eines Antikorpers besitzen konnten. Davon wurden zwei Sequenzen durch zwei

Rheumaseren gebunden, wodurch wiederum die Mdéglichkeit eines gemeinsamen
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Antikorpers besteht. Diese Erkenntnisse sind zusammen mit der Analyse der Heatmap

von citrulliniertem Vimentin aus der folgenden Abbildung in Tabelle 17 dargestellit.

Serum Peptide Vimentin

RA14
RA15
RA16
hC1
hc2

300 600 900

Normierte Fluoreszenzintensitat

H -
0% Quantil 90% Quantil 95%

Abbildung 48: Heatmap von citrullinierten Vimentin Peptide (Lange: 914 Peptidsequenzen) sowie
Inkubation mit Rheumaseren (RA14-16) und Kontrollseren (hC1-2). Die Fluoreszenzintensitaten wurden

normierten auf das Intensitatsmaximum des jeweiligen Serums.

Die Heatmap (Abbildung 48) von citrulliniertem Vimentin zeigt die Darstellung der
normierten Intensitaten jedes erhaltenen Peptids fur jedes RA und hC Serum.
Insgesamt sind im Vergleich zu citrulliniertem Kollagen Typ 2 eine deutlich hohere
Anzahl an detektierten Signalen zu beobachten. Dabei besitzt Serum RA14 visuell die
meisten Peptidbanden, wohingegen Serum RA15 nahezu keine mdglichen Epitope
aufzeigt. Serum RA16 zeigt einige gemeinsame Peptidbanden zu Serum RA14, wobei
die Fluoreszenzintensitdten bei Serum RA16 deutlich geringer ausfallen. Die
Kontrollseren zeigen ebenfalls eine Vielzahl an Signalen, allerdings sind die Mehrheit
der Signale in den Fluoreszenzintensitdten geringer und dadurch vernachlassigbar.
Fur die weitere Analyse moglicher Epitope wurden einerseits die generelle Anzahl an
gebundenen aufeinanderfolgenden Peptiden (mindestens 5) betrachtet, sowie die
Anzahl der gebundenen Seren. Dadurch werden irrelevante Signale ausgeschlossen
und lediglich mdgliche relevante Epitope betrachtet. Zudem werden somit besonders
die Epitope betrachtet, die durch einen méglichen gemeinsamen Antikdrper gebunden
werden. Insgesamt konnten 14 Peptide identifiziert werden, die ein potenzielles Epitop
besitzen, Davon wurden funf Peptide von jeweils zwei Rheumaseren gebunden und
ein Peptid durch alle drei Rheumaseren. Das Bindungsverhalten der Antikérper an
citrulliniertes Vimentin, sowie die an citrulliniertes Kollagen Typ 2 sind in Tabelle 17

Zusam mengefasst.
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Tabelle 17: Zusammenfassung der méglichen Epitope von citrulliniertem Kollagen Typ 2 (COL) und
Vimentin (VIM), sowie die Bindungseigenschaften der Seren RA14-RA16. ((xX) = Fluoreszenzintensitat

liegt unter 10 % der max. Intensitét)

Peptidsequenz Nr. Position im Serum Serum Serum Serum Serum

Protein RA14 RA15 RA16 hC1 hC2

IGPPGEZGAPGNZGF 12 COL, 503 (x) X

ZGIVGLPGQZGEZGF 13 COL, 980 X

KLCHPEWKSGDYWID @ 14 COL, 1287 X (x)

ANVPKKNWWSSKSKE @ 15 COL, 1329 X X X

GKWGKTVIEYZSQKT 16 COL, 1443 (x)

GPEQEFGVDIGPVCF 17 COL, 1472 X (x)

SCVQDGQZYNDKDVW | 18 COL, 33 X

VCDTGTVLCDDIICE 19 COL, 56 X

AGGFDEKAGGAQLGV | 20 COL, 184 X

LPGAPGLZGLPGKDG 21 COL, 622 X

GPAGEZGEQGAPGPS | 22 COL, 648 X

GAPGLVGPZGEZGFP 23 COL, 690 X X

GPAGEPGZEGSPGAD @ 24 COL, 1029 X

ZGIQGPQGPZGDKGE 25 COL, 1106 X

DQAAGGLZQHDAEVD @ 26 COL, 1242 X X

KHIWFGETINGGFHF 27 COL, 1345 X (x) (x) (x)

LADAINTEFKNTRTN 28 VIM, 88 X (x) X

VESLQEEIAFLKKLH 29 VIM, 224 X X (x)

VDVSKPDLTAALRDV 30 VIM. 258 X X

VQSLTCEVDALKGTN 31 VIM, 323 X

VEAANYQDTIGRLQD 32 VIM, 353 X

EYQDLLNVKMALDIE 33 VIM, 382 X

LPLPNFSSLNLRETN 34 VIM, 413 X

SZPSSSZSYVTTSTZ 35 VIM, 479 X

ADAINTEFKNTZTNE 36 VIM, 546 X X

LQELNDZFANYIDKV 37 VIM, 564 X X X (x)

VESLQEEIAFLKKLH 38 VIM, 681 X (x) (x)

VDVSKPDLTAALZDV 39 VIM, 715 X X

VQSLTCEVDALKGTN 40 VIM, 780 X (x) (x)

LPLPNFSSLNLZETN 41 VIM, 870 X

Die tabellarische Darstellung zeigt die erhaltenen, mdglichen Bindungsmotive der
Inkubation mit den Seren RA14-16 und hC1-2. Dabei wurden alle Peptidsequenzen
dargestellt die bereits analysiert wurden (Peptide 12-17), sowie die Sequenzen, die ein
neues potenzielles Epitop besitzen (Peptide 18-41). Es kdnnen insgesamt 16
Peptidsequenzen identifiziert werden, die mdgliche Epitope des citrullinierten Kollagen
Typ 2 erhalten, sowie 14 Sequenzen des citrulliniertem Vimentin. In der folgenden
Analyse werden ausschlie3lich die Signale der Rheumaseren diskutiert, da die
Inkubation mit den Kontrollseren lediglich Signale in einem vernachlassigbaren
Bereich von <10 % der maximalen Fluoreszenzintensitat besitzen. Sie sind zur
Vervollstdndigung der Analyse trotzdem in der Tabelle mit aufgefuhrt, da die Signale
zwar gering sind, aber dennoch eine Gemeinsamkeit der bindenden Antikorper
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bestehen konnte. Hierdurch wirde die urspringliche These eines spezifischen
Rheumaantikdrpers fir diagnostische Peptide wiederlegt werden. Jedoch mussten flr
genaue Aussagen Uber die Antikdrper eine Aufreinigung der Antikorper und eine

Analyse deren Struktur durchgefihrt werden.

Die bereits analysierten Sequenzen 12-14 und 17 konnten dabei tberwiegend von
Serum RA15 gebunden werden. Sequenz 16 konnte nicht eindeutig durch die
Rheumaseren gebunden wurden und besitzt lediglich bei Serum RA14 ein geringes
Fluoreszenzsignal (<10 % der max. Intensitat). Sequenz 15 wird eindeutig durch alle
drei Rheumaseren gebunden, wodurch hier die Vermutung eines gemeinsamen
Bindungsmotivs besteht. Dabei kbnnten die bereits erhaltenen Motive der Seren RA10
und RA13 bekraftigt werden, wodurch ein deutlicheres gemeinsames Motiv erhalten
werden konnte. Zudem wirde dadurch die Annahme eines gemeinsamen
Autoantikdrpers gegen rheumatoide Arthritis bestarkt werden. Die weiteren
Peptidsequenzen 18-22, 24-25 und 27 werden jeweils durch ein RA Serum gebunden,
wohingegen die Sequenzen 23 und 26 durch je zwei RA Seren gebunden werden. Im
Vergleich zu der Inkubation in Kap. 5.2.2 konnten hier bei allen zusatzlichen
Sequenzen jeweils Signale von 1-2 RA bzw. S|S Seren detektiert werden. Allerdings
sind die Fluoreszenzintensitaten dieser Inkubation, sowie der Inkubation in Kap. 5.2.2
um ein vier bis sechsfaches geringer, als die Intensitdten der Sequenzen 12-17 der
Seren RA7-13. Somit besteht hier zwar die Vermutung eines méglichen gemeinsamen
Epitops, jedoch ist die Wahrscheinlichkeit durch die niedrigere Intensitat deutlich
geringer. Zudem konnte durch die Bindung des Serums RA15 (Serum aus
Frihstadium) an dieselben Peptide wie in Kap. 5.2.2 keine eindeutigen Unterschiede
zu den spat diagnostizierten Patienten gezogen werden. Es konnte lediglich allgemein
niedrigere Fluoreszenzintensitaten festgestellt werden, sowie eine geringe und
tendenziell schwachere Bindung der Seren RA14 und 16 an Kollagen Typ 2. Daher

wurden keine weiteren Substitutionsanalysen zu diesen Peptiden durchgefihrt.

Die 14 detektierten Sequenzen von citrulliniertem Vimentin zeigen Uberwiegend die
hochsten Fluoreszenzintensitaten der durchgefiihrten Arrayinkubationen und sind im
Vergleich zu den Kollagen Typ 2 Peptidsequenzen um ein vier bis sechsfaches hdher.
Insgesamt wurden acht der Sequenzen (31-35, 38, 40-41) eindeutig durch jeweils ein
RA Serum, funf Sequenzen (28-30, 36, 39) durch zwei RA Seren und Sequenz 37
durch alle drei RA Seren gebunden. Dadurch besteht auch bei Vimentin die

Wahrscheinlichkeit @hnlicher Bindungsmotive bzw. daraus resultierende &hnlicher
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Antikérper in verschiedenen Patientenseren. Eine weitere Auffalligkeit ist die
Aminosaure Citrullin (2) in finf der Vimentin-, sowie neun der zehn zusatzlichen
Kollagen Typ 2-Sequenzen. In den vorangegangenen Experimenten konnte bereits
gezeigt werden, dass Citrullin mdglicherweise eine essenzielle Rolle in der
Pathogenese von rheumatoider Arthritis spielen kdnnte und eine potenzielle Ursache
fur die Ausbildung der Krankheit darstellt. Das Auftreten der PTM in den
Vimentin-Peptiden dieser Studie kdnnte diese These ebenfalls stitzen. Zudem ware
eine Inkubation der citrullinierten Vimentin-Peptide durch die RA Seren 1-13
aufschlussreich, um weitere Gemeinsamkeiten der Seren in den Bindungsmotiven zu
untersuchen. Jedoch ware fur eine weitere Untersuchung der Epitope, sowie einer
konkreten Analyse Uber die Aminosauren der Bindungsmotive, ein deutlich grél3erer

Pool an Patientenseren notig.

Insgesamt konnten durch die Inkubation von citrulliniertem Kollagen Typ 2 und
Vimentin mit drei RA Seren aus der Frihdiagnostik verschiedene Erkenntnisse erlangt
werden. Einerseits konnten 16 Peptide von Kollagen und 14 Peptide von Vimentin
identifiziert werden, die von mindestens einem Serum gebunden wurden. Dabei
wurden ebenfalls die Peptide 12-17 aus der Analyse in Kap. 5.2.2 Uberwiegend durch
Serum RA15 gebunden. Des Weiteren wurden ebenfalls die 10 zusatzlichen Peptide
von Kollagen Typ2 durch die Seren aus dem Frihstadium (RA14-16), sowie
verschiedene Seren aus einem spateren Stadium (RA7-13) gebunden. Dadurch
konnen keine eindeutigen Unterschiede zwischen den Inkubationen mit den Seren aus
dem Fruhstadium und den Seren aus dem Spatstadium gezogen werden.
Moglicherweise konnte jedoch ein gemeinsamer Antikdrper bei beiden Stadien an
Seren bestehen, da die meisten detektierten Peptidbanden und Epitope bei beiden
Kategorien an RA Seren aufzufinden sind. Bei Vimentin konnten ebenfalls deutliche
Epitope bei 14 Sequenzen detektiert werden, wobei sechs Sequenzen von mindestens
zwei Seren gebunden wurden. Somit kdnnten bei beiden Proteinen &hnliche Antikdrper
in verschiedenen Seren vorliegen, wodurch weiterhin die Moglichkeit einer
gemeinsamen Ursache zur Ausbildung der Antikdrper besteht. Des Weiteren konnten
die potenziell ahnlichen Antikdrper auch charakteristische Eigenschaften zur Diagnose
von rheumatoider Arthritis besitzen. Durch eine Studie mit einem grof3en Pool an
verschiedenen Patienten konnten diese Beobachtung weiter erforscht werden. Zudem
konnte auch die PTM Citrullin in den detektierten Peptiden dieses Experiments eine

relevante Rolle bei rheumatoider Arthritis spielen und ggf. die Ursache fur die
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Ausbildung der Krankheit darstellen. Allerdings missten auch hier weitere und deutlich
groRere Studien durchgefihrt werden, damit eindeutige Schliisse zu der Rolle von

Citrullin gezogen werden kénnen.
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5.3 Biologische Anwendung von Phosphorylierungen in Peptidarrays

Phosphorylierungen zéhlen zu den am haufigsten vorkommenden posttranslationalen
Modifikationen und konnte neben neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimerf5°-
160] ynd Parkinson%% auch bei dem Hepatitis B Virus (HBV) detektiert werdenlt64-165],
Beispielsweise konnten Phosphorylierungen von Serin bei HBc Proteinen, den
Kapsidproteinen, gefunden werden(64, Ebenso konnten Phosphorylierungen an
strategischen Stellen von HBs Proteinen (Oberflachenproteinen) entdeckt werden,
wodurch ein moéglicher Zusammenhang in der Virionenbildung oder dem Zelleintritt
bestehen konntel'®, Des Weiteren konnte ein Zusammenhang von (De-)
Phosphorylierungen und der homdoostatischen Ladung der Virushullen, sowie der

Verpackung der viralen, pragenomischen RNA festgestellt werden(89,

Gegebenenfalls konnten gezielt, durch die Phosphorylierung, eingesetzte leere
Virushtllen immunmodulatorische Funktionen besitzen, wodurch die Toleranz des
HBV induziert wird. Die Foérderung dieser Toleranz konnte durch die Wechselwirkung
mit regulatorischen B-Zellen (Bregs) erfolgen, die diese leeren Virushullen
internalisieren. Aufgrund der Internalisierung besteht fir den menschlichen
Organismus keine Mdglichkeit die leeren Virushillen als kérperfremd zu erkennen.
Diese Internalisierung kdonnte ggf. durch die Prasentation spezifischer Antikorper auf
der Oberflache der Bregs erfolgen, welche anschliel3end von T-Zellen erkannt werden.
Des Weiteren produzieren Bregs Zytokine, wie Interleukin-10, welche die Aktivitat von
T-Zellen beeinflussen konnenl?*2l, wodurch die T-Zellen die prasentierten Proteine als
korpereigen erkennen kdnnten. Daraus ergibt sich die Spekulation, dass das Hepatitis
B Virus versucht, das Immunsystem zu beeinflussen, leere Virushiillen als kdrpereigen
erkennt und dadurch chronische Infektionen zu begtnstigen. Eine Mdglichkeit, die
Virushillen mit viraler DNA zu befillen, kdnnten Phosphorylierungen sein. Zur
Untersuchung dieser Hypothese soll ein Epitopmapping des HBV Genoms mit dem
nano3D-Drucker synthetisiert werden, sowie eine Phosphorylierung der Aminosauren
Threonin, Serin und Tyrosin erfolgen. AbschlieBend soll eine Inkubation des

Peptidarrays mit einem HBV Patientenserum (Anti-HBs) vorgenommen werden.
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Fur dieses Vorhaben wurde zunadchst eine Methode zur Integration von
phosphorylierten Aminoséauren in Peptidarrays entwickelt (siehe Kap. 4.1.1). Fir das
Epitopmapping wurde das Protein in Peptidsequenzen von jeweils 15 Aminosauren
aufgeteilt, die jeweils eine Uberlappung von einer Aminosdure zur vorherigen
Peptidsequenz besitzen und jedes Peptid in Doppelspots transferiert wurde. Dadurch
kann die komplette Aminosaduresequenz von dem Hepatitis B Virus
(Aminosauresequenz aus UniProtl?13-216))  pestehend aus den Hauptgenen PI216]
(Polymerase), X181 (regulatorische Proteine), Cl?4 (Kapsidprotein, engl.: capsid
protein) und S[?13 (Oberflachenproteine, engl.: surface proteins) in Uberlappenden
Peptiden dargestellt kann. Als Positivkontrollen der erfolgten Synthese wurden HA
Peptide als Rahmen gewahlt. Fur die Peptidsynthese wurde zunéchst eine
Fmoc-Entschitzung der  Syntheseoberflache  vorgenommen, sowie ein
anschlieBender laserbasierter Transfer, sowie Kupplung an die Oberflache von allen
bendtigten Aminosauren. Danach wurde eine Acetylierung vorgenommen und so
lange die Fmoc-Entschitzung, der Transfer, die Kupplung und die Acetylierung
wiederholt, bis die gewilinschte Peptidlange von 15 Aminosauren erreicht wurde.
Anschlieend wurde eine Seitenkettenentschitzung durchgefiihrt, sowie eine
Phosphorylierung von Threonin, Serin und Tyrosin Gber eine Phosphinylierung mit
Bis(2-(trimethylsilyl)ethyl) diisopropylphosphoramidit (65) und eine nachfolgende
Oxidation. Es wurde erneut eine Seitenkettenentschitzung, sowie eine
Fmoc-Entschitzung und Serum Inkubation eines Anti-HBs Serums und eines
Kontrollserums (hC3) durchgefiihrt. Die Verdinnung der verwendeten Seren betrug
fur dieses Experiment jeweils 1:50. Die Seren wurden anonymisiert erhalten, wobei
einige Informationen tUber Konzentrationen von Antikdrpern wie bspw. das Geschlecht
und Alter der Patienten in Tabelle 27 im Anhang (Seite 181) einzusehen sind.
AbschlieRend  wurde eine Inkubation mit dem  Sekundarantikorper
Anti-human-lgG-AF647, sowie dem monoklonalen Antikérper Anti-HA-Cy3

vorgenommen.
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Abbildung 49: Fluoreszenzscan des Epitopmappings von phosphorylierten Hepatitis B Peptiden nach
Inkubation mit einem Anti-HBs Serum, sowie Sekund&rantikérper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647
und Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm. Emissionsfilter: 582 nm +
37,5 nmund 677 nm + 22,5 nm. PMT: 3,00 und 9,00. Auflésung: 5,00 um. Maf3stab: 0,50 cm.

Der Fluoreszenzscan der Synthese des Epitopmappings der phosphorylierten HBV
Peptide nach der Inkubation mit dem Anti-HBs Serum ist in Abbildung 49 dargestellt.
Zunachst kann durch die detektierten Fluoreszenzsignale ein genereller Erfolg der
Synthese verifiziert werden. Diese kann ebenfalls durch die Synthese der HA Peptide
(gran) als Kontrollrahmen durch die Anbindung des monoklonalen HA Antikérpers
nachgewiesen werden. Es konnte lediglich eine Fluoreszenzemission der HBV Peptide
durch die Anknipfung des Anti-HBs Serums festgestellt werden. Die Inkubation des
gesunden Kontrollserums (hC3) zeigte keine relevante Fluoreszenzemission der HBV
Peptide, weshalb hier keine weitere Auswertung vorgenommen wurde. Der
vollstandige Fluoreszenzscan ist daher im Anhang (Abbildung 61, S. 191) einzusehen.
Anhand des Scans der Inkubation mit dem Anti-HBs Serums sind auffallige
Doppelspots von verschiedenen HBV Peptiden zu erkennen. Diese besitzen allerdings
kaum die charakteristischen Peptidbanden eines Epitopmappings von einem
wandernden Bindungsmotiv in aufeinanderfolgenden Peptidsequenzen. Zur
genaueren Analyse wurden die detektierten Fluoreszenzemissionen der Doppelspots
gemittelt, auf die maximale Fluoreszenzintensitat normiert und in einer Heatmap

aufgetragen.
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Abbildung 50: Heatmap des Epitopmappings von phosphorylierten Hepatitis B Peptiden nach
Inkubation mit einem Anti-HBs Serum. Die hellblaue Markierung entspricht der spater analysierten
Sequenz PRtPARVIGGVFLVD

Anhand der Darstellung durch die Heatmap sind ebenfalls lediglich einzelne Banden
zu erkennen, wodurch die Beobachtung des Fluoreszenzscans bestatigt wird
(Abbildung 50). Die Peptide mit den starksten Intensitdten besitzen zudem die
Gemeinsamkeit eines C-terminalen Phosphotyrosins. Hierbei kdnnte moglicherweise
eine Einlagerung des Sekundarantikorpers in die Polymer-Schicht der Oberflache der
Grund sein. Ebenfalls kénnten die Signale ein Artefakt sein, der nach Ruicksprache mit
PEPperPRINT GmbH des Ofteren beobachtet werden kann durch einen zu kurzen
C-terminalen Spacer. Neben den C-terminalen Signalen konnte zudem ein mogliches
Epitop der Sequenz PRtPARVtGGVFLVD (t = pThr) detektiert werden. Um diese
Annahme zu Uberprifen, sowie C-terminale Signale zu reduzieren wurde die Synthese
mit einem C-terminalen Asparaginsaure-B-Alanin-Spacer an der Syntheseoberflache
durch die Firma PEPperPRINT GmbH wiederholt.
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Abbildung 51: Fluoreszenzscan der Wiederholung des Epitopmappings von phosphorylierten Hepatitis
B Peptiden nach Inkubation mit einem Anti-HBs Serum, sowie Sekundarantikérper Inkubation mit
Anti-human-lgG-AF647 und Anti-HA-Cy3. Die hellblaue Umrandung zeigt die Position des spater
analysierten Epitops. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm. Emissionsfilter: 582 nm +
37,5 nmund 677 nm + 22,5 nm. PMT: 1,00 und 9,00. Auflésung: 5,00 um. Maf3stab: 0,50 cm

Der Fluoreszenzscan der Wiederholung des Epitopmappings ist in Abbildung 51
dargestellt. Die Wiederholung der Synthese zeigt eine deutliche Minderung der
C-terminalen Signale. Ebenfalls kann die maximale Fluoreszenzintensitat von
7.495 a.u. bei den umrandeten Peptidspots in der Abbildung detektiert werden. Diese
Peptidspots zeigen zusatzlich visuell die meisten aufeinanderfolgenden
fluoreszierenden Spots, wodurch ein Epitop hier sehr wahrscheinlich ist. AuRerdem
kbnnen einige zusatzliche, auf charakteristischer Weise nebeneinanderliegende
Peptide detektiert werden, die moglicherweise relevante Epitope enthalten kdnnen.
Zur genaueren Auswertung wurden die detektierten Fluoreszenzemissionen der
Doppelspots gemittelt, auf die maximale Fluoreszenzintensitat normiert und in einer

Heatmap aufgetragen.
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Abbildung 52: Heatmap der Wiederholung des Epitopmappings von phosphorylierten Hepatitis B
Peptiden nach Inkubation mit einem Anti-HBs Serum. Die hellblaue Markierung entspricht der spater
analysierten Sequenz PRtPARVtGGVFLVD

Anhand der Darstellung Uber die Heatmap in Abbildung 52 ist tlberwiegend die bereits
in Abbildung 51 hervorgehobenen Peptibande zu erkennen. Diese ist die bereits in der
ersten Synthese detektierte Sequenz PRtPARVIGGVFLVD. Die detektierte
Fluoreszenzintensitat ist in der wiederholten Synthese identisch zur ersten Synthese.
Ebenfalls besitzt die Sequenz nun das Intensitatsmaximum, da keine starke
Fluoreszenz bei Peptiden mit C-terminalem Phosphotyrosin mehr detektiert werden
kann. Ebenfalls besitzt die Sequenz zwei Phosphothreonine, welche méglicherweise
die Ursache fur den Einbau der viralen DNA in die Viruspartikel sein konnten. Die
weiteren Signale des Epitopmappings besitzen eine deutlich niedrigere
Fluoreszenzintensitat (ca. 30% der maximalen Intensitat), wodurch die

Wahrscheinlichkeit eines Epitops deutlich geringer ist. Daher wurde zunachst lediglich
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eine Substitutionsanalyse der Sequenz PRtPAVIGGVFLVD durchgefuhrt, um die

genaue Aminosauresequenz des detektierten Epitops aufzuschlisseln.

Substitutionsanalyse: PRtPARVIGGVFLVD
Fur die Substitutionsanalyse der Sequenz PRtPARVIGGVFLVD wurden alle

Aminosauren der originalen Peptidsequenz durch alle 20 proteinogenen Aminosaure
und Phosphothreonin, -serin und -tyrosin ausgetauscht, um potenzielle
Bindungsmotive zu erschliel3en. Die Arraysynthese der Substitutionsanalysen wurde
durch PEPperPRINT GmbH durchgefiuhrt, wobei ebenfalls wieder ein Kontrollrahmen
aus HA-Peptiden synthetisiert wurde. Bei der Synthese der Substitutionsanalyse
konnte allerdings ein Fehler in der Sequenzabfolge, das Fehlen des zweiten Arginins,
festgestellt werden. Dadurch wurde nicht die Sequenz PRtPARVtGGVFLVD, sondern
PRtPAVIGGVFLVD hergestellt, wodurch die Ergebnisse gegebenenfalls beeinflusst
werden. Das folgende detektierte Bindungsmotiv liegt allerdings naher am Ende der
Sequenz, wodurch vermutlich keine Beeintrdchtigung durch das fehlende Arginin
vorhanden ist. Die bereits entschitzten Syntheseoberflachen wurden abschlie3end mit
Anti-HBs Serum (1:50 Verdinnung) und anschlie3end mit dem Sekund&rantikérper
Anti-human-1gG-AF647, sowie dem monoklonalen Antikorper Anti-HA-Cy3 inkubiert.
Die erhaltenen Signale wurden ebenfalls auf die urspringliche Aminosaure der
Originalsequenz normiert und in einer Heatmap dargestellt. Die Kontrollpeptide sind in
der folgenden Abbildung zur Vereinfachung der Analyse nicht dargestellt. Der

vollstandige Fluoreszenzscan ist im Anhang (Abbildung 62, S.192) dargestellt.
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Abbildung 53: A) Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids PRtPAVtGGVFLVD nach
Inkubation mit Anti-HBs Serum und Sekundarantikdrper Inkubation mit Anti-human-lIgG-AF647 und
Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 9,00.
Auflésung: 5,00 um. MaRstab: 0,25cm. B) Heatmap der Substitutionsanalyse des Peptids
PRtPAVIGGVFLVD. Normierte Fluoreszenzintensitaten der substituierten Peptidsequenz auf die

urspriingliche Aminosaure der Originalsequenz.

Der Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse der Sequenz PRtPAVtGGVFLVD zeigt
ein charakteristisches Fluoreszenzmuster eines mdglichen Bindungsmotivs, welches
sich in den Position 9-11 befindet (Abbildung 53A). Zur Visualisierung der Bindung der
Antikorper wurde eine Heatmap mit den normierten Fluoreszenzintensitaten auf die
urspringlichen Aminoséauren der Originalsequenz angefertigt (Abbildung 53B). Diese
zeigt ebenfalls, dass die Aminosauren in den Positionen 1-8 und 12-14 bei allen
Substitutionsvarianten eine starke Fluoreszenzintensitat besitzen, weshalb hier keine
Aminosaure spezifisch fur die Bindung des Antikdrpers ist. Lediglich in Position 14
kann eine Bindung des Antikorpers durch die Aminosauren Lysin und Valin verhindert
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werden. Die Position 9 zeigt eine essenzielle Bindung von Glycin in Position 9, welche
nur durch Alanin substituiert werden kann. Position 10 besitzt die starkste Affinitat zur
ursprunglichen Aminosaure Valin, kann jedoch ebenfalls mit pT, pS und R substituiert
werden. Phenylalanin in Position 11 zeigt ebenfalls eine essenzielle Bindung fur den
Antikérper. Daraus ergibt sich ein potenzielles Bindungsmotiv des Antikérpers

G/D-V-F, welches auch tabellarisch in Tabelle 18 dargestellt ist.

Tabelle 18: Darstellung des Bindungsmotivs der Sequenz PRtPAVtGGVFLVD fiir das Anti-HBs Serum.
Essenzielle Aminosauren sind hellblau dargestellt. (x = alle Substitutionsvarianten fiihren zu einer

Antikérperbindung; ! = Aminosauren, die eine Antikdrperbindung verhindern)

Originale Aminoséauresequenz
Serum P R T P A \Y T G G \Y F L \Y, D
RA7 X X X X X X X X GA pTpSRV F X X IKV

Insgesamt kann mit dem Experiment keine Antikérperbindung gegen ein
phosphoryliertes HBV Peptid gezeigt werden. Jedoch konnte durch die Inkubation mit
dem Anti-HBs Serum ein Serumantikorper identifiziert werden, der gegen ein potenziell
relevantes Epitop bindet. Durch eine Untersuchung mit weiteren Patientenseren
konnten diese Beobachtungen bekraftigt werden. Ebenfalls kénnte durch eine weitere
Analyse des Antikorpers, dessen spezifischer Aufbau identifiziert werden. Da jedoch
keine weiteren Patientenseren kommerziell oder durch Kooperationen erhalten

werden konnten, wurde hier keine weiteren Experimente durchgefuhrt.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

Hochdurchsatztechniken sind ein weit verbreitetes Verfahren um Bindungsstudien
oder Interaktionen zwischen Peptiden oder Proteinen auf Arrays mit bspw. Antikorpern
zu untersuchen. Durch die Integration von modifizierten Aminosauren in Peptidarrays,
werden neue Mdglichkeiten zur Erforschung von biologisch relevanten Strukturen und
deren Kombination mit chemischen Reaktionen ermdglicht. In dieser Arbeit sollten mit
Hilfe des nano3D-Druckers verschiedene modifizierte Aminosauren in Peptidarrays
integriert und mit Reaktionen der Biokonjugation und Chemodetektion visualisiert, und

fur Bindungsstudien zur Erforschung verschiedener Krankheiten angewandt werden.

6.1 Chemische Reaktionen an modifizierten Aminosauren

Im ersten Teil der Arbeit wurden verschiedene modifizierte Aminosduren mit Hilfe des
nano3D-Druckers transferiert und der Ubertrag fiir die Verwendung der Aminosauren
in Peptidarrays optimiert. Dabei konnte der Ubertrag der posttranslational modifizierten
Aminosauren Citrullin, Homocitrullin, Acetyllysin, Hydroxyprolin, Azidolysin, sowie
Phosphoserin,  -threonin und  —tyrosin  via  Fluoreszenznachweis und
Massenspektrometrie verifiziert werden. Als Alternative, um phosphorylierte
Aminosauren in Peptidarrays zu integrieren, wurde die Phosphorylierung nachtraglich,
an bereits in Peptiden integrierten, proteinogenen Aminosauren durchgefihrt. Des
Weiteren konnten die modifizierten Aminosauren Aminobutylglycin,
Allysinethylenacetal, Asparaginsaure-4-allylester, Propargylglycin und
Trimethoxybenzylglycin analog tGiber Fluoreszenz und Massenspektrometrie verifiziert
werden. Ebenfalls konnten die Aminosauren D-Asparaginséaure, D-Cystein und

D-Prolin Gber eine Fluorophor-Ankntpfung nachgewiesen werden.

Anschliel3end wurden modifizierte Aminosauren mit verschiedenen Reaktionen der
Biokonjugation und Chemodetektion in Zusammenarbeit mit Jannik Schlindwein
kombiniert. Dabei konnten einerseits Click-Reaktionen, wie die kupferkatalysierte
Alkin-Azid Click-Reaktion (CUAAC) und die Strain-Promoted Azid-Alkin Click-Reaktion
(SpPAAC) an den oberflachengebundenen Aminosduren Propargylglycin und
Azidolysin durchgefuhrt werden. Andererseits konnte die Groebke-Blackburn-
Bienaymé Reaktion (GBB-Reaktion) vollstandig laserbasiert an

oberflachengebundenem Allysin durchgefiihrt werden (Schema 15).
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Schema 15: Durchgefilhrte Biokonjugations- und Chemodetektionsreaktionen. A) CuAAC an

Propargylglycin. B) SpAAC an Azidolysin. C) GBB-Reaktion an Allysin.

Die durchgefuhrten Reaktionen der Biokonjugation und Chemodetektion dienen als
Beispiel fur die breite Anwendungspalette des nano3D-Druckers, welche in Zukunft
durch weitere chemische Reaktionen erweitert werden kann. Zum Beispiel kdnnen
weitere Click-Reaktionen wie Diels-Alder Reaktionen oder nukleophile Substitutionen
mit weiteren modifizierten Aminosauren kombiniert werden. Ebenfalls kdnnten in
Zukunft weitere Variationen von Multikomponentenreaktionen mit modifizierten

Aminosauren kombiniert werden.

Letztendlich ist die zuklnftige Verwendung des nano3D-Drucker fir viele weitere
Biokonjugationen und Chemodetektionen vielversprechend, da sie fur die vielfaltige
Anwendung in der Medizin, Diagnostik und Biokatalyse angewandt werden kénnen.
Zum Beispiel kénnten durch die hohe Effizienz des nano3D-Druckers eine Vielzahl an
parallelen Studien zur Wirkstoffsynthese, ldentifikation von Biomarkern oder der

Aufschlisselung von zellularen Reaktionswegen durchgefihrt werden.
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6.2 Untersuchungen verschiedener Krankheitsbilder mit Peptidarrays

Der zuvor mit Hilfe des nano3D-Druckers optimierte Ubertrag der modifizierten
Aminosauren wurden im zweiten Teil der Arbeit in Bindungsstudien zu verschiedenen
Krankheiten des menschlichen Immunsystems angewandt. Hierfir wurden die
posttranslationalen  Modifikationen  Citrullin, Homocitrullin,  Acetyllysin  und
Hydroxyprolin in diagnostisch relevante Peptide integriert, um diese zur Erforschung
der rheumatoiden Arthritis (RA) zu verwenden. Die genutzten Peptidarrays wurden
zum Screening verschiedener Proteine, wie Fibrinogen, Filaggrin, Kollagen Typ 2 und
Vimentin verwendet, um einerseits Antigen-Antikdrper Bindestellen (Epitope) zu
identifizierten. Andererseits wurde die Rolle von PTMs fur die Antikbrperbindung der

gefundenen Bindungsmotive untersucht.
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Abbildung 54: Darstellung eines Epitopmappings zur Identifizierung von Antikérperbindungsstellen.
A) Epitopmapping eines Proteins in Uberlappenden Peptiden. B) Substitutionsanalyse eines Peptids
durch Austausch der originalen Aminoséauren eines Peptids nacheinander durch alle proteinogenen

Aminosauren
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Hierbei konnte eine Vielzahl an Epitopen detektiert werden, welche teilweise von
mehreren Patientenseren gebunden wurden und partiell Citrullin in den
Bindungsmotiven aufwiesen. Dadurch besteht die Moglichkeit, dass unterschiedliche
Patienten dieselben Antikoérper ausgebildet haben. Unter der Annahme, dass diese
Antikorper spezifisch fur rheumatoide Arthritis sind, kénnten diese Autoantikdrper eine
gemeinsame Ursache in ihrer Entstehung besitzen. Unter anderem konnte eine
posttranslationale Modifikation, in diesem Fall Citrullin, die Ursache sein, dass das
Immunsystem Antikdrper gegen das korpereigene Gewebe bildet und so die
Ausbildung einer Autoimmunerkrankung begunstigt oder gar komplett hervorruft. Des
Weiteren konnte auch Phosphorylierungen in Peptidarrays des Hepatitis B Virus
integriert, sowie ein mogliches Bindungsmotiv eines Antikérpers detektiert werden.
Allerdings kdonnen auch hier keine eindeutigen Aussagen uUber die urspriingliche
Annahme, eine Phosphorylierung als Signal fur den Einbau viraler DNA in die
Virushullen, getatigt werden. Durch die Ausweitung solcher Bindungsstudien auf einen
groReren Pool an Patienten, sowie die spezifische Analyse der Antikdrperstruktur
konnten in Zukunft detaillierte Antworten auf diese Annahmen gefunden werden.
Obwohl in dieser Arbeit keine eindeutige Antwort auf die aufgestellten Hypothesen
gefunden werden konnte, wurde trotzdem gezeigt, dass hochdichte Peptidarrays eine

vielversprechende Mdglichkeit fur die Ursachenforschung von Krankheiten darbieten.

Durch die Nutzung des nano3D-Druckers kénnen verschiedene Bausteine, wie PTMs,
die bisher schwer zu integrieren waren oder einen hohen Kostenaufwand durch die
grof3e Materialmenge besal3en, auf kleinstem Raum im Piko- bis Femtomol-Mal3stab
kostengiinstig in Peptidarrays integriert werden. Dadurch kdnnen vielerlei Studien zu
PTMs, beispielsweise als Nutzung von Biomarkern oder zur Verbesserung der
Diagnostik verwendet werden. Ebenfalls kdnnen sie gegebenenfalls zur besseren
Erkennung von Krankheiten im Fruhstadium beitragen oder die Verlaufe von
Erkrankungen gezielter vorhersagen. Dadurch kdénnen ebenfalls Therapien spezifisch
auf den prognostizierten Verlauf eingestellt werden oder gar ein Ausbruch der
Krankheit verhindert werden. Des Weiteren kdnnen neue Wirkstoffe, Therapeutika und
Impfstoffe entwickelt werden, um Krankheiten gezielter zu behandeln und neu

auftretende Erkrankungen schnell und effizient zu unterbinden.
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7. Experimentalteil

7.1 Analytik und Gerate
Laseraufbau

Der Aufbau des nano3D-Laserdruckers von Dr. Laura Weber (IMT/Karlsruhe) basiert
auf einem veranderten Aufbau des urspringlichen cLIFT Systems von T. Foertsch und
F. Loffler. FUr den Materialibertrag wird ein Laser der Wellenlange 405 nm (300 mW,
IBEAM-SMART-405-S-HP, Toptica Photonics) verwendet. Dieser wird Uber einen
Scanhead (intelliISCAN IIl 10 (250-700 nm), Scanlabs) auf die Laserstage gelenkt und
Uber eine FO-Linse (S4LFT5110/322 (405-532 nm), Sill Optics) fokussiert. Die
automatisierte Auflage der Donoroberflachen erfolgt tber einen Roboter-Arm (SCARA
Robot SR-6iA, Fanuc).

Vertikale Scanning Interferometrie (VSI)

Zur Bestimmung der transferierten Héhen wurde das vertikale Scanning Interferometer
Contour GT-KOX-14-157 von der Firma Bruker (Ettlingen/Deutschland) verwendet.
Sofern nicht anders angegeben, erfolgten die Messungen bei 2,5-facher

VergroRerung. Die Auswertungen erfolgten mithilfe des Programms Vision64.

Massenspektroskopie (MALDI)

Massen der synthetisierten Molekule wurden mittels MALDI-ToF-MS (engl.: Matrix
Assisted Laser Desorption lonisation Time of Flight Mass Spectrometry) bestimmit.
Daflr wurde ein Spektrometer des Typs Axima Confidence (Modell: TO-6071R00),
ausgestattet mit der Software Shimadzu Biotech Launchpad™ (Version
2.9.3.20110624) der Firma SHIMADZU BIOTECH verwendet. Zur Desorption und
lonisation der Proben wurde ein Stickstofflaser der Wellenlange A = 337 nm verwendet.
Zur Messung wurde ca. 100-mal mit einer Frequenz von 50 Hz auf die Probe
geschossen und die Ergebnisse gemittelt. Es wurde der protonierte Molekulionenpeak
[M+H]*, sowie, falls vorhanden, die Pseudomolekilionenpeaks mit Natrium [M+Na]*

angegeben.
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Kernresonanzspektroskopie (NMR)

NMR-Spektren wurden auf einem BRUKER Avance 500 NMR Instrument mit 500 MHz
fur *H NMR und126 MHz fir ¥3C NMR aufgenommen. Die NMR-Spektren wurden bei
Raumtemperatur in deuterierten Losungsmitteln der Firma EURISOTOP, SIGMA
ALDRICH oder DEUTERO aufgenommen. Die chemische Verschiebung 0 ist in parts
per million [ppm] angegeben. Zur internen Kalibrierung der H-NMR sowie
13C-NMR-Spektren diente das Signal der Restprotonen des Losungsmittels:
Chloroform-d1 (*H: & = 7.26 ppm, 13C: & = 77.2 ppm). Fir die Charakterisierung
zentrosymmetrischer Signale wurden die Mittelpunkte der Signale verwendet. FUr
Multipletts wurde der Signalbereich angegeben. Folgende Abkurzungen wurden zur
Beschreibung der Signalmuster verwendet: d = Dublett, t = Triplett, m = Multiplett, dd
= Dublett von Dublett, ddd = Dublett von Dublett von Dublett, dt = Dublett von Triplett.
Absolut Werte der Kopplungskonstanten “J” sind in Hertz [Hz] in absteigender
Reihenfolge angegeben. 13C-Signale wurden mithilfe von DEPT-Spektren (engl.:
distortionless enhancement by polarization transfer) und phaseneditierten HSQC-

Spektren (engl.: heteronuclear single quantum coherence) zugeordnet.

Laminiergeréat

Zum Bekleben der Donoroberflachen wurde ein Laminiergerat LM 330 Laminator der

Firma Vogt Papiertechnik (Boblingen-Altdorf/Deutschland)) verwendet.
Rakel

Der verwendete Filmziehapplikator ZUA 2000 wurde von der Firma Proceq AG
(Schwerzenbach/Schweiz) erworben. Das automatische Filmziehgerat AB3655 wurde

von der Firma TQCsheen (Hilden/Deutschland) bezogen.
Schittler

Es wurden die Schittler DOS 205 der Firma neolLab (Heidelberg/Deutschland) und der
Schattler WS 10 der Firma Edmund Buhler GmbH (Hechingen/Deutschland)

verwendet.

Analysenwaage

Es wurde die Analysenwaage AE 240 der Firma Mettler Toledo (Greifensee/Schweiz)

verwendet.
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Photometer

Die photometrischen Beladungsmessungen wurden mit dem Spektralphotometer
Jenway 7305 der Firma Bibby Scientific Ltd (Staffordshire/UK), sowie den Klvetten
,UV-Cuvette Micro“ der Brand GmbH & Co. KG (Wertheim/Deutschland) durchgefihrt.

Ultraschallbad

Zur Reinigung der Objekttrager wurde das Ultraschallbad S15 Elmasonic der Firma

Elma Schmidbauer GmbH (Singen/Deutschland) verwendet.

Fluoreszenzscanner

Zur Fluoreszenzdetektion wurde der Scanner InnoScan 1100 AL der Firma Innopsys
(Carbonne/Frankreich) genutzt. Es wurde mit den Wellenldngen 635 nm, 532 nm und
488 nm angeregt. Sofern nicht anders angegeben, wurde im simultanen Scan-Modus
mit einer Auflosung von 5.00 um gescannt. Zur Auswertung der erlangten Messdaten
wurde das Programm Mapix, sowie das Programm PepSlideAnalyzer der Firma
PEPperPRINT GmbH (Heidelberg/Deutschland) verwendet. Die Bilder wurden

abschlie3end in Kontrast und Helligkeit mit dem Programm ImageJ bearbeitet.
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7.2 Losungsmittel, Chemikalien und Syntheseoberflachen

Chemikalien und L6sungsmittel

Die verwendeten Chemikalien und Losungsmittel wurden von Thermo Fisher Scientific

(Schwerte/Deutschland) erworben.

Ultrapures Wasser (MilliQ-Wasser)

Ultrapures Wasser wurde mit einem Synergy® Water Purification System, ausgestattet

mit einem Synergy Pak 2 von Merck (Darmstadt/Deutschland), generiert.

Glastrager

Die Objekttrager wurden von der Firma Paul Marienfeld GmbH & Co. KG
(Lauda-Konigshafen/Deutschland) erworben.

Funktionalisierte Glastréger

Als funktionalisierte Glastrager wurden die Fmoc-NH-3-Ala-10:90 PEGMA-co-MMA
Oberflachen von der Firma PEPperPRINT GmbH (Heidelberg/Germany) verwendet.

Polyimid-Folie

Die Kaptonfolie ® (Polyimid) des Typ 70110 (25,0 ym Tragermaterial; 60,0 ym
Gesamtstarke) wurde von der Firma CMC  Klebetechnik  GmbH

(Frankenthal/Deutschland) bezogen.

Polymermatrix

Die Matrix (SLEC-P LT 7552) wurde von der Firma Sekisui Chemical Co. Ltd.
(Osaka/Japan) gekauft.
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7.3 Antikorper, Seren und biologische Stoffe

Antikorper

Der verwendete ReadyTag anti-HA Clone 12CA5 wurde von der Firma BioXCell/Hdlzel
Diagnostika Handels GmbH (Kéln/Deutschland) gekauft. Der monoklonale
anti-Flag-M1 Antikorper wurden von der Firma Sigma Aldrich (Steinheim/Deutschland)
bezogen. Die bereits gelabelten anti-human-lgG-AF647 wurden von Jackson

ImmunoResearch Europe Ltd. (Cambridgeshire/England) erworben.
Humanseren

Die humanen Seren der Patienten mit Rheumatoider Arthritis, sowie dem Sjogrens
Syndrom  wurden von Prof. Dr. Reinhard Voll (Universitatsklinikum
Freiburg/Deutschland) zur Verfigung gestellt. Die Entnahmen der Proben wurden von
der Ethikkommission Freiburg (Ethikvotum 507/16 und Ethikvotum 191/11) genehmigt.

Weitere Seren mit Rheumatoider Arthritis sowie Seren mit Hepatitis B wurden von der

Firma CentralBioHub (Hennigsdorf/Deutschland) bezogen.

Labeling Kits

Die verwendeten Lightning Link Rapid Labeling Kits wurden von der Firma BIOZOL

Diagnostica Vertrieb GmbH (Eching/Deutschland) erworben.
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7.4 Allgemeine Arbeitsvorschriften
AAV1: Fmoc-Entschitzung von funktionalisierten Oberflachen
a) Fmoc-Entschitzung mit spektroskopischer Beladungsmessung

Diese Methode wurde fur alle Oberflachen vor der Erstverwendung benutzt, um
sicherzustellen, dass diese geeignet fur die experimentelle Verwendung sind. Zur
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde eine
Fmoc-NH-3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache trocken in eine Petrischale gelegt
und mit 1,00 mL einer 20 % Piperidin in N,N-Dimethylformamid (DMF) (v/v) Lésung
fur 20 min inkubiert. Danach wurde die Losung in eine UV-Klvette pipettiert und bei
301 nm eine Absorptionsmessung durchgefiihrt. Als Nullwert dient die Bestimmung
der Absorption der 20 % Piperidin in DMF (v/v) Losung. Die Beladung der Oberflache
wurde mit Hilfe des Lambert Beer'schen Gesetzes berechnet. AnschlielRend wurde die
Oberflache 3x5 min in DMF, 1x2 min in Methanol (MeOH) und 1x1 min in
Dichlormethan (DCM) gewaschen. Die Oberflache wurde mit Argon getrocknet und bei

4°C unter Argon aufbewahrt.

Lambert Beer'sches Gesetz:

EV x 10°

Beladung (nmol/cm?) = oA

Mit: A = Flache der Oberflache [cm?]: 19.76, E = gemessene Extinktion. € = molarer
Absorptionskoeffizient [Lmolicm™]: 5129; d = Distanz [cm]: 1,00.; V = Volumen [mL]

b) Fmoc-Entschitzung ohne Beladungsmessung

Eine Fmoc-NH-R-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde 10 min in DMF
gequollen und anschlief3end in einer 20 % Piperidin in DMF (v/v) L6sung fir 20 min
geschuttelt. Anschlieend wurde die Oberflache 3x5 min in DMF, 1x2 min in MeOH
und 1x1 min in DCM gewaschen. Die Oberflache wurde mit Argon getrocknet und bei

4°C unter Argon aufbewabhrt.
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AAV2: Acetylierung

Eine R-NH-B-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde 30min in DMF
gequollen. Im Anschluss wurde eine Losung aus 10 % Essigsaureanhydrid (Ac20),
20 % N,N*“Diisopropyethylamin (DIPEA) und 70 % DMF (v/v/v) zugegeben und 2x1 h
oder Uber Nacht acetyliert. Anschliel3end wurde 3x5 min mit DMF, 1x2 min mit MeOH
und 1x1 min mit DCM gewaschen. Die Oberflache wurde mit Argon getrocknet und bei

4 °C unter Argon gelagert.

AAV3: Seitenkettenentschitzung

Eine R-NH-3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde 30 min in DCM gequollen
und anschlieRend mit einer Losung aus 51,0 % Trifluoressigséure (TFA), 44,5 % DCM,
2,50 % Triisopropylsilan (TIPS) und 2,00 % dest. Wasser (v/viviv) 3x30 min
geschittelt. Es wurde 1x5 min mit DCM, 1x5 min mit DMF und 1x30 min mit
5,00 %DIPEA in DMF gewaschen. AnschlieRend wurde 3x5 min mit DMF, 1x2 min mit
MeOH und 1x1 min mit DCM gewaschen. Die Oberflache wurde mit Argon getrocknet

und bei 4 °C unter Argon gelagert.

AAV4: Fluorophor-Inkubation
a) Inkubation mit TAMRA-NHS

Eine R-NH-(-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde far 10 min in PBS-T
gequollen. Im Anschluss wurde eine 1:10.000 L6sung aus TAMRA-NHS (1,00 mg/mL;
Losungsmittel: DMF) in PBS-T (0,05 % Tween20) zugegeben und fur 2 h unter
Lichtausschluss geschittelt. AnschlieBend wurde 1x5 min mit dest. Wasser, 1x5 min
mit DMF, 2x5 min mit EE, 1x2 min mit MeOH und 1x1 min mit DCM gewaschen. Die

Oberflache wurde mit Argon getrocknet und bei 4 °C unter Argon gelagert.
b) Inkubation mit DBCO-AlexaFluor488

Eine R-NH-(3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde far 10 min in PBS-T
gequollen. Im Anschluss wurde eine 1:10.000-Verdinnung aus DBCO-AF488
(1,00 mg/mL in DMF) in PBS-T (0,05 % Tween20) zugegeben und fir 2 h unter

Lichtausschluss geschittelt. AnschlieBend wurde 1x5 min mit dest. Wasser, 1x5 min
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mit DMF, 2x5 min mit Essigsaureethylester (EE), 1x2 min mit MeOH und 1x1 min mit
DCM gewaschen. Die Oberflache wurde mit Argon getrocknet und bei 4 °C unter

Argon gelagert.
¢) Inkubation mit 5-FAM-Alkin bzw. —Azid

Eine R-NH-B-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde fir 10 min in iPrOH
gequollen. Als Reaktionslosung wurden 2,00 Ag. (3,36 mmol) Kupfer(Il)sulfat
Pentahydrat (CuSO4*H20) und 3,00 Aqg. (5,04 mmol) Natriumascorbat in einem 1:1
Gemisch aus dest. Wasser und DMSO gel6st und nach 5 min abfiltiert. Im Anschluss
wurde eine 1:1.000 Lésung aus 5-FAM-AIkin bzw. -Azid (20,0 mg/mL; Losungsmittel:
DMF) und der Reaktionslosung hergestellt und tGber Nacht unter Lichtausschluss
geschuttelt. AnschlieBend wurde 1x5 min mit dest. Wasser, gewaschen. Die

Oberflache wurde mit Argon getrocknet und bei 4 °C unter Argon gelagert.

AAV5: Bildung einer Amidbindung

Eine R-NH-B-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde in einer Petrischale in
einem Exsikkator unter Schutzgas mit einer 100 mM Losung aus 1,00 Aqg.
Aminohexansaure, 1,00 Aq. DIC und 1,00 Ag. OxymaPure in 1,00 mL DMF fir
mindestens 16 h inkubiert. Bei der Kupplung eines HA-Peptids wurden 5,00 mg Peptid
in einer 100 mM Lésung aus 1,00 Ag. HOBt, 1,00 Aq. HBTU und 0,10 Ag. DIPEA in
1,00 mL DMF Uber Nacht inkubiert. Anschlieend wurde die Reaktionslésung
abgespilt und 3x5 min mit DMF, 1x2 min mit MeOH und 1x1 min mit DCM gewaschen.

Die Oberflache wurde mit Argon getrocknet und bei 4 °C unter Argon gelagert.

AAV6: Antikdrperlabeling

Ein monoklonaler Maus Anti-HA IgG Antikdrper (c=2,50 mg/mL) bzw. monoklonaler
Maus (M2) Anti-Flag IgG Antikorper (c=4,00 mg/mL) wurde mittels Cy3 bzw. Cy5
Lightning Link Rapid Labeling Kit gelabelt. Der Antikdrper wurde hierzu auf ein
Zielvolumen von 100 pL und einer Konzentration von 1,00 mg/mL mit MilliQ verdinnt.
Es wurde 10,0 uL des Modifiers zugegeben, die Antikdrperlosung auf den
Cyaninfarbstoff gegeben und fur 15 min inkubiert. Danach wurde 10,0 uL des

Quenchers hinzugefligt und die gelabelten Antikorper in Aliquots aufgeteilt.

138



Experimentalteil

AAVT: Antikorper-Inkubation
a) Anti-HA und Anti-FLAG Inkubation

Eine R-NH-3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde in einer
Synthesekammer 10 min in eine Phosphatgepufferte Salzlésung mit Tween 20
(PBS-T; 0,05 % Tween20) gequollen. AnschlieRend wurde mit Rockland Blocking
Buffer (RB) 30 min bei 140 rpm geschiittelt und 1x1 min mit 10 % RB in PBS-T (v/v)
gewaschen. Danach wurde die Farbel6sung, bestehend aus einer 1:1000 Verdinnung
eines oder zweier Antikorper (Monoklonaler Maus Anti-HA-Cy3 (c=1,00 mg/mL) IgG
Antikbrper und Monoklonaler Maus (M2) Anti-Flag-Cy5 (c=1,00 mg/mL) IgG
Antikorper) in 10 % RB in PBS-T (v/v), zugegeben und fir 1 h unter Lichtausschuss
bei 140 rpm geschittelt. Im Anschluss wurde 5x1 min mit PBS-T gewaschen, mit dest.

Wasser gespult, mit Argon getrocknet und bis zum Scan bei 4 °C unter Argon gelagert.
b) Serum-Inkubation

Eine R-NH-3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde in einer
Inkubationskammer 10 min in PBS-T gequollen. Anschlie3end wurde mit Rockland
Blocking Buffer (RB) 30 min bei 140 rpm geschittelt und 1x1 min mit 10 % RB in
PBS-T  (v/v) gewaschen. Es wurde eine Vorfarbung durch eine
Sekundarantikorper-Inkubation durchgefuhrt, um Hintergrundsignale auszuschlief3en.
Nachdem die Oberflache wieder in der Inkubationskammer befestigt wurde, wurde die
Oberflache 10 minin 10 %RB in PBS-T (v/v) gequollen und im Anschluss bei 4 °C tber
Nacht unter Lichtausschuss mit der Farbelésung inkubiert. Diese setzt sich aus einer
Verdiinnung des gewilnschten Serums mit 10 %RB in PBS-T (v/v) zusammen. Falls
nicht anders angegeben, wurde in der gesamten Arbeit die Verdiinnung des Serums
von 1:100 verwendet. AbschlieBend wurde 5x1 1min mit 10 %RB in PBS-T gewaschen

und eine Inkubation mit Fluorophor-gelabelten Sekundéarantikdrpern durchgefihrt.
c) Sekundarantikdrper-Inkubation

Eine bereits gequollene, geblockte, ggf. mit Serum inkubierte und gewaschene
R-NH-3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde 1h bei 140 rpm unter
Lichtausschuss mit der Farbel6ésung geschuttelt. Die Farbeldsung setzt sich aus einer
1:3.000 Verdinnung eines anti-human IgG AF647 Antikérper (c=0,75 mg/mL) und
10 % RB in PBS-T (v/v) zusammen. Zusétzlich wurde nach Bedarf zur Inkubation der
Kontrollpeptide ein anti-HA-Cy3 1gG Antikérper (c=1,00 mg/mL) zur Farbelésung
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hinzugefligt. AbschlieRend wurde 5x1 min mit PBS-T gewaschen, mit dest. Wasser
gespllt, die Oberflache mit Argon getrocknet und bis zum Scan bei 4 °C unter Argon

gelagert.

AAVS8: Herstellung der Donoroberflachen
a) Generelle Vorbereitung der Donoroberflachen

Zunachst wurden Glasobjekttrager im Ultraschallbad jeweils 5 min mit Seifenwasser,
dest. Wasser, Isopropanol (iPrOH) und Aceton gereinigt. Die gereinigten Objekttrager
wurden mit Argon getrocknet und im Anschluss mit einer selbstklebenden und
lichtabsorbierenden Polyimidfolie (Kaptonfolie) mit Hilfe eines Laminiergerates
beklebt.

b) Blade-Coating (Rakeln)

Fur die Beschichtung mittels Rakel wurde eine gereinigte und beklebte Oberflache auf
dem Ziehtisch des Rakel-Gerats befestigt. AnschlieRend wurden 70,0 uL der
Beschichtungsldsung in den Rakelspalt (Hohe: 1.500 um) pipettiert und die Oberflache
mit einer Ziehgeschwindigkeit von 10 mm/s beschichtet.

AAV9: Herstellung der Beschichtungslésung

a) Aminosauren und Aktivierungsreagenzien

Zur Herstellung der Beschichtungslosung mit Aminoséuren (AS) wurden 30,0 umol der
gewlnschten Aminosdure eingewogen und mit SLEC-Polymermatrix auf 150 mg
Gesamteinwaage aufgefillt. Als Losungsmittel fir Aminosauren mit OPfp-Aktivester
wurde 1,00 mL DCM verwendet. Alle Aminosauren ohne Aktivester wurden getrennt
von der Polymermatrix eingewogen und in 50,0 pL wasserfreiem DMF geldst. Die
getrennt eingewogene Polymermatrix wurde in 950 puL wasserfreiem DCM gel6st und
anschlieBend mit der Aminosauren-Losung vermischt. Die Einwaage der
Aktivierungsreagenzien erfolgte analog. Die genaue Zusammensetzung der
Einwaagen der Aminosauren und deren Aktivierungsreagenzien ist aus Tabelle 19,
Tabelle 20 und Tabelle 21 im Anhang (Seite 177) zu entnehmen.
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b) Andere Chemikalien

Fur die Einwaage den Transfer anderer Chemikalien wurden 15,0 mg mit 135 mg
SLEC-Polymermatrix in 1,00 mL wasserfreiem DCM geldst. Je nach Ldslichkeit und

Polaritdt der Chemikalie wurde das Lésungsmittel durch MeOH oder Aceton ersetzt.

AAV10: Lasertransfer via nano3D-Drucker

Eine R-NH-3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde mit der funktionalisierten
Seite nach oben zeigend auf die Laserstage gelegt. Danach wurde die erste Donor
Oberflache mit Hilfe des Roboterarms mit der beschichteten Seite nach unten auf den
Akzeptor platziert und das gewinschte Lasermuster mit Hilfe eines
Computerprogramms transferiert. Dieser Vorgang wurde entsprechend oft mit

verschiedenen Donoren wiederholt.

AAV11: Reaktionskupplung

Zur Kupplung der transferierten Moleklle wurde die Akzeptor Oberflache 10 min im
Ofen bei 98 °C unter Argon inkubiert. Die Oberflache wurde 4x1 min mit Aceton im
Ultraschallbad gewaschen, mit Argon getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei

4 °C unter Argon gelagert.

AAV12: Nachweisreaktion mit Xanthydrol

Auf eine R-NH-[3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde nach AAV10 und
AAV11 die gewinschten Aminosauren transferiert und an die Syntheseoberflache
gekuppelt. AnschlieRend wurden die Seitenkettenschutzgruppen nach AAV3 entfernt
und die Syntheseoberflaiche mit einer 1:1 Lésung aus 1 M Salzsaure (HCI) und
200 mM Xanthydrol in iPrOH fur 15 min inkubiert. Abschlieend wurde die
Reaktionslosung abgespult und 3x5 min mit iPrOH gewaschen. Die Oberflache wurde

mit Argon getrocknet und bei 4 °C unter Argon gelagert.
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AAV13: Phosphorylierung von Hydroxylgruppen
a) Phosphinylierung

Die Seitenkettenschutzgruppen einer R-NH-3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache
wurde nach AAV3 entfernt. AnschlieRend wurde eine Reaktionslésung aus 2,25 mM
(1,00 Aq.) des gewiinschten Phosphoramidits (Di-tert-Butyl
N,N-diisopropylphosphoramidit, Dibenzyl N,N-diisopropylphosphoramidit,
Bis[2-(trimethylsilyl)ethyl] N,N-diisopropylphosphoramidit) mit 4,50 mM 1H-Tetrazol
(0,45 M in Acetonitril, 2,00 Ag.) in wasserfreiem DMF hergestellt. Die Reaktionslosung
wurde auf die Oberflache gegeben und fur 90 min bei RT leicht geschuttelt.
Anschliel3end wurde im Wechsel je 5x2 min mit DMF und iPrOH gewaschen. Danach
wurde 1x5 min mit Aceton gewaschen, die Oberflache mit Argon getrocknet mit einer

nachfolgenden Oxidation weiter umgesetzt.
b) Oxidation

Zur Oxidation einer phosphinylierten R-NH-3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache
wurde eine 3,00 M tert-Butylhydroxyperoxid (tBuOOH, 550M in Dekan)
Reaktionsldésung in Cyclohexan fur 30 min bei RT unter schitteln auf der Oberflache
inkubiert. AnschlieRend wurde 5x2 min mit Cyclohexan und 1x5 min mit Aceton
gewaschen. Die Oberflache wurde 4x1 min mit Aceton im Ultraschallbad gewaschen,

mit Argon getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C unter Argon gelagert.

AAV14: Durchfihrung der GBB Reaktion

Auf eine R-NH-[3-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde nach AAV10 und
AAV11l die Aminosaure Fmoc-Aea-OH an die Syntheseoberflache gekuppelt.
Anschlieliend wurden die Seitenkettenschutzgruppen nach AAV3 entfernt und ein
Transfer der GBB Reagenzien 2-Aminopyrazin, 1-Adamantylisocyanid und
Trichloressigsaure (TCA) nach AAV10 durchgefiihrt. Die Einwaagen und
Transferparameter der Reagenzien sind in Tabelle 21 und Tabelle 24 (Anhang,
S.178+180) aufgefihrt. Die Syntheseoberflache wurde Gber Nacht bei 100 °C im Ofen
inkubiert und anschlieBend 1x15 min mit einer 25 %-igen Ammoniaklésung
gewaschen. Die Oberflache wurde mit Argon getrocknet und bei 4 °C unter Argon

gelagert.
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7.5 Versuchsbeschreibungen

7.5.1 Laser-basierte Synthesen

Eine Fmoc-NH-R-Ala-10:90-PEGMA-co-MMA-Oberflache wurde nach AAV1
entschutzt und die benotigten Donoren tber AAV8 und AAV9 mittels Rakel hergestellt.

a) Aktivestermethode

Die bendtigten Aminosauren (Fmoc-AS-OPfp) wurden nach AAV10 per
Laserimpuls Ubertragen und anschlieRend nach AAV11 im Ofen fir 10 min bei

98°C unter Argon an die Oberflache gekuppelt.
b) Anknupfung durch den Transfer von Kupplungsreagenzien

Die bendtigten Aminosauren (Fmoc-AS-OH) wurden nach AAV10 auf die
Syntheseoberflache Ubertragen. Anschlie3end wurde als zweiter Schritt DIC und
als dritter Schritt OxymaPure Ubertragen. Danach wurden die Aminosdure nach
AAV11 im Ofen fur 10 min bei 98°C unter Argon an die Oberflache gekuppelt.

Nach der Kupplung wurden die Oberflachen fir 4x1 min mit Aceton im Ultraschallbad
gewaschen. Die Acetylierung freier Reaktionsstellen nach AAV2 erfolgte nach der
ersten transferierten Lage Giber Nacht. Je nach gewtiinschter Weiterverwendung wurde

die Oberflache unterschiedlich weiter behandelt.

a) Fluoreszenzmarkierung

Zur abschlieRenden Fluoreszenzmarkierung wurde die Oberflache nach AAV1
entschitzt und eine Fluorophor-Inkubation nach AAV4 mit 20,0 mL TAMRA-NHS in
PBS-T (Verdiinnung 1:10.000) durchgefthrt.

b) Reaktionen an den Seitenketten der Aminoséuren

Zur spezifischen Reaktionen an den Seitenketten der transferierten Aminoséauren
wurde eine Seitenkettenentschiitzung nach AAV3 durchgefihrt. AbschlieRend wurde
je nach gewulnschter Reaktion eine Fluorophor-Inkubation nach AAV12 oder die

Reaktion zur Chemodetektion vorgenommen.
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c) Peptidsynthese

Fur die weitere Nutzung zur Peptidsynthese wurde die Oberflache erneut nach AAV1
entschutzt und die Prozesse des Lasertransfers (AAV10), der Kupplung (AAV11), der
Acetylierung (AAV2) und der Fmoc-Entschitzung (AAV1) so lange weiter
durchgeftuhrt, bis die gewinschte Peptidlange erreicht wurde. Abschlie3end wurde
ebenfalls eine Seitenkettenentschitzung nach AAV3 durchgefihrt. Je nach
gewlnschter Anwendung wurde die Oberfliche nach AAV7 mit Seren,

Sekundarantikdrpern oder gelabelter monoklonaler Antikdrper gefarbt.

7.5.2 Synthese und Charakterisierung verwendeter

Phosphorylierungsreagenzien

a) N,N-Diisopropylaminodichlorophosphin

)\ J\ Zu einer Losung von 69,8 mL Phosphortrichlorid (109 g; 0,80 mol) in
N 500 mL Hexan wurden 225 mL Diisopropylamin (161 g; 1,60 mol) bei
|
P

N 0° C fur 1 h zugetropft. Anschlielend wurde das Reaktionsgemisch

cI” unter Ruhren fir 2 h auf 40° C erhitzt. Nach Beenden der Reaktion
wurden die nicht organischen Salze abfiltriert und drei Mal mit 100 mL Hexan
gewaschen. Das Ldsungsmittel der vereinten organischen Phasen wurde unter
vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt bei 15 mbar und 105° C destilliert.
Es wurde reines N,N-Diisopropylaminodichlorophosphin in Form einer farblosen
Flussigkeit erhalten (107 g; 78 %). Die spektroskopischen Daten entsprachen denen

aus der Literatur.?217]

1H-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 1.30 (d, 12H, 4CH3), 4.0 (m, 2H, 2CH)
31P-NMR (CDClIz): & (ppm) = 169.4
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b) Bis(2-(trimethylsilyl)ethyl) diisopropylphosphoramidit

)\ /k Zu einer Losung von 126¢g
N 2-(Trimethylsilyl)ethanol (107 mmol) und 15,4 g
Me3Si\/\O/ Ig\o/\/SiMe3 Triethylamin (152 mmol) in 84,0 mL

Diethylether wurden 30 min bei 0° C unter
Argon eine L6sung aus 10,8 g N,N-Diisopropylaminodichlorophosphin (50,8 mmol) in
53,0 mL Diethylether unter Ruhren zugetropft. Nach der leicht exothermen Reaktion
und der Ausbildung einer dickflissigen, weiRen Suspension wurde das
Reaktionsgemisch tber Nacht bei 20° C gerthrt. Anschliel3end wurde die Suspension
filtriert und der Filterriickstand zwei Mal mit 30 mL Diethylether gewaschen. Die
vereinigten  Filtrate wurden zweimal mit 100mL einer gesattigten
Natriumhydrogencarbonat-Lésung, sowie mit 40,0 mL gesattigter
Natriumchlorid-Lésung gewaschen. Abschlieend wurde das Rohprodukt ber
Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck (25 mbar,
165° C) entfernt. Es wurden 13,79 Bis(2-(trimethylsilyl)ethyl)
diisopropylphosphoramidit (74 %) als farblose Flussigkeit erhalten. Die

spektroskopischen Daten entsprachen denen aus der Literatur.[?8]

IH-NMR (500 MHz, CDCls): & (ppm) = 3.90-3.78 (m, 4H), 3.77-3.68 (m, 2H), 1.31 (d,
J=6.6 Hz, 12H), 1.17-1.12 (m, 4H), 0.15 (s, 18H).

13C-NMR (CDCls): & (ppm) = 60.7 (2, d, Je—p = 19.1 Hz, 2C), 42.7 (1, d, Jc-p = 12.7 Hz,
2C), 24.6 (3, d, Jep = 7.6 Hz, 4C), 20.1 (2, d, Jcp = 7.6 Hz, 2C), 1.4 (3, 6C).
31P_.NMR (CDCls): & (ppm) = 143.5
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9. Abklrzungsverzeichnis

°C
AAV
Abb.
ACPA
Aea

AF

Ahx
Ala (A)
Aq.

Arg (R)
AS

Asn (N)
Asp (D)
a.u.
Bregs
Bsp.
bzw.
CCP
Cit (2)
CLIFT

cm
CuAAC
Cys (C)
DBCO
DCM
dest.
DIC
DIPEA
DMF
DNA
EE

et al.
FAM
Flag
Fmoc

GBB

Grad Celsius

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Abbildung

Anti-citrullinierte Protein-Antikorper
Allysinethylenacetal

AlexaFluor

Aminohexanséaure

Alanin

Aquivalent(e)

Arginin

Aminosaure

Asparagin

Asparaginsaure

willkiirliche Einheit (engl.: arbitrary unit)
Regulatorische B-Zellen

Beispiel

beziehungsweise

cyclische citrullinierte Peptide

Citrullin

Kombinatorischer Laserinduzierter Materialtransfer
(engl.: combinational Laser-induced forward transfer)
Centimeter

Kupfer-katalysierten Azid-Alkin Click-Reaktion
Cystein

Dibenzocyclooctin

Dichlormethan

Destilliert

N,N™-Diisopropylcarbodiimid
N,N™-Diisopropylethylamin
N,N’-Dimethylformamid
Desoxyribonukleinsaure
Essigsaureethylester

et alia (und andere)

Fluorescein

Sequenz: NH2-DYKDDDDK-COOH
9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl
Gramm

Groebke-Blackburn-Bienaymé Reaktion
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GIn (Q) Glutamin

Glu (E) Glutaminsaure

Gly (G) Glycin

h Stunde

HA Hamagglutinin (Sequenz: NHz-YPYDVPDYA-COOH)
hC Gesundes Kontrollserum (engl. healthy control)
HCit (X) Homaocitrullin

His (H) Histidin

HLA Humane Leukozyten Antigene

HOBt 1-Hydroxybenzotriazol

Hyp (p) Hydroxyprolin

lle (1) Isoleucin

IMT Institut fir Mikrostrukturtechnik

iPrOH Isopropanol

Leu (L) Leucin

LM Losungsmittel

Lys (K) Lysin

Lys(Ac) (k) Acetyllysin

Lys(Ns) Azidolysin

KIT Karlsruher Institut fir Technologie

M Molar

MALDI Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption-lonisation

(engl. Matrix-assisted Laser Desorption lonization)

MeOH Methanol

Met (M) Methionin

mg Milligramm

Mg Mikrogramm

min Minute

mL Milliliter

pL Mikroliter

MMA Methylmethacrylat

mm Millimeter

pum Mikrometer

pmol Mikromol

MS Massenspektrometerie

MSI Ortsaufgeltste Massenspektrometrie
NHS N-Succinimidyl-ester

nm Nanometer

NMR Magnetkernresonanz (engl.: nuclear magnetic resonance)
OPfp Pentafluorophenylester

Oxyma Pure Hydroxyiminocyanessigsaureethylester
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Pra
PBS-T
Phe (F)
PEGMA
ppm
Pra
Pro (P)
R

RA

RB

RF
RNA
RT

rpm

rps

Ser (S)
SG

SjS
SLE
sog.
SPAAC

SPPS
Tab.
TAMRA
tBu
TCA
Thr (T)
TFA
TIPS
Tmb
TOF
Trp (W)
Trt

Tyr (Y)
Tween 20 (T)
Y,

Val (V)
VS
z.B.

Propargylglycin

Phosphatgepufferte Salzlésung mit Tween20
Phenylalanin
Polyethylenglykolmethacrylat

parts per million

Propargylglycin

Prolin

Rest

Rheumatoide Arthritis

Rockland Blocking Buffer
Rheumafaktor

Ribonukleinséure

Raumtemperatur

Rotations per minute

Revolutions per second

Sekunde

Serin

Schutzgruppe

Sjégrens Syndrom

Systemischer Lupus erythematodes

sogenannt

Spannungsgesteuerte Alkin-Azid Cycloaddition
(engl.: Strain promoted Alkyne Azide Cycloaddition)

Solid Phase Peptide Synthesis
Tabelle
5-(6)-Carboxytetramethylrhodamin
tert-Butyl-

Trichloressigsaure (engl: trichloroacetic acid)
Threonin

Trifluoressigsaure

Triisopropylsilan
Trimethoxybenzylglycin
Flugzeitanalyse (engl. time of flight)
Tryptophan

Trityl-

Tyrosin

Polyoxyethylensorbitan monolaurat
Volumen

Valin

Vertikale Scanning Interferometrie

Zum Beispiel
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13. Anhang

13.1 Einwaagen der Beschichtungslosungen

Anhang

Die Donor-Oberflachen wurden nach AAV8 und AAV9 hergestellt. Die bendétigten

Reagenzienmengen sind in Tabelle 19, Tabelle 20 und Tabelle 21 zusammengefasst.

Tabelle 19: Berechnete Einwaage zur

Donorbeschichtung  fur

30,0 pmol

der

geschutzten,

proteinogenen Aminoséuren und der zugehdrigen Matrix in 1,00 mL DCM. Zuerst wurde DMF (falls es

verwendet wurde) und dann die Matrix in DCM zur Aminosaure hinzugegeben.

Aminoséaure

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
GIn
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

geschitzte Variante

Fmoc-Ala-OPfp
Fmoc-Arg(Pbf)-OH
Fmoc-Asn(Trt)-OPfp
Fmoc-Asp(OtBu)-OPfp
Fmoc-Cys(Trt)-OPfp
Fmoc-GIn(Trt)-OPfp
Fmoc-Glu(OtBu)-OPfp
Fmoc-Gly-OPfp
Fmoc-His(Trt)-OPfp
Fmoc-lle-OPfp
Fmoc-Leu-OPfp
Fmoc-Lys(Boc)-OPfp
Fmoc-Met-OPfp
Fmoc-Phe-OPfp
Fmoc-Pro-OPfp
Fmoc-Ser(tBu)-OPfp
Fmoc-Thr(tBu)-OPfp
Fmoc-Trp(Boc)-OPfp
Fmoc-Tyr(tBu)-OPfp
Fmoc-Val-OPfp

M
[g/mol]
477,38
648,77
762,72
577,50
751,76
776,75
591,52
463,35
785,76
519,46
519,46
634,59
537,50
553,48
503,42
549,49
563,51
692,63
625,58
505,43

Einwaage
[mg]
14,3
19,5
22,9
17,3
22,6
23,3
17,7
13,9
23,6
15,6
15,6
19,0
16,1
16,6
15,1
16,5
16,9
20,8
18,8
15,2

Einwaage
Matrix [mg]
135,7
130,5
127,1
132,7
127,4
126,7
132,3
136,1
126,4
134,4
134,4
131,0
133,9
133,4
134,9
133,5
133,1
129,2
131,2
134,8

Volumen
DMF [uL]

50,0
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Tabelle 20: Berechnete Einwaage zur Donorbeschichtung fur 30,0 umol der geschitzten, nicht
proteinogenen Aminosauren und der zugehdérigen Matrix in 1,00 mL Gesamtvolumen (LM: DCM). Zuerst

wurde DMF (falls es verwendet wurde) und dann die Matrix in DCM zur Aminosaure hinzugegeben.

Aminoséaure geschitzte Variante MW Einwaage Einwaage Volumen
[g/mol] [ma] Matrix [mg] | DMF [pL]
Cit Fmoc-Cit-OPfp 563,48 16,9 133,1 50,0
HCit Fmoc-HCit-OPfp 577,51 17,3 132,7 50,0
Lys(Ac) Fmoc-Lys(Ac)-OPfp 576,52 17,3 132,7 -
pThr Fmoc-Thr(PO(OBzl)OH)-OH | 511,47 15,3 134,7 50,0
pSer Fmoc-Ser(PO(OBzI)OH)-OH | 497,44 14,9 135,1 50,0
pTyr Fmoc-Tyr(PO(OBzl)OH)-OH 573,54 17,2 132,8 50,0
Hyp Fmoc-Hyp(tBu)-OH 409,48 12,3 137,7 50,0
Lys(Ns) Fmoc-Lys(N3)-OH 394,43 11,8 137,2 50,0
Abg Fmoc-Abg(Boc)-OH 468,54 14,1 135,9 50,0
Aea Fmoc-Aea-OH 411,45 12,3 137,7 50,0
D-Asp Fmoc-D-Asp(OtBu)-OH 411,45 12,3 137,7 50,0
D-Cys Fmoc-D-Cys-OH*H20 343*18 10,8 139,2 50,0
D-Pro Fmoc-D-Pro-OH 337,37 10,1 139,9 50,0
Pra Fmoc-Pra-OH 335,35 10,1 139,9 50,0
Tmb Fmoc-Tmb-Gly-OH 477,51 14,3 135,7 50,0
Asp-4-ae Fmoc-Asp-4-Allylester 395,41 11,9 137,1 50,0

Tabelle 21: Berechnete Einwaage zur Donorbeschichtung der benétigten Reagenzien und der
zugehdorigen Matrix fir 1,00 mL DCM

Reagenz MW Einwaage Stoffmenge | Einwaage Matrix

[g/mol] [mg] [umol] [mg]
DIC 126,20 9,40 56,0 142
Oxyma Pure 142,11 8,00 56,0 142
DIPEA 129,24 19,6 112 130
2-Aminopyrazin 95,10 15,0 158 135
1-Adamantylisocyanid 161,24 15,0 93,2 135
TCA 163,39 15,0 92,0 135
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13.2 Parameter des laserbasierten Transfers mit dem nano3D Drucker

Der laserbasierte Transfer wurde nach AAV10 durchgefihrt. Im Fall eines mehrfachen
Transfers wurde ein Kupplungsschritt nach AAV11 vorgenommen und der Prozess
wiederholt. Die verwendeten Donoroberflachen wurden nach AAV8 und AAV9
hergestellt. Die Peptidsynthesen wurden zudem 10,0 mm aul3erhalb der Fokusebene
des Lasers durchgefihrt.

Tabelle 22: Optimierte Transferparameter fir die verwendeten Aminosauren zur Peptidsynthese.

Optimiert wurde auf 200 pm Spotdurchmesser und 20.000 a.u. Fluoreszenzintensitét. Der Ubertrag und

Kupplung von Arginin muss vierfach durchgefiihrt werden.

Aminosaure Abkirzung Laserenergie [mW] Laserzeit [ms]
Ala A 140 10,0
Arg R 240 28,0
Asn N 170 12,0
Asp D 140 8,00
Cys C 170 12,0
Gln Q 170 12,0
Glu E 130 8,00
Gly G 130 8,00
His H 170 12,0
lle I 150 8,00
Leu L 150 8,00
Lys K 150 14,0
Met M 120 8,00
Phe F 150 8,00
Pro P 140 8,00
Ser S 130 8,00
Thr T 140 6,00
Trp w 170 10,0
Tyr Y 170 8,00
Val \Y 140 8,00
Cit z 180 14,0
HCit X 180 14,0
Lys(Ac) k 180 14,0
Hyp p 160 12,0
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Tabelle 23: Optimierte Transferparameter zur Massenbestimmung tber MALDI-TOF

Aminosaure Laserenergie [mMW] Laserzeit [ms]
Cit 180 14,0
HCit 180 14,0
Lys(Ac) 180 14,0
pThr 200 16,0
pSer 200 16,0
pTyr 200 16,0
Hyp 160 12,0
Lys(Ns) 180 8,00
Abg 200 10,0
Aea 200 14,0
Pra 140 8,00
Tmb 200 10,0
Asp-ae 160 10,0

Die eingesetzten Edukte der GBB Reaktion, sowie deren Optimierung sind in der

Dissertation von Jannik Schlindwein beschrieben.

Tabelle 24: Optimierte Transferparameter der verwendeten GBB Reagenzien

Reagenz Laserenergie [mW] Laserzeit [ms]
Fmoc-Aea-OH 200 14,0
2-Aminopyrazin 260 16,0
1-Adamantylisocyanid 240 14,0
TCA 180 10,0
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13.3 Anonymisierte Daten zu den verwendeten Patientenseren

Tabelle 25: Anonymisierte Patientendaten zu Seren der rheumatoiden Arthritis, sowie Kontrollseren

(engl.: healthy Control, hC)

Serum
RA1
RA2
RA3
RA4
RA5
RAG6
RA7
RA8
RA9
RA10
RA11
RA12
RA13
RA14
RA15
RA16
hC1
hC2

Diagnose
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA
RA

gesund

gesund

Kategorie
spat (RF-)
spat (RF+)
spat (RF-)
spat (RF+)
spat (RF-)
spat (RF+)
spat
spat
spat
spat
spat
spat
spat
frah
frah
frih

Anti-CCP [IU/ml]

negativ
positiv
negativ
positiv
positiv
positiv
77,7
169,3
83,9

> Max
> Max
162,1
Pos.
132,6
140,7

0

0

0

58
49
79
76
50
32

Tabelle 26: Anonymisierte Patientendaten zu Seren des Sjogrens Syndrom

Serum
Sjs1
SjS2
SjS3
SjS4
SjS5
SjS6

Diagnose
SjS
SjS
Sjs
SjS
SjS
SjS

Anti-Ro/ Ro-52

+4++/+++
+++/+++
+4++/+++
+++/+++
+4++/+++

+4++/+++

Anti-La

Alter Geschlecht

f
f

m

Nukleosome

+)
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Tabelle 27: Anonymisierte Patientendaten zu Serum von HBV sowie des Kontrollserum (engl.: healthy
Control, hC)

Serum Diagnose Anti-HBs [IU/L] Alter Geschlecht
HBs HBV >1.000 46 f
hC3 gesund 0 46 f

13.4 Daten und Fluoreszenzscans zu den biologischen Anwendungen
a) Peptidliste zu der Peptidsynthese aus der Literatur

Die folgenden Peptidsequenzen in Tabelle 28 sind hauptséachlich aus Peptiden der
Proteine Fi|aggrin[141-l42, 190]’ Fibrinogen[l42-l45, 154, 191]’ Vimentin[l“z' 145-146, 154],
a-Enolaselt42: 145 154, 192] = Apgliprotein (A-C, E)I142 145 1921 sowie diverse weitere
Peptidel142 145, 156, 192] 7zysammengesetzt. Dabei wurden die PTMs Citrullin (Cit, Z),
Homocitrullin (HCit, X), Acetyllysin (Lys(Ac), k) und Hydroxyprolin (Hyp, p) integriert.

Tabelle 28: Peptidsequenzen der Arraysynthese von diversen Sequenzen aus der Literatur. (Z = Cit,
X = HCit, k = Lys(Ac), p = Hyp)

Peptidsequenz

Peptidsequenz

Peptidsequenz

AAANQMRNFLVRASC GZGAEDSLADQAANK SEQGVYTCTAQGIWK
AAAPPPAVPCAPAEN GZTSTADYAMFXVGP SEVXQLIXAIQLTYN
AAZLPVAPLRKGGGG GZYSISRTEAADLCK SEZDFALLSLQVPLK
ADLSGITGAZNLAVS GZYYWGGQYTWDMAK SEZGDAVCTESGWRP
ADZDQYELLCLDNTZ HENMZRPYFPVAVGK SEZQRNVEHKVAAIK
AEFTGZHDAHLNGKG HGGLYHENMZRPYFP SFVERCIDWNRELLK
AEGGGVKGPKVVEKH HHPGIAEFPSRGKSS SGGGYRARPAKAAAT
AEGGGVRGPRVVERH HHPGIEFPSZGKSSS SGGGYRAZPAKAAAT
AEGGGVXGPXVVEXH HLSLLTTLSNZVCSQ SGGGYZARPAKAAAT
AEGGGVZGPRVVEZH HMIDDSMICAGNLQK SGGSDZTIAYENKGG
AEGGGVZGPZVVEZH HNDDEQYAWESSAGG SGQDVSQAQZQIKGG
AEILELAGNAAZDNK HPGIAEFPSZGXSSS SGQWQTPGATZSLSK
AESSSGVPGTADSRS HQPQEFPTYVEPTND SGSTTTTTZZSCSXT
AEZFSSZGGRLGSSR HSASQDGQDTIZGHP SGXECEEIIZXGGET
AGFAGDDAPZAVFPS HSGIGHGQASSAVRD SHALQLNNZQIRGLE
AHGVQTESSTVTPTL HSTSQEGQDTIHGHZ SHHPGIAEFPSZGKS
AHPGSRRGGZHGYHH HTFVQSGSHLAAZEK SHQESTRGRSRGRSG
AHPGSRZGGRHGYHH HTFYNELZVAPEEHP SHQESTRGRSRGZSG
AHPGSZRGGRHGYHH HVIPMNPNTNDLFNA SHQESTRGRSZGRSG
AHPGSZZGGRHGYHH HYGGFTVQNEANXYQ SHQESTRGZSRGRSG
AKPALEDLZQGLLPV HZGYSGSQASDNEGH SHQESTZGRSRGRSG
ALENDPDCZHVIPMN IAEFPSZGKSSSYSK SHQESTZGRSRGZSG
ALGHLDLSGNZLRKG IAFPSIGSGZNGFPK SHQESTZGRSZGRSG
ALYLQYTDETFZTTI IAXDLLPSZDZQHLP SHQESTZGZSRGRSG
ALZDVZQQYESVAAK ICVGCPZDIPTNSPE SHSFZAMCQNGKGGG
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AMHVAQPAVVLASSZ
ANSZFATTFYQHLAD
APPPISGGGYRARPA
APPPISGGGYRAZPA
APPPISGGGYZARPA
APZNDLSPASSGNAV
APZNLRRVSQTDNSI
AQALZDNSTMGYMAA
AQLNLATZTWPCTLL
AQTTVTCMENGWSPT
AQZIYGNQDTSSQLK
ASSARDZGHRGSRGS
ASSAZDRGHRGSRGS
AVTEMNGZIVATKGG
AVVLASSZGIASFVC
AWAVARLSQZFPKGG
AZSEMDKVZVFQATZ
CANGZQTVSWAVTPK
CCTESLVNRZPCFSA
CGIADFLSTYQTXVD
CNMGYEYSEZGDAVC
CSTSSLLEACTFZRP
CSZALAZEVDLXDYE
CTESGWRPLPSCEEK
CTGTAANSZDTIFQK
CTLLFFLLFIPVFCK
DAAFZQGHNSVFLIK
DCGQPRNLPNGDFZY
DEZFGSYCPTTCGIA
DFGZXWDPYXQGFGN
DFIWGHRQDVPSLEG
DFLTDZSNQSHLVGV
DFSSANNZDNTYNZV
DFXXNWIQYXEGFGH
DGFZHZHPDEAAFFD
DHEELSLVASEAVZA
DHFSVIDFNQNIZTW
DIANXGAXQSGLYFI
DIQLARZIRGERAGG
DITSDTSGDFZNALL
DLVRTRZYVRKGGGG
DLYANTVLSGGTTMY
DMNTENGGWTVIQNR
DMXRLEVDIDIKIZS
DNEDFQESNZMYSVN
DNEZVFSLQWGEVKG
DNGCFZSSGSLLNNA
DNRGNLLQCICTGNG
DPSZYISPDQLADLY
DQCIZHYEGSTVPEK
DQYYNIDVPSRTAZA
DRFSGSGSGTDFTLK

IDEIVLVGGSTZIPK
IDVPSRTAZAITTZS
IGRELNPRIGTFDLK
IGRTWNDPSVQQDIK
IHAKEIFDSKGNPTV
IHAREIFDSRGNPTV
IHAXEIFDSXGNPTV
IHAZEIFDSZGNPTV
IHDITGXDCQDIANX
IHQEMIGGLZNNNEK
IHWESASLLRSEETK
IIGRCTGTAANSZDT
IKIZSCZGSCSZALA
ILAAANMPVQGPLEK
INQEEVGLAAPAPTA
IPCSQPPQIEHGTIN
IPEATNZRVWELSKG
IREVTQZLNGEIQAL
ISAZFSDGLESNSST
ISNAZENIQRLTGZG
ISPDQLADLYKSFIK
ITGAZNLAVSQVVHK
ITGMLLEIDNSELLH
ITHZIHWESASLLRS
KGFRLLLASPZSCYK
KIHAKEIFDSKGNPT
KIHAREIFDSRGNPT
KIHAXEIFDSXGNPT
KIHAZEIFDSZGNPT
KTZWYSMXXTTMXII
LAFZQPSSAFAAFVK
LAQANGWGVMVSHZS
LCTVATLZETYGEMA
LDGVQNPZAEDLVGK
LEGTTZLTRKGGGGG
LEPATEYTLZIFAEK
LGDTTHTCPZCPEPK
LGEFYEALDCLZIPK
LIANTLCNSZQLYDH
LIDEVNQDFTNZINK
LIQPDSSVXPYZVYC
LLIYDVNSZPSGISN
LLQCICTGNGZGEWK
LLQDFFNGZDLNKGG
LNNZQIRGLEEELQF
LPQPDLZYLFLNGNK
LQVLGKDLLLPQPDL
LREAERQEEKRAGZS
LSNZVCSQYAAYGEK
LSSVQESQVAQQAZG
LSZTVRCTCISISNQ
LTDZSNQSHLVGVPK

SIAFPSIGSGZNGFP
SKQFTSSTSYNRGDS
SKQFTSSTSYNZGDS
SLISRZGDMSSNPAK
SLQSSSVSEZQRNVE
SLZPAPPPISGGGYZ
SPFGSSFZTFNATDY
SPGTZZEYHTEXLVT
SPPAAVAVAVSAAAP
SPPLYCDSEIDAELK
SPZDYSNFDQEFLNE
SQDGQDTIZGHPGSS
SQLVYQSRZGPLVKG
SQTDNSITLEWRNGK
SSGNAVYDFFIGREL
SSGQWQTPGATZSLS
SSSFLNFGFANZFSK
SSSPVTGYZVTTTPK
SSVPGVRLLQDSVDF
SSVPGVZLLQDSVDF
SSYAFFVQTCZEEHK
SSZSHTLZTTCWDGK
SSZTSNPYRVPANLE
STATDITGPIILQTY
STRGRSRGRSGZSGS
STRGRSRGZSGRSGS
STRGRSZGRSGRSGS
STRGZSRGRSGRSGS
STSYNRGDSTFESKS
STSYNZGDSTFESKS
STZGRSRGRSGRSGS
STZGRSRGRSGZSGS
STZGRSRGZSGRSGS
STZGRSZGRSGRSGS
STZGZSRGRSGRSGS
SVZQGLGPASTTSPS
SYNZGDSTFESKSYK
SZFATTFYQHLADSK
SZIEVLKRXVIEXVQ
SZPYTFHSHGITYYK
TAZAITTZSGQTLSK
TEEEDFHVDQVTTVK
TESZGSESGIFTNTX
TGAPCRSEZLAKGGG
TGNTYZVGDTYERPK
TGPSTRGRQGSZHEG
TGPSTRGRQGSZHEQ
TGPSTRGZQGSRHEQ
TGPSTZGRQGSRHEQ
TGSSTGGZQGSHHEG
THSTXZGHASZPVRG
THZYQIWTTVVDWIH

Anhang
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DSGHZGYSGSQASDN
DSGZDYVSQFEGSAL
DSSIZYLQEIYNSNN
DSTZIRITDNMFCAG
DTSGDFZNALLSLAK
DZDQYELLCLDNTZK
EAAANGGSGPZAPVG
EAPSLZPAPPPISGG
EARZEVEVKGGGGGG
EDAPVIHQEMIGGLZ

EDGGGWWYNRCHAAN

EDLZQGLLPVLESFK
EDQQXQLEQVIAXDL
EDWXGDXVXAHYGGF
EEFHEQSFZVEKGGG
EEHPVLLTEAPLNPK
EEQEVSWTQYTQZKG
EEVGLAAPAPTAZNK
EFPSRGKSSSYSKQF
EFPSZGKSSSYSKQF
EGAEZGLSAIRGGGG
EGFFSARGHKPLDKK
EGFFSARGHRPLDKK
EGFFSARGHRPLDKk
EGFFSARGHRPLDXX
EGFFSARGHXPLDKK
EGFFSARGHZPLDKK
EGFFSARGHZPLDKk
EGFFSARGHZPLDXX
EGMNIVEAMERFGSZ
EGYYGYTGAFZCLVE
EIAEAYLGYPVTNAV
EIDNSELLHMLESPE
EILZGDFSSANNZDN
EISTEZDLGQCDRFK
EKRAGZSVPTTTAGA
ELAVZTFEVTPIRAK
ELLGKTSVZQGLGPA
ELLHMLESPESLZSK
ELSLVASEAVZAIEK
ELZTGXEXVTSGSTT
ENGGAZLAEYHAKGG
ENLTAPGSDSAVFFE
ENVGFEVQTAEDDLK
EQAPHCICANGZQTV
EQLGEFYEALDCLZI
EQLKGQGKSZLGDLY
EQSADSSZHSGSGHG
EQWFGNZWHEGYRQT
ERPGGNEITRGGSTS
ESQVAQQAZGWVTDG
ESSHGWTGPSTRGRQ

184

LTHDSSIZYLQEIYN
LTSSSZPNGNSLFTS
LTTNGZFREHNAKGG
LVNRZPCFSALEVDE
LVSANZLFGDKGGGG
LXEKVAQLEAQCQEP
LZSKIQXLESDVSAQ
LZVAPEEHPVLLTEA
MALDIEIATYZKGGG
MANZGPAYGLSREVQ
MARHLZEYQDLLNVK
MAZHLREYQDLLNVK
MDLLFGRZKGGGGGG
MENGWSPTPZCIRVK
MQTRAGSZESEQGVY
MSSYAFFVQTCZEEH
MVNGQSSYTFDHZIK
MYLIQPDSSVKPYZV
MYLLXDLWQXZQXQV
NAIHTFVQSGSHLAA
NCCSINSPPLYCDSE
NDLFNAVGDGIVLCK
NEEGFFSARGHKPLD
NEEGFFSARGHRPLD
NEEGFFSARGHXPLD
NEEGFFSARGHZPLD
NFLAGZFSHLGGGGG
NFPSPVDAAFZQGHN
NFZTEHYEEQIEAFK
NGZENFYQNWKGGGG
NGZYSISRTEAADLC
NIVEAMERFGSZNGK
NLASZPYTFHSHGIT
NLZVLZSILENLZSK
NLZWTPYQGCEALCC
NMATZPYSIHAHGVQ
NMKEEMARHLZEYQD
NMKEEMAZHLREYQD
NRAARCVZWAPNENK
NRCHAANPNGZYYWG
NSPELEETLTHTITK
NSSZSSQESYAHGTK
NSZPSGISNZFSGSK
NSZQLYDHMIDDSMI
NTDGXNYCGLPGEYW
NVSTLSNZRFVLCGT
NVZAQLVDMKGGGGG
NXYQISVNXYRGTAG
NZGPAYGLSREVQQK
NZLLLQQVSLPELPG
NZVSEDLZSZIEVLK
KIHAREIFDSRGNPT

TIHAHPGSRRGGZHG
TIHAHPGSRZGGRHG
TIHAHPGSZRGGRHG
TIHAHPGSZZGGRHG
TILDDLRAEDHFSVI
TIZRLGEZNGSSLAK
TLPVVFDSPZNZGLK
TLSNZRFVLCGTNVK
TLZEHNSFVERCIDW
TLZETYGEMADCCAK
TMQFLNDZLASYLEK
TNZINXLXNSLFEYQ
TPLGDTTHTCPZCPE
TPYQGCEALCCPEPK
TQXXVERXAPDAGGC
TRIIPRHLQLAIZND
TSQEGQDTIHGHZGS
TSYNZGDSTFESXSY
TTMXIIPFNZLTIGE
TVAVZTLDPERLGRE
TVIQNZQDGSVDFGZ
TVPAYFNDSQZQATK
TVPGSLZAVDIPGLK
TVZTDTGEPMGRGTK
TZIRITDNMFCAGYK
TZTWPCTLLFFLLFI
VDFTLSSEZDFALLS
VEAARNLTVPGSLZA
VEPLRAELQEGAZQK
VFFEQGTTZIGGSYK
VENTILTTZSYPQLR
VFVATDAVZKGGGGG
VGVFYVENPFFGQZY
VHTECCHGDLLECAD
VISNCLZEERRILAA
VLLDGVQNPZAEDLV
VLVNEZVMPICLPSK
VPEITRTVSGNTVEY
VPLTTSLFFVGVLLG
VPWFDQQNGZTYLKG
VSHZSGETEDTFIAD
VSNZDSGVPDRFSGS
VSVNEZVMPICLPSK
VTPTLPGETLTYVWK
VTTTZLDAPSQIEVK
VVNEYSSELEXHQLY

VVWMNWXGSWYSMRX

VYATRSSAVKLKSSV
VYATRSSAVRLRSSV
VYATRSSAVXLXSSV
VYATRSSAVZLZSSV
VYMAAVLEYLTAEIL



ESSRDGSZHPRSHDG
ESXSYXMADEASEAD
ETFTTGLDAPZNLRR
ETMQFLNDZLASYLE
EXLVTSXGDXELZTG
EXVQHIQLLQXNVRA
EZPGGNEITZGGSTS
FAVTSILRVAAEDWK
FCEIGSDDCYVGDGY
FFVGVLLGSFVSGQL
FHGNPMHVAVVISNC
FIADLVVGLCTGQIK
FISGTPZRKGGGGGG
FLAEGGGVKGPKVVE
FLAEGGGVRGPRVVE
FLAEGGGVXGPXVVE
FLAEGGGVZGPZVVE
FLVRASCZLRLEPGK
FQVDNNNZLLLQQVS
FQXZLDGSVDFXXNW
FRCDSGZCIARKGGG
FSAZGHZPLDXXZEE
FTNTXESSSHHPGIA
FTSSTSYNZGDSTFE
FXVGPEADXYZLTYA
FYQLPSNQYQSTZKG
GCFZSSGSLLNNAIK
GCZMXGLIDEVNQDF
GDEEGVPAVVIDMSG
GDLLECADDZADLAK
GEYWLGNDXISQLTR
GFLAYYQAVDLDECA
GFPVVLDSPZDGNLK
GFRLLLASPZSCYKG
GGNFGGZSSGPYGGG

GGQGSZHQQARGGGG

GGRLGSSREHQSFRK
GGTTMYPGIADZMQK
GHASZPVRGIHTGGG
GHRQDVPSLEGAVZK
GLIDEVNQDFTNZIN
GLKEFPIKZVMGPDF
GLYFIXPLXANQQFL
GNTVEYALTDLEPAT
GNVATEISTEZDLGQ
GNYAEZVGAGAPVYM
GNZIAQWQSFQLEGG
GPCZAFIQLWAFDAV
GPZNPPPTWNIGGGG
GPZVVEZHQSACXDS
GQASSARDZGHRGSR
GQASSAZDRGHRGSR

KIHAZEIFDSZGNPT
PAENAPAPARZSAGK
PAESVQSNNSSSFLN
PALEDLZQGLLPVLE
PAPDRKGFRLLLASP
PAPPPISGGGYZAZP
PASTTSPSPGPRSPK
PCZAFIQLWAFDAVK
PDGHXEVVTSEDGSD
PDGVFQEDAPVIHQE
PDLTAALZDVZQQYE
PDSSVKPYZVYCDMR
PDTEYEVSLISRZGD
PELVNGZLSVDKGGG
PFFGQZYIHILGRZK
PFGPVINGZCCLEEK
PFGSSFZTFNATDYK
PGSDSAVFFEQGTTZ
PGTADSRSATZINCK
PIILQTYZAIANYEK
PIKZVMGPDFGYVTR
PLTSFZQRKGGGGGG
PLTSSSAAPQRPIST

PNGZYYWGGQYTWDM

PQRPISTQZTAAAPK
PSTRGRQGSZHEQAQ
PSTRGZQGSRHEQAQ
PSTZGRQGSRHEQAQ
PTLVILRINRAARCV
PTTTAGATEAGPLRK
PVGSINARTTSDIAK
PVPDLVPGNFXSQLQ
PVRIMWSQZDPSLZK
PZAVFPSIVGRPRHQ
PZDYSNFDQEFLNEK
QALZDNSTMGYMAAK
QASSAVRDSGHZGYS
QCQEPXDTVQIHDIT
QGKSZLGDLYEEEMR
QIEHGTINSSZSSQE
QIWTTVVDWIHPDLK
QLTYNPDESSXPNMI
QNIZTWZNDLISATK
QNYHTFLIYITELLK
QQEZPIZNSVDELNN
QQVSLPELPGEYSMK
QSMZSEDEAKGGGGG
QSSQZGLTAZERFQN
QXNVRAQLVDMXRLE
QZGLTAZERFQNLDK
QZLNGEIQALELPQK
RCTCISISNQPVNPR

Anhang

VZGPRVVEZHQSACK
WESSAGGSFTVZTDT
WEZPFEVKDTEEEDF
WFCPZCSQERKGGGG
WFGNZWHEGYRQTPK
WLPSSSPVTGYZVTT
WLTSDPZXQCSXEDG
WTGPSTRGRQGSRHE
WXALLTDMPQMRMEL
WYSMRXMSMXIRPFF
XHQLYIDETVNSNIP
XIHAREIFDSRGNPT
XIHAZEIFDSZGNPT
XLXNSLFEYQXNNXV
XPNMIDAATLXSRXM
XQGFGNNVATNTDGX
XSQLQXVPPXEWXAL
XSRXMLEEIMXYEAS
XXZEEAPSLZPAPPP
XYEASILTHDSSIZY
XZQXQVXDNENVVNE
YALZVELEDWNGZTS
YEASILTHDSSIZYL
YEZNIEKGGGGGGGG
YLQYTDETFZTTIEK
YLSVVLNQLCVLHEK
YLTWASZQEPSQGTT
YLYEIARZHPYFYAP
YNSNNQXIVNLXEKV
YNWZENLDZDIALMK
YPVTNAVITVPAYFN
YQVMVNGQSSYTFDH
YRVPANLENVGFEVQ
YSQLVVETIZRLGEZ
YTACETAZTPZDKGG
YTGNTYZVGDTYERP
YTSEDLTSSSZPNGN
YTYNYEAESSSGVPG
YVEPTNDEICEAFZK
YVMLPVADQDQCIZH
YYQAVDLDECASZSK
YZAZPAXAAATQXXV
YZLTYAYFAGGDAGD
YZVYCDMNTENGGWT
ZDIPTNSPELEETLT
ZGIASFVCEYASPGK
ZHPYFYAPELLFFAK
ZIAQWQSFQLEGGLK
ZITCZNGQWSEPPKG
ZLIDLSIQNYHTFLI
ZLIGRTWNDPSVQQD
ZMPCAEDYLSVVLNQ
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GRPRHQGVMVGMGQK REEAPSLZPAPPPIS ZMYSVNGYTFGSLPG
GSFVSGQLSDZFGRK RGPGGAWAAEVISNA ZPAPPPISGGGYRAR
GSGPZAPVGSINART RGYRLSSZSHTLZTT ZPSGVSNZFSGSKGG
GSLPGLSMCAEDRVK RHLQLAIZNDEELNK ZQEPSQGTTTFAVTS
GTDVNVFNTILTTZS RLSNENHGIAQZIYG ZQHLPLIXMXPVPDL
GVPAVVIDMSGLZEK RNLPNGDFZYTTTMG ZRHQQTVTIPPKGGG
GVYATRSSAVKLKSS RVTTTZLDAPSQIEV ZSDFASNCCSINSPP
GVYATRSSAVRLRSS SARZSASASHQADIK ZSENINHNSAFKGGG
GVYATRSSAVXLXSS SCDTPPPCPZCPEPK ZSSGPYGGGGQYFAK
GVYATRSSAVZLZSS SCSXTVTXTVIGPDG ZTLDPERLGREGVQK
GXSSSYSYQFTSSTS SDDCYVGDGYSYZGK ZVYCDMNTENGGWTV
GYTQQLAFZQPSSAF SDGLESNSSTQFEVK ZXGGETSEMYLIQPD
GYYGYTGAFZCLVEK SDIDEIVLVGGSTZI

GZDYVSQFEGSALGK SEMDKVZVFQATZGK

GPpGARGLTGRpGDA GPpGAZGLTGRpGDA GPpGARGLTGZpGDA
PpGARGLTGRpGDAG PpGAZGLTGRpGDAG PpGARGLTGZpGDAG
PGARGLTGRpGDAGP pGAZGLTGRpGDAGP PGARGLTGZpGDAGP
GARGLTGRpGDAGPp GAZGLTGRpGDAGPp GARGLTGZpGDAGPp

b) Fluoreszenzscan der Peptidsynthese aus der Literatur nach Inkubation mit

gesunden Humanseren
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Abbildung 55: Fluoreszenzscan der Synthese von Peptiden aus der Literatur nach Inkubation mit
gesunden Humanseren hC1l (oben) und hC2 (unten) und Sekundarantikdrper Inkubation mit
Anti-human-lgG-AF647 und Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm.
Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm und 677 nm + 22,5 nm. PMT: 1,00 und 5,00. Auflésung: 5,00 pm.
Malstab: 0,50 cm
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c) Maximale Fluoreszenzintensitaten zu der Peptidsynthese aus der Literatur

Tabelle 29: Maximale Fluoreszenzintensitaten der Peptidsynthese aus der Literatur nach Inkubation mit
den Rheumaseren RA7-13 und den Sekundérantikdrper Inkubation mit Anti human 1gG AF647.
Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 5,00.

Serum Maximale Fluoreszenzintensitat [a.u.]

RA1 7.162
RA2 6.689
RA3 42.159
RA4 10.143
RA5 11.910
RAG6 26.053
RA7 19.636
RA8 35.335
RA9 29.523
RA10 48.609
RA11 37.715
RA12 59.119
RA13 10.842

d) Substitutionsanalysen zu der Peptidsynthese aus der Literatur

Vollstandige Fluoreszenzscans der Substitutionsanalysen der Peptide 1-11.

Abbildung 56: Fluoreszenzscan der Substitutionsanalysen der Peptide 1-5, 7-8 und 10-11 nach
Inkubation mit Serum RA1-3 (von links nach rechts) und Sekundéarantikdrper Inkubation mit
Anti-human-lgG-AF647 und Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm.
Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm und 677 nm + 22,5 nm. PMT: 1,00 und 4,00. Auflésung: 5,00 pm.
Mafstab: 0,50 cm.

187



Anhang

Abbildung 57: Fluoreszenzscan der Substitutionsanalysen der Peptide 1 5, 7 8 und 10 11 nach
Inkubation mit Serum RA4-6 (von links nach rechts) und Sekundérantikdrper Inkubation mit
Anti-human-IgG-AF647 und Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm.
Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm und 677 nm + 22,5 nm. PMT: 1,00 und 4,00. Auflésung: 5,00 pm.
Maf3stab: 0,50 cm.
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Abbildung 58: Fluoreszenzscan der Substitutionsanalysen der Peptide 6, 9 und 11 nach Inkubation mit
Serum RA8-11+13 (von links nach rechts) und Sekundéarantikérper Inkubation mit
Anti-human-lgG-AF647 und Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm.
Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm und 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 1,00 und 4,00. Auflésung: 5,00 pm.
Mafstab: 0,50 cm.
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e) Maximale Fluoreszenzintensitaten des Epitopmappings von citrulliniertem

Kollagen Typ 2

Tabelle 30: Maximale Fluoreszenzintensitaten des linearen Epitopmappings von citrulliniertem Kollagen
Typ 2 nach Inkubation mit den Rheumaseren RA1-13 und der Sekundéarantikbrper Inkubation mit
Anti-human-IgG-AF647. Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm + 22,5 nm.
PMT: 5,00.

Serum | Max. Fluoreszenzintensitat [a.u.] Serum | Max. Fluoreszenzintensitat [a.u.]
RA7 7.541 SjS1 3.689

RA8 6.970 Sjs2 4.309

RA9 20.698 SjS3 1.891

RA10 14.711 SjS4 11.509

RA11 34.401 SjS5 2.512

RA12 21.776 SjS6 2.674

RA13 10.894

Tabelle 31: Maximale Fluoreszenzintensitaten des zyklischen Epitopmappings von citrulliniertem
Kollagen Typ 2 nach Inkubation mit den Rheumaseren RA1-13 und der Sekundarantikérper Inkubation
mit Anti-human-IgG-AF647. Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677 nm + 22,5
nm. PMT: 5,00.

Serum | Max. Fluoreszenzintensitét [a.u.] Serum | Max. Fluoreszenzintensitét [a.u.]
RA7 9.965 SjS1 10.448

RA8 2.825 SjS2 2.362

RA9 3.939 SjS3 2.689

RA10 2.523 Sjs4 1.345

RA11 8.249 SjS5 4.577

RA12 2.181 SjS6 1.932

RA13 1.845
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f) Substitutionsanalysen zu citrulliniertem Kollagen Typ 2

Abbildung 59: Fluoreszenzscan der Substitutionsanalysen der Peptide 12-17 nach Inkubation mit
Serum RA7-10 (von links nach rechts) und Sekundérantikdrper Inkubation mit Anti-human-1gG-AF647
und Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm. Emissionsfilter: 582 nm +
37,5 nmund 677 nm + 22,5 nm. PMT: 1,00 und 4,00. Auflésung: 5,00 pm. Maf3stab: 0,50 cm.

Abbildung 60: Fluoreszenzscan der Substitutionsanalysen der Peptide 12-17 nach Inkubation mit

Serum RA11-13 uns SjS5 (von links nach rechts) und Sekundarantikdrper Inkubation mit
Anti-human-IgG-AF647 und Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm.
Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm und 677 nm + 22,5 nm. PMT: 1,00 und 4,00. Auflésung: 5,00 um.
Mafstab: 0,50 cm.
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g) Maximale Fluoreszenzintensitaten des Epitopmappings von citrulliniertem
Kollagen Typ 2 und Vimentin

Tabelle 32: Maximale Fluoreszenzintensitaten des Epitopmappings von citrulliniertem Kollagen Typ 2

und Vimentin nach Inkubation mit den Seren RA14-16 und hC1-2, sowie der Sekundarantikérper

Inkubation mit Anti human IgG AF647. Aufnahmeparameter: Anregung: 635 nm. Emissionsfilter: 677
nm + 22,5 nm. PMT: 7,00.

Serum Maximale Fluoreszenzintensitat [a.u.]

RA14 21.253
RA15 14.393
RA16 6.818
hC1 6.458
hC2 8.371

h) HBV Array Kontrollserum
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Abbildung 61: Fluoreszenzscan der Synthese des Epitopmappings von HBV nach Inkubation mit
einem gesunden Humanserum hC3 und Sekundérantikdrper Inkubation mit Anti-human-lgG-AF647 und
Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm. Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm
und 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 1,00 und 6,00. Auflésung: 5,00 um. Maf3stab: 0,50 cm
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1) HBV Substitutionsanalyse
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Abbildung 62: Fluoreszenzscan der Substitutionsanalyse des Peptids PRtPAVtIGGVFLVD nach
Inkubation mit Anti-HBs Serum und Sekundéarantikdrper Inkubation mit Anti-human-IgG-AF647 und
Anti-HA-Cy3. Aufnahmeparameter: Anregung: 532 nm und 635 nm. Emissionsfilter: 582 nm + 37,5 nm
und 677 nm £ 22,5 nm. PMT: 1,00 und 9,00. Auflédsung: 5,00 um. MalR3stab: 0,25 cm.
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