Peptide auf neuen Wegen

Leipziger Wissenschaftler vereinen Biochemie, Halbleiterphysik und Theorie

Ein Zusammenfiihren von klassischen
Halbleitern und Biomolekiilen verspricht
dank der Nanometer-GréBe der Mole-
kiile und ihrer natiirlichen Fahigkeit zur
Selbstanordnung faszinierende Anwen-
dungen und ist zur Zeit ein hochaktuel-
les Thema der Grundlagenforschung. Wir
zeigen experimentell, dass ein spezielles
Peptid unterschiedlich stark auf diver-
sen Halbleitern haftet, wéahrend Mutati-
onen der Sequenz die Adhasion auf
demselben Halbleiter verdandern. Com-
putersimulationen helfen beim systema-
tischen Verstandnis der beim Bindungs-
prozess relevanten strukturellen
Veranderungen der Peptide.

Abb. 1: AFM-Aufnahmen verschiedener Halbleiteroberflachen, die trotz gleicher Prépa-
rationsbedingungen (1pg Peptid je ml destilliertes Wasser) unterschiedlich stark von
Peptidclustern bedeckt sind. Der MaBstabsstrich entspricht jeweils 1pm. a) peptidfreie
(100)-GaAs-Oberflache zum Vergleich. b) stark peptidbedeckte (100)-GaAs-Oberflache.
¢) Cluster-Analysenbild der Oberflache von b). d)-g) (100)-Oberflachen mit Peptid von
d) Galliumphosphid (GaP), e) Indiumphosphid (InP), f) Germanium (Ge), g) Si.

Die Vision: Hybridsysteme in der
Biotechnologie

Aminosduren sind die Bausteine des Le-
bens, und ihre in der DNS, dem Tréger-
molekiil der Erbinformation, codierte Ab-
folge  bestimmt Entwicklung und
Eigenschaften aller lebenden Organis-
men. Eiweile und ihre kleineren Ver-
wandten, die Peptide, bestehen aus einer
Abfolge von Aminosduren. Die auf der
DNS beruhende natiirliche Selbstorgani-
sation erzeugt aus der Erbinformation ei-
ner einzigen Zelle so komplexe Organis-
men wie den Menschen. Kiihn erscheint
allerdings zunéchst die Idee, diese biolo-
gischen Prozesse auch fiir die Erzeugung
neuartiger Bauelemente in der techni-
schen Welt zu nutzen. Der unverminderte
Drang nach weiterer Miniaturisierung
und Leistungssteigerung bei (opto-)elek-
tronischen Bauelementen oder Sensoren
lésst allerdings die Selbstanordnung von

Bio-Molekiilen auf den klassischen Mate-
rialien der Elektronik, den anorganischen
Halbleitern, als einen der vielverspre-
chendsten Wege erscheinen [1-3]. Zudem
erdffnen solche anorganisch-organischen
Hybridsysteme ungeahnte Chancen fiir
die Medizin, etwa in der Medikamenten-
oder Prothesenentwicklung. Zur Zeit je-
doch sind noch derart viele prinzipielle
Fragen zu den Ursachen solcher Selbsta-
nordnung in Hybridsystemen ungeklért,
dass zunichst die Grundlagenforschung
im Vordergrund stehen muss.

Spezifitat der Adhasion synthetischer
Peptide an Halbleitern

Die Festphasenpeptidsynthese [4] ermdg-
licht eine effektive Herstellung der von
uns untersuchten Peptide mit nahezu un-
beschrinkter Variationsmoglichkeit der
Sequenz. Der Aufbau der Peptide erfolgt

durch das sukzessive Kuppeln der ein-
zelnen Aminoséduren an einen polymeren
Trager. Die Verwendung einer festen
Phase, an dem die Peptidkette verankert
bleibt und verlédngert wird, gestattet eine
einfache Reinigung durch Waschen und
Filtration. Diese Tatsache erlaubt den
Einsatz eines groBen Uberschusses an
Reagenzien und damit hohe Ausbeuten,
was eine Automatisierung des gesamten
Prozesses zulédsst. Zuletzt werden die
Peptide von Schutzgruppen befreit und
vom festen Triager abgespalten. Eine an-
schlieBende chromatographische Reini-
gung liefert Peptide in einer Reinheit bis
zu 99,5 %.

Wir haben unsere Adhésionsmessun-
gen mit dem Peptid der Sequenz AQN-
PSDNNTHTH [5] begonnen, von dem be-
reits bekannt ist [1], dass es besonders
gut auf einer speziellen Oberfliche von
Galliumarsenid (GaAs) haftet. Proben-
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stiickchen verschiedener Halbleiter lie-
Ben wir zwei Stunden in einer schwach
konzentrierten Losung ruhen und da-
nach trocknen, bevor wir sie mit dem
Rasterkraftmikroskop (AFM) untersuch-
ten. Bei dieser Messtechnik wird die
Kraft gemessen, die auf eine dicht {iber
der Probe schwingende Messspitze bei
Anndherung an die Probenoberfliche
von deren Atomen ausgeiibt wird. Das
Rastern der gesamten Oberfliche mit der
Messspitze liefert dann ein topographi-
sches Abbild der Probe sowie durch die
zusétzliche Messung des Phasenverzugs
der Spitze auch Informationen iiber die
relative Weichheit der Oberfldche.

In Abbildung 1 sind Ergebnisse [2] sol-
cher Messungen zu sehen: Offensichtlich
ist die Adhésion abhédngig von der ge-
wihlten Oberfliche. Bei genauerer Be-
trachtung [2] zeigt sich, dass wahrschein-
lich die in unserem Peptid dominanten
basisch-polaren Seitenketten der Amino-
sduren mit den jeweiligen Oberfldchena-
tomen wechselwirken, so dass das Peptid
nur auf ebenfalls polaren Oberflichen
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Abb. 2: Adhasionskoeffizient fiir drei Peptide mit
verschiedenen Sequenzen auf (100)-Oberflachen
von GaAs und Si. Das linke Peptid hat die origi-
nale Sequenz, im mittellinken wurde N gegen A
ausgetauscht, im mittelrechten H gegen A, im
rechten wurde die originale Sequenz zufallsper-
mutiert. Darunter sind die nativen Strukturen
(aus Vakuumsimulationen) gezeigt, die belegen,
dass die Sequenz iiber die Faltung auch die
Adhasionseigenschaften steuert.

gut haftet, die der GaAs-Oberflidche mog-
lichst verwandt sind, fiir die es urspriing-
lich geziichtet wurde. Um nun zu zeigen,
dass die Spezifitit der Peptid-Halbleiter-
Wechselwirkung keineswegs ein sequenz-
unabhéngiger Effekt der verschiedenen
Oberfldchen ist, haben wir fiir die Mes-
sungen in Abbildung 2 die Sequenz des
Peptids geeignet verdndert: Man sieht,
dass einerseits eine Permutation der
Ausgangssequenz die Adhédsion auf GaAs
und Silizium (Si) verdndert [2]. Anderer-
seits geniigt bereits der Austausch einer
entscheidenden, basisch-polaren Amino-
sdure gegen eine unpolare, um die Adhé-
sion des Peptids auf der (polaren) GaAs-
Oberfliche deutlich zu verringern und
auf der (nicht-polaren) Si-Oberfldche zu
erhohen.

Theoretische Modellierung
struktureller Phaseniibergange

Computersimulationen ermoglichen es
heute, wesentliche Aspekte physikali-
scher, chemischer und biologischer Pro-
zesse unter Einbeziehung (fast) beliebi-
ger Umgebungsbedingungen, die in
Experimenten héufig schwer zugénglich
sind, mit groBer Systematik zu erfassen.
Dies erlaubt gezielte Vorhersagen, die
dann wiederum experimentell {iberpriif-
bar sind. Wir haben anhand eines einfa-
chen hydrophob-polaren Modells fiir das
hybride System und mittels eines geeig-
neten Algorithmus [6], der sich bei der
Untersuchung dhnlicher Fragestellungen
bei Homopolymeren bewéhrt hat [7], un-
tersucht, inwieweit spezifische Oberflé-
chen-Eigenschaften Einfluss auf die
Struktur des adsorbierten Peptids haben.
Das Ergebnis ist ein Phasendiagramm,
das zeigt, welche Strukturen bei gegebe-
nen Umgebungsparametern dominieren.
Die Phasengrenzen markieren struktu-
relle Phaseniibergéinge. In Abbildung 3
sind drei solcher Phasendiagramme als
Funktion von Temperatur 7 und rezipro-
ker Loslichkeit s (je groBer s, um so
schlechter die Giite des Losungsmittels)
fiir ein beispielhaftes Peptid mit 103 Mo-

nomeren (davon 66 polar und 37 hydro-
phob) gezeigt, und zwar fiir Oberfldchen,
die attraktiv sind (a) fiir alle Monomere
gleichermaBen, (b) nur fiir hydrophobe
und (c) nur fiir polare Seitenketten. Ab-
héngig von den &uBeren Parametern
Temperatur und Loslichkeit, sowie den
verschiedenen Modellsubstraten kénnen
Hauptphasen identifiziert werden, die in
Abbildung 3 durch graue Linien vonein-
ander getrennt sind. Die wesentlichen
Phasen, in denen das Peptid am Substrat
haftet, unterscheiden sich durch die Pep-
tidgeometrie. In den AC-Phasen manifes-
tiert sie sich durch dichte Strukturen, die
typischerweise hydrophobe Doménen
(,Kerne“) besitzen. Dabei treten deutli-
che Unterschiede in den einzelnen Sub-
phasen in Abhiéngigkeit von den Eigen-
schaften des adsorbierenden Substrats
auf. Die fiir die Substrate (a) und (c) beo-
bachtete AG-Phase ist zwar auch durch
kompakte, aber eher ungeordnete Struk-
turen gekennzeichnet, die sich aus der
bereits fortschreitenden Abnabelung von
der Oberfldche ergeben. In den AE-Pha-
sen sind die Strukturen aufgrund der gu-
ten Losungseigenschaften und der ther-
mischen Fluktuationen bereits aufgelost,
aber immer noch haftend, wihrend eine
weitere Erhohung der Temperatur zur
Desorption fiihrt (DE). Ahnlich verlduft
der Ubergang von AG/AC nach DC, wo je-
doch die Strukturen im Gegensatz zur
DE-Phase sehr kompakt sind und sich
hydrophobe Kerne formiert haben.

Ausblick

Die hier gezeigten Ergebnisse [2 u. un-
veroffentlicht] aus der Zusammenarbeit
von Halbleiterphysikern, Biochemikern
und theoretischen Physikern an der Uni-
versitit Leipzig stellen unseres Wissens
die ersten breit angelegten, quantitativ
gefassten Untersuchungen zur Sequenz-
und Oberfichen-Spezifitit der Peptidad-
hésion auf Halbleitern dar. Sie bilden die
Basis fiir weiterfiihrende Experimente
und Simulationen, bei denen das gemein-
same Interesse an einer eventuellen spé-
teren biotechnologischen Anwendung im
Mittelpunkt steht. Dies erfordert jedoch
noch umfassende strukturanalytische
und experimentelle Grundlagenarbeit,
die insbesondere zu einem besseren Ver-
stindnis der strukturellen Verdnderun-
gen der Peptide wihrend des Bindungs-
prozesses filhren muss. Ein prizises
Modell des hybriden Systems, das einer
quantitativen experimentellen Uberprii-
fung standhilt, ist noch nicht vorhanden,
und die Erarbeitung eines solchen ist die
zentrale Herausforderung.



AC Typische
Subphase Konformation
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Abb. 3: Phasendiagramme zur Adsorption eines Modellpeptids mit 103 hydrophob-polaren Seitenket-
ten an Oberflachen, die attraktiv sind (a) fiir alle Monomere gleichermassen, (b) nur fiir hydrophobe
und (c) nur fiir polare Monomere in Abhéngigkeit von Temperatur T und reziproker Loslichkeit s (je-
weils in willkirlichen Einheiten). Der Farbverlauf kodiert den Wert der spezifischen Warme (je heller,
desto groBer). Hauptphasengrenzen sind durch graue Linien markiert, Subphasengrenzen durch weiBe
Linien. Die gestrichelten schwarzen Linien kennzeichnen die Ubergangszustéinde, bei denen adsor-
bierte und desorbierte Strukturen gleich wahrscheinlich sind. Auf der linken Seite sind typische Kon-
formationen der jeweiligen AC-Subphasen gezeigt, in denen das Peptid generell eine sehr kompakte

Struktur besitzt und an das Substrat gebunden ist.
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