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Arrays von Mikropartikeln einer kombinatorischen One-Be-
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send:

- Anpressen eines Siebes auf die Grundplatte, wobei eine
Maschenweite des Siebes so ausgewahlt ist, dass je Ma-
sche genau ein Mikropartikel der kombinatorischen One-Be-
ad-One-Compound-Bibliothek in das Sieb eindringen kann;
- Auftragen der Mikropartikel der kombinatorischen One-Be-
ad-One-Compound-Bibliothek auf das Sieb, sodass die auf-
getragenen Mikropartikel in die Maschen des Siebes einge-
tragen werden;

- Fixieren der in die Maschen des Siebes eingetragenen
Mikropartikel der kombinatorischen One-Bead-One-Com-
pound-Bibliothek auf der Grundplatte; und

- Abnehmen des Siebes von der Grundplatte.
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Beschreibung
Technisches Gebiet

[0001] Die Erfindung liegt auf dem Gebiet des Hochdurchsatz-Screenings von partikelbasierten Sequenzbi-
bliotheken und betrifft insbesondere die kombinatorische partikelgestiitzte Peptidsynthese, die Handhabung
einer partikelbasierten Peptidbibliothek in einem Biointeraktionstest, beispielsweise einem Immunoassay, so-
wie die individuelle Analyse von Einzelpartikeln einer mittels kombinatorischer Synthese erstellten partikelge-
stutzten Peptid-Bibliothek mittels Massenspektrometrie. Die Erfindung betrifft insbesondere einen Partikeltra-
ger zur Verknipfung eines Biointeraktionstests einer partikelbasierten Peptidbibliothek mit der massenspek-
trometrischen Sequenzanalyse der Peptide eines im Biointeraktionstest als zielfihrend identifizierten Partikels.

[0002] In diesem Zusammenhang werden unter einem Partikel solche Polymerkugelchen (beads) verstanden,
die als feste Phase zur kombinatorischen Peptidsynthese zwecks Herstellung von Sequenzbibliotheken ver-
wendet werden. Typischerweise weisen die genannten Partikel eine regelméfige Kugelform auf und liegen
bevorzugt monodispers vor. Die Begriffe Mikropartikel, Bead und Kugelchen werden nachfolgend synonym
behandelt. Typische PartikelgréfRen (mittlerer arithmetischer Durchmesser) liegen im Bereich von 10-1000 pym.

Vorbekannter Stand der Technik

[0003] Die ubliche Methode zur Analyse von derartigen kombinatorischen Bibliotheken ist die Beobachtung
und Auswahl spezifischer fluoreszenzmarktierten Beads unter einem Fluoreszenzmikroskop, die manuelle Iso-
lierung eines als positiv identifizierten Beads, die Abspaltung des Peptids von dem isolierten Bead in einem
ReaktionsgefaR und die massenspektromentrische Untersuchung des Uberstandes aus diesem Reaktionsge-
fall. Haufig werden, um die eineindeutige Identifikation eines Partikels zu erméglichen, die verwendeten Par-
tikel individuell kodiert. Beispielsweise kann eine bestimmte Art von Partikeln, die eine bestimmte kombinato-
risch erzeugte Nukleotidsequenz als Zielsubstanz tragen, mit Hilfe einer Peptidsequenz nachvollziehbar ko-
diert sein. Ebenso kdnnen eine bestimmte Peptid-Bibliothek als Zielsubstanz tragende Mikropartikel individuell
unter Verwendung einer spezifischen Oligonukleotidsequenz markiert (kodiert) sein. Das Auslesen dieser Ko-
dierung erfolgt in der Regel mit einem Verfahren, das unabhangig von dem Verfahren ist, welches zur Ermitt-
lung der Sequenz dient und erfordert somit einen hohen Aufwand. Wie nachfolgend noch erlautert kann bei
Verwendung der hier beschriebenen One-Bead-One-Compound-Bibliotheken vorteilhaft auf eine individuelle
Kodierung der Partikel verzichtet werden.

Nachteile des Standes der Technik

[0004] Die vorbekannten Losungen sind somit nur teilweise zufriedenstellend und erfordern beispielsweise
einen hohen manuellen Aufwand zur gezielten Isolation (Picken) der in einem Biointeraktionstest jeweils als
positiv befundeten Beads. Zudem liefern die Ublicherweise verwendeten massenspektrometrischen Tandem-
Methoden (MS/MS) nur schwache Signale, da nur ein Bead pro Sequenz zur Verfigung steht. Gewonnene
Sequenzen weisen, bedingt durch eine teilweise unvollstdndige Fragmentierung der in der Bibliothek vorlie-
genden Peptide, unvermeidliche Licken auf.

Problemstellung

[0005] Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Methodenkombination zur Herstellung und zum
Screening von partikelbasierten Peptidbibliotheken bereitzustellen, die diese Nachteile tiberwindet. Dabei sol-
len die bisher voneinander getrennten Schritte ,Identifikation eines positiven Beads mittels Fluoreszenzana-
lyse“ und ,Sequenzanalyse des auf dem Partikel vorliegenden (positiven) Peptids® automatisierbar gestaltet
und deren Trennung voneinander Uberwunden werden. Die erwahnte Trennung der beiden Schritte betrifft die
bisherige Notwendigkeit, das jeweils interessierende positive Bead manuell oder automatisch aus einer Viel-
zahl anderer, nicht als positiv befundeter Beads heraussortieren und isolieren zu missen, um es einer indivi-
duellen massenspektrometrischen Analyse unterziehen zu kénnen. Mit anderen Worten formuliert, besteht die
Aufgabe darin, ein schnelles und effizientes Screening (Durchsuchen) von sehr gro3en Split-and-Mix-Peptid-
Bibliotheken zu erméglichen.

[0006] In diesem Zusammenhang wird unter einem positiven Bead ein solches Bead verstanden, auf dessen
Oberflache ein die jeweilige Zielsubstanz bindendes Peptid vorliegt. Wird also beispielsweise eine Peptidbi-
bliothek erstellt, um ein Bindermolekil (Peptid) zu identifizieren, das mit der Zielsubstanz (z.B. einem Antikor-
per, einem pharmakologischen Wirkstoff 0.8.) spezifisch interagiert, so ist die Aminosauresequenz des kombi-
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natorisch erstellten (und deshalb zunachst unbekannten) Peptids auf genau diesem einen Partikel von prakti-
schem Interesse. Genau dieses eine (diese wenigen) Beads wird/werden z.B. mittels Fluoreszenzmarkierung
nach den Prinzipien eines Immunoassays im Rahmen eines Biointeraktionstests (Screening) an Hand ihrer
Fluoreszenz identifiziert.

Erfindungsgemafe Lésung

[0007] Vor diesem Hintergrund wird ein Verfahren zur Herstellung eines Arrays von Mikropartikeln einer kom-
binatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek auf einer Grundplatte nach Anspruch 1 vorgeschlagen.
Weitere Ausfilhrungsformen, Modifikationen und Verbesserungen ergeben sich anhand der folgenden Be-
schreibung und der beigeflgten Anspriiche.

[0008] Unter einer One-Bead-One-Compound-Bibliothek wird in diesem Zusammenhang hier die jeweils auf
einem Mikrokugelchen bzw. Mikropartikel (bead) vorliegende Gesamtheit aller Molekule verstanden, die ge-
maf einem von Lam et al. (1991) beschriebenen Konzept mittels kombinatorischer Synthese erzeugt werden
(Lam, K. S.; Salmon, S. E.; Hersh, E. M.; Hruby, V. J.; Kazmierski, W. M.; Knapp, R. J. Nature 1991, 354,
82). One-Bead-One-Compound-Bibliotheken auf Mikropartikeln und darauf basierende Screening-Verfahren
sind beispielhaft erlautert von Lam et al. (1997) in Kit. S. Lam, Michal Lebl, and Viktor Krchnak: The ,One-
Bead-One-Compound“ Combinatorial Library Method* Chem. Rev. 1997, 97, 411-448. Entscheidend bei einer
One-Bead-One-Compound-Bibliothek ist (im Falle von Peptid-Bibliotheken) das Charakteristikum, dass ein
einzelnes Bead viele Molekile eines einzigen Peptids tragt. Dadurch liefert ein einzelnes Bead genug Peptid,
um eine Sequenzierung zu ermoéglichen. Ausnahmen von dieser Regel sind meist ungewollte Nebenprodukte
oder Abbruchsequenzen, die aber immer nur einen kleineren Anteil der Peptidgesamtmenge auf einem Be-
ad ausmachen sollen. Bei der Kopplung der nachsten Aminosaure wird typischerweise jede Bead-Fraktion
nur mit einer einzelnen Aminosaure umgesetzt, jede Bead-Fraktion mit einer anderen Aminosdure. Nach der
Kopplung und werden alle Beads wieder vereinigt und in neue Fraktionen aufgeteilt. Diese werden wieder mit
einzelnen Aminosauren umgesetzt. Bei jedem Kopplungsschritt wachst das Peptid um eine Aminosaure. Je
nach Anzahl der Beads in der Ausgangsmenge, gibt es nach den kombinatorischen Regeln zu Beginn viele
Beads mit identischen Sequenzen. Mit zunehmender Lange der Peptide nimmt diese Anzahl stark ab, bis
bei einem bestimmten, rechnerisch ermittelbaren Schritt, die Anzahl der Beads nicht mehr ausreicht, um jede
kombinatorisch mdgliche Sequenz zu realisieren. Ab diesem Punkt der kombinatorischen Synthese entspricht
die Anzahl der Beads der Anzahl der vorhandenen Sequenzen. Dieser Punkt kann, aber muss nicht erreicht
werden. Je nach Ausfihrungsform beginnen nach der Ankopplung der letzten Aminoséure die Unterschiede
in der konventionellen Bearbeitung und der Bearbeitung nach der vorgestellten Erfindung. In der konventio-
nellen Form werden nach Erreichen der gewlinschten Lange der Peptide die Schutzgruppen der Seitenketten
abgespalten. Dann liegen die Beads flr die Interaktionstestung bereit. Oft werden fluoreszenzmarkierte Inter-
aktionspartner verwendet, die mittels Bestrahlung mit kurzwelligem Licht auf den Beads visuell nachgewiesen
werden kénnen. Diese positiven Beads werden dann einzeln manuell herausgepickt, das Peptid vom Polymer
(,Harz") abgespalten und einer Sequenzanalyse unterworfen, meist mittels Massenspektrometrie.

[0009] Nach der hier beschriebenen Erfindung werden die Seitenketten-Schutzgruppen der Beads der fertig
synthetisierten Peptidbibliothek abgespalten und die Beads auf einer Grundplatte immobilisiert. Alle weiteren
Schritte werden mit den immobilisierten Beads auf der Grundplatte durchgefuhrt.

[0010] Beispielsweise wird im Falle einer kombinatorischen Peptidsynthese auf ein und demselben Bead mit
Beginn der kombinatorischen Synthese bei einem geringen Anteil, z.B. jeweils etwa 5 %, der ausgebildeten
Peptidstrange, die Synthese mit dem aktuellen Syntheseschritt durch Blockierung mittels 5% Boc-Aminosau-
ren abgebrochen. Auf jedem Partikel liegen somit die Produkte aller kombinatorischen Synthese-Schritte als
vor. Die vom Partikel jeweils an ihrem ersten Glied (der Ankergruppe) gelésten Peptidketten sind somit unter-
schiedlich lang und erlauben es, auch ohne eine zusétzliche Fragmentierung vornehmen zu mussen, die ge-
samte Sequenz lliickenlos abzulesen. In jedem Kupplungsschritt wird also bevorzugt eine kleine Menge an Ab-
bruchsequenzen auf jedem Polymerbead eingebaut, woraus sich ein charakteristisches Muster aus Abbruch-
sequenzen fir jede Peptidsequenz ergibt. Das erlaubt es, die Analyse der Peptidsequenz zu beschleunigen
und zuverlassiger zu gestalten, da - selbst bei unvollstadndiger Fragmentierung wahrend der Massenspektro-
metrie - die sonst messtechnisch auf Grund dieser unzureichenden Fragmentierung unvermeidlichen Licken
gefillt werden kénnen.

[0011] GemalR einer Ausfuhrungsform wird ein Verfahren zur Herstellung eines Arrays von Mikropartikeln ei-

ner kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek auf einer Grundplatte vorgeschlagen, dass die fol-
genden Schritte umfasst: - Anpressen eines Siebes auf die Grundplatte, wobei eine Maschenweite des Siebes
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so ausgewahlt ist, dass je Masche genau ein Mikropartikel der kombinatorischen One-Bead-One-Compound-
Bibliothek in das Sieb eindringen kann; - Auftragen der Mikropartikel der kombinatorischen One-Bead-One-
Compound-Bibliothek auf das Sieb, sodass die aufgetragenen Mikropartikel in die Maschen des Siebes ein-
getragen werden; - Fixieren der in die Maschen des Siebes eingetragenen Mikropartikel der kombinatorischen
One-Bead-One-Compound-Bibliothek auf der Grundplatte; und - Abnehmen des Siebes von der Grundplatte.

[0012] Vorteilhaft weist das so erzeugte Array typischerweise eine in Zeilen und Spalten auf einer Seite der
Grundplatte vorliegende regelmafige Anordnung der sphéarischen Partikel in Form eines Rasters auf, wobei
eine Héhe und eine Breite der Spalten des Rasters einer Breite und einer Hohe der Zeilen des Rasters gleicht,
sodass zueinander benachbarte sphérische Partikel auf der Grundplatte in einer x-Richtung und in einer y-
Richtung zueinander typischerweise jeweils einen gleichen Abstand aufweisen. Vorteilhaft erlaubt die regel-
maRige Anordnung eine eindeutige ldentifikation einzelner Partikel an Hand ihrer Uber Koordinaten beschreib-
baren Position. Einmal erfasste und bestimmten Koordinaten zugeordnete Partikel kdnnen mit einem entspre-
chend ausgestatteten System wiederholt aufgesucht (in einer entsprechenden Optik zentriert) und, beispiels-
weise, optisch inspiziert werden. Ebenso kénnen die jeweils auf ihnen gebunden vorliegenden Molekile der
One-Bead-One-Compound-Bibliothek analysiert werden. Besonders wichtig ist die regelmafRige Anordnung
der Beads fir die massenspektrometrische Analyse, um ein Vermischen von abgespaltenen, benachbarten
Peptiden zu reduzieren und eine Uberlappung des Analysen-Laserstrahls im MALDI-TOF-MS mit mehreren
Beads zu vermeiden. Die Immobilisierung an sich ist vorteilhaft, um eine parallele Prozessierung der Beads
zu ermdglichen, ohne ihre Zuordnung zu verlieren. Dies ist insbesondere bei wiederholten Bindungsassays,
Regenerationsschritten und der Anwendung von komplementaren Biointeraktionsverfahren von erheblichem
Vorteil.

[0013] GemalR einer weiteren Ausfihrungsform umfasst das vorgeschlagene Verfahren weiterhin den Schritt:
- Entfernen von nicht fixierten Mikropartikeln der kombinatorischen One- Bead-One-Compound-Bibliothek.

[0014] Vorteilhaft weist die Grundplatte damit nur fest auf der Grundplatte fixierte Mikropartikel auf. Lose Mi-
kropartikel kdnnten bei der nachfolgend noch beschriebenen optischen Detektion stéren.

[0015] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform erfolgt das Fixieren durch ein Andriicken der in die Maschen
des Siebes eingetragenen Mikropartikel an die Grundplatte oder mit Hilfe eines zwischen Grundplatte und
Mikropartikeln angeordneten Klebers oder das Fixieren umfasst ein Erwédrmen der Grundplatte wahrend der
Anwesenheit der Mikropartikel.

[0016] Vorteilhaft kann mit dieser Ausfiihrungsform erreicht werden, dass die Mikropartikel fest und ortsstabil
auf der Grundplatte befestigt sind.

[0017] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform wird vorgeschlagen, dass der vorstehend erwéhnte Kleber in
Form eines Klebefilmes oder in Form eines auf der Grundplatte angeordneten doppelseitigen Klebebandes
bereitgestellt wird.

[0018] Vorteilhaft I1&sst sich so die gewlinschte Fixierung der Partikel auf der Grundplatte erreichen, ohne
dabei einen zu grol3en Anteil der Oberflache der Mikropartikel und damit die dort vorliegenden kombinatorisch
synthetisierten Molekile zu verdecken oder mit kriechendem Kleber zu maskieren.

[0019] GemaR einer weiteren Ausfihrungsform wird ein mikropartikeltragendes Substrat zur synchronen
Handhabung einer Vielzahl von Mikropartikeln einer kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek
vorgeschlagen. Das Substrat ist gemaR zumindest einer der vorstehend beschriebenen Ausfiihrungsformen
herstellbar. Das vorgeschlagene Substrat umfasst eine Grundplatte mit darauf befestigten Mikropartikeln der
kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek. Hierbei bilden die Mikropartikel der kombinatorischen
One-Bead-One-Compound-Bibliothek auf der Grundplatte zumindest abschnittsweise ein Array aus. Dabei
entspricht ein Abstand der Mikropartikel zueinander zumindest einem Durchmesser eines Drahtes oder eines
Polymerfadens, der die Maschen des Siebes ausbildet, das bei der Herstellung des Arrays verwendet wurde.

[0020] Dies erleichtert insbesondere die massenspektrometrische Analyse, da sich etwaig aus verschiedenen
Beads nach der Abspaltung ausblutende Peptide nicht vermischen und dqr Laserstrahl jeweils nur ein Bead zur
Sequenzierung erfasst. Ansonsten kédme es zu schwer interpretierbaren Uberlappungen bzw. Vermischungen.

[0021] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform haften die Mikropartikel des vorgeschlagenen mikropartikelt-
ragenden Substrats selbstklebend auf der Grundplatte.
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[0022] Mit Hilfe selbstklebender Mikropartikel kann die auf Grund des Kontakts zur Grundplatte einer nach-
folgenden Reaktion und Detektion verlorengehende Oberflache der Mikropartikel minimiert werden. Das An-
kleben der Mikropartikel kann sowohl durch die Vorbehandlung der Grundplatte (z.B. Silanisierung) verstéarkt
werden, als auch durch die Variation bzw. Modifikation der Polymere des Beads selbst. Thermoplastische
Beads oder Bead basierend auf Elastomeren kénnen auch durch leicht erhéhte Temperaturen zum Anbacken
gebracht werden.

[0023] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform haften die Mikropartikel der kombinatorischen One-Bead-One-
Compound-Bibliothek vermittelt Gber eine Kleberschicht auf der Grundplatte. Das mikropartikeltragende Sub-
strat umfasst also gemaf dieser Ausfiihrungsform die Mikropartikel, die Kleberschicht und die Grundplatte

[0024] Kleber haben den Vorteil, dass die Klebeeigenschaft inharent vorhanden ist. Insbesondere Spriihkle-
ber kdnnen vorteilhaft verwendet werden. Bei der Verwendung von MALDI-TOF-MS zur Sequenzierung ist
eine elektrische Mindestleitfahigkeit notwendig, so dass die Gesamtheit Grundplatte plus Kleber nicht einen
elektrischen Isolator darstellt. Dies kann z.B. durch Verwendung einer metallischen Grundplatte mit einer diin-
nen Klebeschicht erreicht werden.

[0025] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform weist die Grundplatte Kantenmalle eines Mikroskopie-Objekt-
tragers oder Kantenmalie einer Mikrotiterplatte auf.

[0026] Vorteilhaft sind gédngige Apparaturen (z.B. Mikroskopie-Tische, Scanner, Platten-Reader) an die Kan-
tenmale von Mikroskopie-Objekttrdgern und Mikrotiterplatten angepasst. Es gibt weiterhin ein gro3es Arsenal
von Laborrobotern, die an die automatisierte Handhabung von Objekttrégern und von Mikrotiterplatten ange-
passt sind.

[0027] Gemal einer weiteren Ausfihrungsform ist die Grundplatte ein Mikroskopie-Objekttrager, insbesonde-
re ein Mikroskopie-Objekttrager aus Glas.

[0028] Somit erreichbare Vorteile wurden bereits benannt. Beispielsweise kann der Mikroskopieobjekttrager
aus Flachglas und damit inert bei allen nachfolgenden Inkubationen und nicht stérend bei der Analyse sein.

[0029] GemaR einer weiteren Ausfiihrungsform umfasst die Kleberschicht ein doppelseitiges Klebeband.

[0030] Vorteilhaft sind diinne und zugleich zuverlassig klebende doppelseitige Klebebander kommerziell er-
haltlich.

[0031] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform ist das doppelseitige Klebeband elektrisch leitfahig.

[0032] Ein besonderer Vorteil bestimmter Klebebander (z.B. 3M™ XYZ-Axis Electrically Conductive Tape
9713) ist deren elektrische Leitfahigkeit, sodass eine entsprechend ausgeriustete Grundplatte mit einem elek-
trischen Potential beaufschlagt werden kann und bei der massenspektrometrischen Analyse (MALDI-TOF) die
entsprechend ausgeristete Grundplatte unmittelbar als Target dienen kann und so unmittelbar zur Probenein-
fihrung nutzlich ist.

[0033] Gemal einer weiteren Ausfihrungsform sind die Mikropartikel der kombinatorischen One-Bead-One-
Compound-Bibliothek sphérische und bevorzugt monodispers vorliegende Mikropartikel.

[0034] Vorteile ergeben sich mit der guten Dispergierbarkeit der Partikel wahrend der kombinatorischen Syn-
these und den damit verbundenen Waschschritten, sowie der Mdglichkeit ein hochregelmaRiges Partikelarray
zu erhalten. Monodisperse Partikel haben auch den Vorteil einer einfacheren Auswertung der Biointeraktions-
assays und der problemlosen Anordnung im Gitter (Sieb) zu einem regelmafigen Array. Ansonsten kdénnten
ggf. zwei Partikel in ein Gitterkompartiment (Masche) geraten.

[0035] GemalR einer weiteren Ausflihrungsform wird die Verwendung eines mikropartikeltragenden Substrates
nach einer der vorstehend beschriebenen Ausfiihrungsformen in einem Bindungsassay zur Identifikation von
solchen Mikropartikeln der kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek vorgeschlagen, die mit ei-
ner Zielsubstanz eine Bindung eingehen, wobei ein die Zielsubstanz bindendes Mikropartikel der kombinato-
rischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek im Ergebnis des Bindungsassays eine Markierung tragt und an
Hand der Markierung im Array erkennbar ist.
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[0036] Besondere Vorteile ergeben sich aus dem erreichbar hohen Grad der Parallelisierung von Inkubatio-
nen, Waschschritten und Analysen die zeitgleich an einer Vielzahl von Mikropartikeln und damit an einer Viel-
zahl von auf den Partikeln vorliegenden Substanzen vorgenommen werden kénnen.

[0037] Gemal einer weiteren Ausfuhrungsform ist bei der vorgeschlagenen Verwendung die Markierung
ausgewabhlt unter: einer optisch messbaren, einer fluoreszenzspektrometrisch messbaren, einer radiologisch
messbaren, einer Raman-spektroskopisch messbaren, einer Lumineszenz-basierenden, einer Chemolumi-
neszenz-basierenden, einer Biolumineszenz-basierenden, einer enzymverstarkten, und/oder einer Partikel-
basierten Markierung.

[0038] Die Vorteile dieser Markierungsarten umfassen vor allem deren hohe Empfindlichkeit. Kommerziell ist
eine Vielzahl von Markierungssubstanzen und Nachweisreagenzien verfiigbar. Beispielsweise sind Mikrosko-
pie- und Scanner-Optiken an die spezifischen Absorptions- und Emissionswellenldngen von Fluoreszenzfarb-
stoffen angepasst.

[0039] GemalR einer weiteren Ausfuhrungsform wird das auf der Grundplatte befestigte und eine Markierung
aufweisende Mikropartikel der kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek einer massenspektro-
metrischen Analyse unterzogen.

[0040] Vorteilhaft kbnnen moderne Massenspektrometer eingerichtet sein, das Massenspektrum der von ei-
nem diskreten Partikel innerhalb eines Partikelarrays stammenden kombinatorisch erzeugten Substanz zu er-
fassen. Moderne MALDI-Imaging-Systeme kénnen eine Ortsauflésung von 5 ym und darunter erreichen.

[0041] Gemal einer weiteren Ausflihrungsform umfasst die massenspektrometrische Analyse eine Sequenz-
analyse einer auf dem Partikel kombinatorisch synthetisierten Verbindung.

[0042] Traditionell geht der Sequenzanalyse typischerweise eine massenspektrometrische Fragmentierung
der vorliegenden Peptide voraus. Das betreffende Peptid wird dabei massenspektrometrisch fragmentiert. In
einem zweiten Schritt werden die dabei erhaltenen Fragmente einer massenspektrometrischen Analyse (Auf-
trennung) unterzogen, in deren Ergebnis die Sequenz des betreffenden Peptids hergeleitet werden kann. Um
die Sequenzanalyse zu vereinfachen, kénnen synchron in jedem Syntheseschritt die vorstehend bereits be-
schriebenen Boc-Abbruchsequenzen erzeugt werden. Beispielsweise kann durch Verwendung eines geringen
Anteils von, beispielsweise jeweils etwa 5%, Boc-Aminosauren an der im jeweiligen Syntheseschritt verwende-
ten Aminosduremenge, eine zur massenspektrometrischen Analyse ausreichende Menge des dem jeweiligen
Syntheseschritt entsprechendes Peptids erzeugt werden. Somit wird, ohne eine zusatzliche Fragmentierung
vornehmen zu missen, die gesamte Sequenz liickenlos ablesbar. Das erlaubt es, die Analyse der Peptidse-
quenz zu beschleunigen und zuverldssiger zu gestalten, da an Stelle eines aufwendigen MALDI-TOF/TOF-
Gerates ein einfacheres und billigeres MALDI-TOF-Gerét fir die Sequenzierung verwendet werden kann.

[0043] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform umfasst die kombinatorische One-Bead-One-Compound-Bi-
bliothek Peptide, Peptidanaloga, Nukleotide oder Nukleotidanaloga oder andere Monomer-Sequenz-definierte
Polymere. Monomer-Sequenz-definierte Polymere sind beispielsweise beschrieben in Hartmann, L. and Bor-
ner, H. G. (2009), Precision Polymers: Monodisperse, Monomer-Sequence-Defined Segments to Target Fu-
ture Demands of Polymers in Medicine. Advanced Materials, 21: 3425-3431.

[0044] Derartige Molekule kommen als Zielsubstanzen fiir die Wirkstoffforschung oder flir Anwendungen in
der Biotechnologie in Betracht.

[0045] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform wird vorgeschlagen, das oben beschriebene mikropartikelt-
ragende Substrat zu verwenden: in einem Bindungsassay bzw. einem Biointeraktionsassay; wahrend eines
Waschschrittes; wahrend eines markierungsspezifischen Scans; wahrend eines Abspaltens der kombinato-
risch synthetisierten Verbindung vom Partikel; wéhrend einer Abscheidung einer massenspektrometrisch ge-
nutzten Matrix auf und/oder in der Nahe einer Vielzahl von Mikropartikeln der kombinatorischen One-Bead-
One-Compound-Bibliothek; und/oder wahrend einer massenspektrometrischen Analyse eines die Markierung
tragenden Mikropartikels der kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek.

[0046] Vorteilhaftist hierbei besonders, dass die Position jedes Partikels auf der Grundplatte tiber den gesam-
ten Prozess gleich bleibt. Einzelne Partikel kdnnen somit an Hand ihrer Position, die ggf. durch die Verwen-
dung exakter Koordinatenangaben automatisch wiederauffindbar ist, wahrend des gesamten Prozesses ana-
lysiert werden. Ebenfalls kénnen ein und dieselben Partikelarrays nach entsprechenden Spulschritten wieder-
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holt in unterschiedlichen Bindungsassays getestet werden. So kdnnen einfache Bindungsassays, kompetitive
Assays mit unterschiedlichen Inhibitoren, Assays zur ldentifizierung unspezifischer Binder, Assays zur Iden-
tifizierung von unerwiinschten Bindern gegen das Label, gegen Linker oder andere nachtraglich eingefiihrte
Strukturen durchgefiihrt werden. Aufgrund der hohen Stabilitat der Peptide kdnnen auch harsche Regenerati-
onslésungen verwendet werden, so chaotrope Lésungen (z.B. Guanidiniumhydrochlorid, Harnstoff), Losungs-
mittel (z.B. DMSO, DMF, Acetonitril, Methanol) und deren Mischungen mit Wasser oder wassrigen Puffern,
hohe oder niedrige pH-Werte, Tenside (z.B. Natriumdodecylsulfat SDS) oder konzentrierte Salzldsungen (z.B.
Natriumsulfat, Ammoniumsulfat, Natriumchlorid).

[0047] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform wird eine Screening-Methode fiir eine kombinatorische One-
Bead-One-Compound-Bibliothek mittels optischer Onchip-Detektion und massenspektrometrischer Sequen-
zierung vorgeschlagen. Diese Screening-Methode umfasst die Schritte: - Bereitstellen der kombinatorischen
One-Bead-One-Compound-Bibliothek in Form eines mikropartikeltragenden Substrates wie oben beschrie-
ben; - Inkubieren des mikropartikeltragenden Substrates mit einer Losung, umfassend ein fluoreszenzmar-
kiertes Molekdl (z.B. ein fluoreszenzmarkiertes Protein, insbesondere ein Enzym, einen fluoreszenzmarkier-
ten Antikorper, einen fluoreszenzmarkierten Rezeptor, oder einen anderen fluoreszenzmarkierten Biomarker).
Die Screening-Methode kann eine gezielte Inkubation der Mikropartikel vor deren Immobilisierung umfassen,
umfasst aber ebenso die Inkubation der auf der Grundplatte immobilisierten Mikropartikel, also ,on-chip®.
Die vorgeschlagene Screening-Methode umfasst weiter die Schritte: - fluoreszenzoptisches Screening der
mit dem partikeltragenden Substrat bereitgestellten Mikropartikel, umfassend die kombinatorische One-Bead-
One-Compound-Bibliothek; - Identifizieren einer Position eines das fluoreszenzmarkierte Protein aufweisen-
den Mikropartikels; und - individuelles massenspektrometrisches Ermitteln einer Sequenz einer kombinatorisch
synthetisierten Verbindung an einer Position des identifizierten fluoreszenzmarkierten Mikropartikels.

[0048] Vorteile dieser Ausfiuihrungsform wurden bereits beschrieben. Insbesondere vorteilhaft ist, dass keine
separate Codierung der Sequenzen notwendig ist und keine manuelle oder robotische Manipulation der Partikel
notwendig ist.

[0049] GemalR einer weiteren Ausfihrungsform umfasst die vorgeschlagene Screening-Methode weiterhin die
Schritte: - Erkennen einer Autofluoreszenz eines Mikropartikels auf dem mikropartikeltragenden Substrat vor
der Inkubation mit der Lésung des fluoreszenzmarkierten Molekils (Proteins).

[0050] Durch das Erkennen einer Autofluoreszenz kénnen falsch-positive Befunde zuverlassig ausgeschlos-
sen werden und preisginstige Partikel verwendet werden.

[0051] GemaR einer weiteren Ausflhrungsform umfasst die vorgeschlagene Screening-Methode weiterhin
den Schritt:- Untersuchen der Mikropartikel des mikropartikeltragenden Substrats hinsichtlich des Vorliegens
einer Mehrfachmarkierung oder eines Signalverhéltnisses unterschiedlicher Markierungen.

[0052] Mehrfachmarkierungen und das Erfassen von Signalverhaltnissen (beispielsweise bei unterschiedli-
chen Wellenlangen) sind dem Fachmann bekannte Verfahren zur Steigerung der Selektivitat fiir eine gesuchte
Zielsubstanz. Auch kénnen auf diese Weise gleichzeitig mehrere Assays durchgefihrt werden (sog. Multiplex-
ing) oder Normierungen vorgenommen werden.

[0053] Gemal einer weiteren Ausflhrungsform umfasst die vorgeschlagene Screening-Methode weiterhin
den Schritt: - Regenerieren einer Oberflache von Mikropartikeln des mikropartikeltragenden Substrats und er-
neutes Inkubieren des mikropartikeltragenden Substrats mit einer weiteren Losung eines fluoreszenzmarkier-
ten Molekuls (mit anderen Reagenzien).

[0054] Vorteilhaft kann so ein einmal erzeugtes Array in verschiedenen Tests nach unterschiedlichen Kriteri-
en bzw. in Hinsicht auf das Vorliegen verschiedener Zielsubstanzen durchsucht werden. Oligonukleotide und
Oligopeptide bzw. deren Analoga sind chemisch so stabil, dass sie ohne weiteres in zahlreichen Tests wie-
derholt inkubiert und erneut gewaschen bzw. regeneriert werden kénnen. Unter Regeneration soll hier ver-
standen werden, dass mdglichst alle wahrend eines Bindungsassays an das Partikel gebundene Substanzen
bzw. Reagenzien nach Abschluss der Messungen wieder abgeltst werden. Damit werden die Partikel so ge-
reinigt, dass ein erneuter Bindungstest ohne Stérung durch vorherige Reaktionsschritte durchgefiihrt werden
kann. Die Regeneration der Partikel soll unter Bedingungen durchgefiihrt werden, die die Oligopeptide bzw.
Oligonucleotide nicht chemisch verandern oder abspalten. Derartige Reagenzldsungen sind aus der Literatur
hinlanglich bekannt.
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[0055] Gemal einer weiteren Ausflihrungsform umfasst die vorgeschlagene Screening-Methode weiterhin
den Schritt: - Untersuchen der Mikropartikel des mikropartikeltragenden Substrats mittels Dissoziations- oder
Inhibitionsversuchen und differentieller Auswertung von Markierungssignalen. Fir viele Anwendungen sind
die Bindungskonstanten bzw. Bindungskinetiken der zu identifizierenden Substanzen von entscheidender Be-
deutung. Daher ist eine direkte Beobachtung einer Bindung (Assoziation, Dissoziation, Inhibition) von hoher
Relevanz. Wenn dies hoch parallelisiert on-chip durchgeflihrt werden kann ist dies sehr vorteilhaft.

[0056] Die vorstehend beschriebenen Ausfiihrungsformen kénnen beliebig miteinander kombiniert werden.

[0057] Kombinatorische Bibliotheken sind seit Jahrzehnten bekannt, jedoch ist die Handhabung von sehr gro-
Ren Bibliotheken praktisch kaum moglich. Der Wert einer Bibliothek steigt allerdings stark mit ihrer Gré3e an.
Die Erfindung ermdglicht es nun, die Partikel (Beads) der kombinatorischen Bibliothek raumlich geordnet auf
einer Substratoberflache abzulegen, zu fixieren, einem Biointeraktionstest zu unterwerfen, positive Substan-
zen mittels Microarray-Scan, d.h. Screening, zu identifizieren und diese beispielsweise in einem MALDI-TOF-
Massenspektrometer zu sequenzieren (ldentifikation). Im Gegensatz zu allen anderen Methoden muss hier in
keinem Fall ein einzelnes Bead isoliert und aufwendig behandelt werden.

[0058] Nachteilig an bekannten Verfahren ist, dass jedes Bead einzeln bearbeitet werden muss, was die Ge-
schwindigkeit des Screenings stark limitiert. Zudem begrenzt die manuelle Bearbeitung die Beadgréflie nach
unten. Zuséatzlich muss je Partikel eine bestimmte Peptidmenge abgespalten werden, um im Uberstand noch
eine sequenzierbare Konzentration zu erreichen. Auch dies begrenzt die Beadgré3e nach unten. Grol3e Beads
bedeuten aber dann zwangslaufig kleine Bibliotheken, da ansonsten die Gesamtmasse der Beads zu hoch
wird, und die Kosten fiir Handhabung der Beads steigen.

[0059] Erfindungsgemal werden die Beads einer Bibliothek oder ein Aliquot der Beads einer Bibliothek ge-
ordnet, beispielsweise auf einem Glas-Chip, immobilisiert. Die Immobilisierung der Beads erfolgt beispielswei-
se mit Hilfe eines doppelseitigen (und elektrisch leitfahigen) Klebebandes unter Verwendung eines als Scha-
blone zur Selbstjustage der Beads auf dem Klebeband dienenden hochregelmaRigen Siebes. Das Sieb wird
temporar auf das Klebeband aufgelegt. Die Maschenweite des Siebes ist genau so bemessen, dass jeweils
ein (getrocknetes/trockenes oder feuchtes) Bead durch eine Masche des Siebes passt und so in Kontakt mit
der Grundplatte oder einem auf der Grundplatte angeordneten Kleber oder Klebeband aufgenommen und ge-
halten werden kann. Wird nun das Sieb entfernt, so liegt eine arrayartige Anordnung von zueinander regelma-
Rig beabstandeten Beads auf der Kleberschicht und also auf dem Glas-Chip (Grundplatte) vor. Nachfolgend
wird der Begriff Glas-Chip beispielhaft fir eine mégliche Ausfiihrungsform der Grundplatte verwendet. Andere
Grundplatten, beispielsweise aus Plastik, Metall, oder Verbundwerkstoffen sind ebenso verwendbar. Die Be-
griffe Substrat und Grundplatte werden hierbei als Synonyme behandelt.

[0060] Die weiteren Schritte werden alle an den auf der Grundplatte immobilisierten Beads durchgefiihrt. Das
stellt vorteilhaft eine erhebliche Parallelisierung der durchgeflihrten Tests dar. Einerseits werden alle Beads des
jeweiligen Arrays unter véllig identischen Bedingungen im Biointeraktionstest getestet. Dazu wird die Grund-
platte mit den darauf arrayartig angeordneten Beads der Bibliothek in einer Lésung der Zielsubstanz (z.B. ei-
nem monoklonalen Maus-Antikérper) inkubiert. Es kénnen sich weitere Inkubationen (z.B. mit einem heteroge-
nen fluoreszenz- oder enzymmarkierten anti-Maus Antikérper) anschlief3en. Die Durchfihrung von Immunoas-
says nach dem Prinzip eines Enzymimmunoassays oder eines ELISA ist dem Fachmann bekannt und bedarf
hier keiner weiteren Erlduterungen. Wesentlich ist, dass diejenigen Beads, welche auf ihrer Oberflache ein
gesuchtes Bindermolekdl tragen, nach dem Biointeraktionstest eine Fluoreszenzmarkierung tragen. Mit Hilfe
dieser Fluoreszenz (z.B. vermittelt durch einen Fluoreszenzfarbstoff wie Atto 633) sind positive (zielfihrende)
Beads unschwer als solche erkennbar.

[0061] Im Fluoreszenzmikroskop oder mittels Fluoreszenzscanner kann also ein positives Bead eindeutig als
solches erkannt und seine Position auf der Grundplatte eindeutig ermittelt werden. Da das Bead unter geeig-
neten Bedingungen an Hand seiner vom Hintergrund deutlich verschiedenen Fluoreszenz erkennbar ist, kann
bei der anschlieBenden massenspektrometrischen Analyse der Laserstrahl eines MALDI-TOF-MS auch ge-
nau auf ein jeweils interessierendes Bead gerichtet werden, sodass in der sich ausbildenden Desorptionswol-
ke (plume) genau die bevorzugt vorher chemisch abgespaltenen Peptide von diesem einen Bead vaporisiert
werden. Da nun das Klebeband gemaR einer beispielhaften Ausfihrungsform elektrisch leitfahig ist, kann es
gleichzeitig als Elektrode zur Erzeugung des flr die MALDI-TOF-MS wesentlichen elektrischen Feldes dienen,
das die ionisierten Spezies dem Analysator des TOF-MS zufiihrt.
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[0062] Erfindungswesentlich ist die unveranderte Anordnung der Beads auf genau der Grundplatte, die im Bio-
interaktionstest verwendet wird und anschliel3end einer Fluoreszenzanalyse unterzogen wird. Dabei werden
die Koordinaten der als positiv befundeten Beads, bzw. ein Muster der als positiv an Hand ihrer Fluoreszenz
erkennbaren Bead-Anordnung vermerkt. Nachfolgend wird mit genau derselben Anordnung der Beads auf
der Grundplatte (z.B. Mikroskopie-Objekttrager mit doppelseitigem Klebeband) unmittelbar die massenspek-
trometrische Sequenzanalyse angeschlossen. Moderne MALDI-MS-Instrumente sind mit einem Mikroskop-
Kamerasystem ausgestattet, mit dessen Hilfe das interessierende Partikel wiedergefunden und selektiv mit
dem Laser beschossen werden kann, sodass die hier wesentliche Ein-Partikel-Sequenzierung von Peptiden
genau des interessierenden Beads erméglicht wird und kein langwieriges und teures MS-Imaging des Chips
notwendig wird.

[0063] Eine zusatzliche Verbesserung ermdglicht auch die Verwendung von Abbruchsequenzen fir die Se-
quenzierung gemal Fig. 3. Da die Sequenzierung als sogenannte De-novo-Sequenzierung extrem hohe An-
spriche stellt, reicht die Signalintensitat der tiblichen MS/MS-Sequenzierung fir diesen Zweck zumeist nicht
aus oder flihrt zu Licken in der Sequenz. Gemal der vorgeschlagenen Methode wird auf ein und demselben
Bead mit Beginn der kombinatorischen Synthese bei einem geringen Anteil, z.B. jeweils etwa 5 %, der aus-
gebildeten Peptidstrange die Synthese mit dem aktuellen Syntheseschritt durch Blockierung z.B. mittels Boc-
Modifizierung abgebrochen. Auf jedem Partikel liegen somit die Produkte aller kombinatorischen Synthese-
Schritte als Abbruchsequenzen vor. Die vom Partikel jeweils an ihrem ersten Glied (Ankergruppe) gel6sten
Peptidketten sind unterschiedlich lang und erlauben es somit, auch ohne eine zuséatzliche Fragmentierung
vornehmen zu missen, die gesamte Sequenz lickenlos abzulesen (,Leitersequenzierung®, Fig. 7). In jedem
Kupplungsschritt wird eine kleine Menge an Abbruchsequenzen auf jedem Polymerbead eingebaut, woraus
sich ein charakteristisches Muster aus Abbruchsequenzen fiir jede Peptidsequenz ergibt. Das erlaubt es, die
Analyse der Peptidsequenz zu beschleunigen und zuverlassiger zu gestalten, da keine Fragmentierung der
Peptide notwendig ist und keine MS/MS-Analyse durchgefiihrt werden muss. Die Sequenzierung findet schon
in der ersten MS-Stufe statt (,Leitersequenzierung®), so dass auch kein teures MALDI-TOF/TOF sondern ein
einfacheres und billigeres MALDI-TOF-Gerat fur die Sequenzierung ausreicht. Zudem ist vorteilhaft, dass in
der ersten MS-Stufe die Intensitaten noch héher sind, als in einer zweiten MS-Stufe nach einer etwaigen Frag-
mentierung. Daher kann man kleinere Partikel sequenzieren, was groRere Peptidbibliotheken ermoglicht.

[0064] Der split-and-mix-Syntheseansatz und die split-and-mix-Synthese mit Fmoc-Strategie sind in den Fig. 2
und Fig. 3 dargestellt. Die beiliegenden Zeichnungen veranschaulichen damit Ausfiihrungsformen und dienen
zusammen mit der Beschreibung der Erlduterung der Prinzipien der Erfindung. Die Elemente der Zeichnungen
sind relativ zueinander und nicht notwendigerweise malRstabsgetreu.

Figuren

[0065] Fig. 1 zeigt den allgemeinen Ablauf der Festphasenpeptidsynthese. Zunachst wird an alle funktionellen
Gruppen auf dem (Harz)Kiigelchen eine Ankergruppe eingefiihrt, an die die erste Aminosaure gebunden wird.
Von dieser wird die temporare Schutzgruppe (Fmoc oder Boc) abgespalten und in einer Kondensationsreak-
tion die aktivierte zweite Aminosaure (Fmoc oder Boc-geschiitzt) unter Ausbildung einer Amidbindung, auch
Peptidbindung gebunden. So kénnen beliebig viele Aminosauren gekuppelt werden bis die gewiinschte Pep-
tidlange erreicht ist. Dann werden alle permanenten Schutzgruppen, die nach orthogonaler Schutzgruppen-
strategie wahrend vorhergehender Syntheseschritte stabil sind, abgespalten und das Peptid wird vom Partikel
abgespalten. Um die Anzahl an méglichen Nebenprodukten durch Reaktion mit nicht-reagierten Aminogrup-
pen oder freien Seitenketten der Aminosauren zu verringern, ist es einerseits empfehlenswert, eine orthogona-
le Schutzgruppenstrategie anzuwenden und andererseits nach jeder Kupplung Capping-Schritte einzubauen.
Hierbei werden freie, reaktive Stellen beispielsweise durch Acetylierung inaktiviert.

[0066] Verschiedene Mikropartikel unterscheiden sich in der Grole, der relativen Beladung, der Kompatibilitat
mit verschiedenen Substraten (polaren und unpolaren) und dem Quellverhalten in verschiedenen Lésungsmit-
teln. Vorteilhaft ist das gewahlte Partikelmaterial chemisch inert gegen alle eingesetzten Chemikalien und L6-
sungsmittel, wie auch mechanisch stabil in allen Prozessschritten. Ein Mikropartikel-Material mit gutem Quell-
verhalten in einer grol3en Bandbreite an Lésungsmitteln sowie hoher mechanischen Stabilitat ist das Tentagel-
Harz, welches aus einem Kern aus vernetztem Polystyrol und einer Hiille aus polaren Polyethylenglykol-Ket-
ten, die unterschiedliche funktionelle Gruppe tragen, besteht. Ebenfalls kann beispielsweise auf ein komplett
Polyethylenglykol-basierendes ChemMatrix-Harz zuriickgegriffen werden, welches auf einen Polystyrolkern
verzichtet und damit unspezifische, hydrophobe Interaktionen vermeidet. Dieses Harz zeichnet sich zudem
ebenfalls durch gute Quelleigenschaften in polaren und unpolaren Lésemitteln aus.
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[0067] Die Aufgabe der Ankergruppe (auch Linker genannt) ist es, eine reversible Bindung zwischen dem
synthetisierten Peptid und der festen Phase zu bilden sowie einen Schutz der C-terminalen Carboxylgruppe
im gesamten Prozess der Kettenverldngerung zu bieten. Die Wahl hdngt von der generellen Schutzgruppen-
strategie der Peptidsynthese (permanente und temporare Schutzgruppen) ab und richtet sich auch danach,
welche Funktionalitdt am C-Terminus nach Abspaltung gewinscht ist.

[0068] Alstemporare Schutzgruppen werden in der Regel Fmoc- oder Boc-Schutzgruppen verwendet. Im Fall
der Boc-Schutzgruppe ist ein weiterer Neutralisierungsschritt nach der Abspaltung notwendig. Um Nebenreak-
tionen wie zweimaliges Kuppeln zu vermeiden, kann vor Wiederholung der Schritte 3 und 4 ein Capping-Schritt
eingeflgt werden. Der Ansatz kann in drei Schritte unterteilt werden: Aufteilen (split), Kuppeln und Vermischen
(mix). Zu jedem Kupplungsschritt in der Synthese der festphasengebundenen Peptidbibliothek wiederholt man
die Distribution der Polymerbeads in die verschiedenen Reaktionskammern, sodass am Ende jedes Polymer-
bead Peptide mit genau einer Sequenz tragt. Man nennt festphasengebundene, kombinatorische Bibliotheken
auch ,one-bead-one-compound® (OBOC) Bibliotheken. Statistisch ergibt sich eine Bibliothek mit einer GréR3e
von m" Peptiden, wobei m die Anzahl der eingesetzten verschiedenen Aminosauren und n die Lange des Pep-
tides ist, sofern die Anzahl der zu Verfiigung stehenden Beads nicht Uberschritten wird.

[0069] Fig. 2 zeigt typische Schritte im split-and-mix-Syntheseansatz mit A, B, C als variable Aminosduren
an festen Phasen. In jedem Schritt wird der Ansatz aufgeteilt, eine weitere Aminosaure gekuppelt und die
Teile erneut vereint. Nach zwei Kupplungsschritten mit drei verschiedenen Aminosauren ergibt sich somit eine
festphasengebundene Bibliothek mit 9 verschiedenen Peptiden (32) an unterschiedlichen Beads.

[0070] Fig. 3 illustriert die Split-and-mix-Synthese mit Fmoc-Strategie und Boc-Abbruchsequenzen (5 % je
Syntheseschritt) mit A, B, C als variable Aminosauren an festen Phasen. Auf jedem Bead befindet sich eine
sequenzspezifische Familie von Peptiden.

[0071] Die Peptide interessierender Beads werden einer Matrix-gestitzten Laser-Desorption/lonisation (MAL-
DI) -TOF (time-of-flight) MS (Massenspektrometrie) unterzogen. Die als Matrix verwendete Substanz wird vor-
teilhaft in unmittelbare Nahe zu den Beads gebracht. Zum Auftrag der Matrix haben sich Sprihtechniken be-
wabhrt, die eine Ortsverdnderung des immobilisierten Analyten (Peptids) verhindern. Dazu wird die Matrix in
einem leicht fliichtigen Lésungsmittel geldst und mittels einer Spriihapparatur, beispielsweise einem Airbrush-
System oder einem Aufprall-Zerstauber, auf dem Partikeltrager aufgetragen.

[0072] Fig. 4 zeigt schematisch die erfindungsgeméRe Auftragung der MALDI-Matrix durch pneumatisches
Zerstauben mit Hilfe eines Airbrush (AT-Airbrush-Pistole-Kit AT-AK-02, Agora-Tec GmbH, Schmalkalden; Di-
se mit Nadel: 0,03 mm; Arbeitsdruck: 1,0 bis 3,5 bar). Ziel war es, eine Kokristallisation der verwendeten Ma-
trix (a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure) mit den Analyten zu erreichen, ohne dabei die auf den Beads vorliegenden
Peptide zu stark zu mobilisieren.

[0073] Um diese Kokristallisation zu ermdglichen, missen die Peptide zunachst vom Partikel abgespalten
werden. Das erfolgt erfindungsgemal in einer Ammoniak-Atmosphéare in einer gasdichten Kammer. Das ge-
samte partikeltragende Substrat umfassend die auf dem Klebeband immobilisierten Partikel wird der Ammo-
niak-Atmosphare ausgesetzt und erst danach wie beschrieben mit der Matrix bespriiht.

[0074] Der gesamte Verfahrensablauf des mithin vorgeschlagenen Screening-Verfahrens ist in Fig. 5 und
Fig. 6 schematisch gezeigt.
[0075] Das Screening-Verfahrens einer OBOC-Bibliothek umfasst die folgenden Schritte:
1. Immobilisierung der Partikel mit festphasengebundenen Peptiden;
. Messung der Fluoreszenz vor der Inkubation;
. Inkubation mit monoklonalen Anti-FLAG® M2 Antikorpern;
. Inkubation mit polyklonalen, fluoreszenzmarkierten Anti-Maus Antikérpern;
. Messung der Fluoreszenz nach der Inkubation;

. Abwaschen der Antikorper;

N OO Ok~ ODN

. Messung der Fluoreszenz nach dem Waschen;
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8. Abspaltung der Peptide vom Harz;
9. Auftragung der MALDI-Matrix;
10. Aufnehmen des MALDI-TOF-MS Spektrums und direkte Sequenzierung.

[0076] Fig. 7 zeigt ein Massenspektrum, wie es typischerweise bei der Sequenzierung eines Kigelchens
erhalten wird.

[0077] Es gibt also mehrere Innovationen in der vorliegenden Beschreibung:

1. Geordnete Immobilisierung von Beads mittels eines Siebs auf einem klebrig gemachten elektrisch leitfahigen
Substrat (z.B. Glas-Chip); 2. Kombiniertes Screening und MS-Sequenzierung auf dem Substrat; 3. Gaspha-
senabspaltung der Peptide auf dem Substrat; 4. Einflihrung von absichtlichen Abbruchsequenzen zur siche-
ren und empfindlichen De-novo-Sequenzierung; 5. Applikation von Matrixsubstanz auf dem Substrat mittels
Airbrush-Technologie.

Ausfiihrungsbeispiel

[0078] Nach dem Split-and-Mix-Verfahren wurde eine mit ein mit 4-(Hydroxymethyl)benzoesdure (HMBA) und
Linker-Peptidsequenz modifiziertes Harz (Tentagel HL NH,, PartikelgréRe: 75 um, 100 mg) in finf Reaktions-
spritzen aufgeteilt. Es wurde je eine Losung aus tert-Butoxycarbonyl-Aminosaure (Boc-AS-OH): Fluorenylme-
thoxycarbonyl-Aminosédure (Fmoc-AS-OH) (5:95, 8 Aq.), 2-(6-Chlor-1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-
aminium-hexafluorophosphat (HCTU) (8 Aq.), N-Methyl-2-pyrrolidon (NMM) (16 Aq.) in N,N-Dimethylformamid
(DMF) in den Reaktionsspritzen zugegeben, je 60 Minuten geschuttelt, filtriert und gewaschen. Anschlielend
wurden die Reaktionsansatze wieder vereint, filtriert, gewaschen und anschliel3end die temporare Schutzgrup-
pe abgespalten. Der Reaktionsansatz wurde wieder auf 5 Reaktionsspritzen verteilt. Die simultane Kupplung in
funf separaten Reaktionsspritzen und anschlieRender Abspaltung der temporaren Schutzgruppen wurde ins-
gesamt 8-mal wiederholt. Zum Abspalten der permanenten Schutzgruppen wurde eine Lésung aus Trifluores-
sigsaure (TFA): Triisopropylsilan (TIS):H,0 (95:2,5:2,5, 4 ml) zu den vereinten Produkten gegeben und 2 St-
unden geschdttelt.

[0079] Die getrockneten Klgelchen (Beads) der Peptidbibliothek wurden durch ein feinmaschiges Sieb (100
pm) auf einen mit doppelseitig-klebendem, elektrisch-leitfahigem Klebeband (3M™ elektrisch leitféahiges Kle-
beband XYZ-Achse 9713) beschichteten Glasobjekttrager aufgetragen, sodass sich ein regelmaRiges Muster
aus immobilisierten Beads ergibt.

[0080] Der Objekttrager mit den immobilisiertem Partikeln der Peptidbibliothek wurde mit 1:10.000 verdiinn-
tem Anti-FLAG®-M2-Antikérper in PBS/BSA-Puffer (10 ml) tGber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurden die
immobilisierten Peptide mit PBST/BSA-Pufferldsung gewaschen. Im zweiten Schritt wurden die Peptide mit 1:
1.000 verdinntem Anti-Maus markiert mit Atto-633 in PBST/BSA-Puffer (10 ml) 2 Stunden inkubiert und ab-
schlieRend mit PBST/BSA-Pufferlésung gewaschen (10 Minuten).

[0081] Die Bestimmung der Fluoreszenz wurde mittels eines Microarray-Scanners (A, = 635 nm, Red-Emis-
sion-Filter, A;, = 532 nm, Green-Emission-Filter) durchgefiihrt. Es wurde die Fluoreszenz nach Inkubation des
primaren und sekundaren Antikérpers, wobei letzterer den Fluoreszenzmarker tragt, analysiert.

[0082] Nachdem die Fluoreszenz der mit Atto-633 markierten, gebundenen Antikdrper gemessen wurde, wur-
de der Objekttrager in Acetonitril/Trifluoressigsdure AcN:TFA (0,1%ig in H,O, 3:7) geschuttelt, sodass die Anti-
korper abgewaschen wurden. AbschlieRend wurde mit der AcN: TFA-L8sung und dann mit H,O gewaschen und
der Objekttrager getrocknet. Als MALDI-Matrix wurde in allen Versuchsdurchfihrungen a-Cyano-4-hydroxy-
zimtsdure (CHCA) verwendet. Eine CHCA-L6sung (5 ml, 10 pg/ml in AcN:TFA, 0,1%ig in H,O, 2:1) wurde
mittels Airbrush-Pistole auf den trockenen Objekttrager mit immobilisierten Beads aufgetragen und auskristal-
lisiert. Der Sprihkopf war ca. 14 cm von dem Trager entfernt und die Sprihstarke wurde in allen Versuchs-
durchflihrungen mit einem Druck von 2,5 bar gleich eingestellt. Die immobilisierten Peptide wurden fir 2 Stun-
den in Ammoniak-Atmosphére vom Harz (den Mikropartikeln) abgespalten.

[0083] In einem MALDI-TOF-MS Experiment wurden Spektren im Massenbereich (m/z) 700 bis 2.000, aus-
gewabhlter Peptide aufgenommen. Es wurden positive Binder und negative Binder anhand der zuvor gemes-
senen Fluoreszenz identifiziert, wobei erstere nach starkster Fluoreszenzintensitat und letztere randomisiert
ausgewahlt wurden. Die Sequenzierung erfolgte Uber die Signalzuordnung der Abbruchsequenzen.
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[0084] Unten folgt nun eine Auflistung aller Peptidsequenzen der gefundenen Proteinbinder vom N-Terminus
zum C-Terminus: Fett markiert sind das Strukturmotiv des Epitops DYKXXD, ein Teilmotiv (3/4 des Struktur-
motivs) oder ein inverses

[0085] Teilmotiv. Peptidsequenzen, die weder das Strukturmotiv noch ein Teilmotiv beinhalten, sind einge-
ruckt.

Fortlaufende Nummer Peptidsequenz des Proteinbinders
*1 | DYKDTDID
*2 | YDDYKDYD
*3 | DDYKTKDY
TYKDIDYY
DYIDYDYK
*6 | YDDYKTDD
7 YYDIDITY
8 | YYKDYDTD
9| YYDYYIID
10 | DYKDYKDT
11 | IYIDYKDI
12 | YKDTDTTY
*13 | DYKKYDII
14 | DYKDYYYD
15 IYDIITTI
16 | YKYDDIKT
17 | DYDIYIYD
*18 | DYKYDDYD
19 DYDIIYID
20 | YYDYIHID
*21 | DYKYYDYT
22 DYDIYIDT
*23 | DYKDYDKD
*24 | YTDYKYID

25 YYDIYITD
26 | YYDIIYD

*27 | IDYKDTDY
28 YYDIDIIT
29 YYDIDIYI
30 YYDIYDT
31| IYDYIYTD
32| YYDYYTID
33 DYDYITIT

[0086] Nun folgt eine Auflistung aller Peptidsequenzen der Nicht-Binder vom N-Terminus zum C-Terminus. X
bezeichnet eine Position die unbekannt ist.
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Fortlaufende Nummer Peptidsequenz des Nicht-Binders
34 YKITDYKT
35 IYYKKDDY
36 YDIYYTTT
37 TDIYDIDT
38 ITYYTKKK
39 DKDIYKYD
40 IDIDTDYY
41 KYTTDKYX
42 [YIIDDI
43 TTTYDDIY
44 DDIKTTKY
45 TDIKTKYY
46 YDKITDKI
47 ITITTTYK
48 IDKYIIKI
49 YDITIYYI
50 [YIDIDII
51 KYDKIYIY
52 XXIYITY
53 DITTDTYI
54 XXTYTTTY
55 KIYDTYIY
56 IYTYTIKD
57 YKKDTKKY
58 IYIKKKTD
59 I[YTDDDTK
60 YYYKDKKY
61 TYDKYKDI

[0087] Das Strukturmotiv DYKXXD, welches kritisch flr die FLAG-Peptid-Antikérper-Interaktion ist, kam 10-
mal (mit * markiert) in den 33 Proteinbindern vor. Das Strukturmotiv DYKD kam 7-mal in den 33 Proteinbindern
vor. Als Teilmotiv wurden alle Strukturmotive gewertet, die mind. 3 von 4 der kritischen Bindungspositionen des
Strukturmotivs DYKXXD beinhalteten. In Summe zeigten 14 Proteinbinder ein oder auch zwei Teilmotive in der
Peptidsequenz. Das Teilmotiv DYK kam dabei 5-mal vor, wovon 2-mal durch Wiederholung in einer Sequenz
und einmal in einer Sequenz, in der auch das Teilmotiv DYXXXD vorkam. Das Teilmotiv YKXXD kam ebenfalls
4-mal vor und das Teilmotiv DYXXXD kam insgesamt 5-mal in den Sequenzen der Proteinbinder vor.

[0088] Es konnten ca. 12.000 Peptide in zwei Bindungsassays zur Untersuchung ihrer Peptid-Protein-Interak-
tion mit Anti-FLAG® M2 Antikérpern aufgenommen werden und 33 Peptide als Binder identifiziert und sequen-
ziert werden. Unter den sequenzierten Proteinbindern trugen 30% das komplette Strukturmotiv des Epitops
DYKXXD, wohingegen bei der Negativkontrolle keines der Peptide das Strukturmotiv beinhaltete.

Vorteile

[0089] 1. Wissenschaftlich: Es kdnnen sehr schnell und einfach selektive Bindungsmolekiile gefunden werden.
Diese sind fiir zahllose Anwendungen geeignet, die hier nicht aufzahlbar sind.
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[0090] 2. Wirtschaftlich: Abgesehen von den aus den wissenschaftlichen Anwendungen indirekt abgeleiteten
wirtschaftlich verwertbaren Produkten, erscheint die Generierung von pharmakologisch interessanten Wirk-
stoffen am wichtigsten. Ein neues Pharmaprodukt kann theoretisch Milliardenumséatze generieren. Auch die
Entwicklung von Bindemolekilen fir das sog. ,Downstream-Processing® in der Biotechnologie, also die Auf-
reinigung von Kulturiiberstadnden und Bioreaktorflissigkeiten kdnnte eine lukrative Anwendung sein. Da inzwi-
schen rund 50% aller neuen Medikamente Antikdrper (Proteine) darstellen, wird deren technische Aufreinigung

immer wichtiger.

[0091] Wenngleich hierin spezifische Ausfliihrungsformen dargestellt und beschrieben worden sind, liegt es im
Rahmen der vorliegenden Erfindung, die gezeigten Ausfiihrungsformen geeignet zu modifizieren, ohne vom
Schutzbereich der vorliegenden Erfindung abzuweichen. Die nachfolgenden Anspriiche stellen einen ersten,

DE 10 2017 123 744 A1 2019.04.18

nicht bindenden Versuch dar, die Erfindung allgemein zu definieren.

AcOH
AcN
Aq.
AS
Boc
BSA
CHCA
Da
DCM
DIC
DIPEA
DMAP
DMF
EtOH
Fmoc
HBTU
HCTU
HMBA
MALDI
MS
NMM
NMP
oBOC
PBS
PBST
tBu
TFA
TIS
TOF

Aminosauren

Bezugszeichenliste

Essigsaure

Acetonitril

Aquivalent

Aminoséaure
tert-Butoxycarbonyl
Rinderserumalbumin
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure
Dalton

Dichlormethan
Diisopropylcarbodiimid
N,N-Diisopropylethylamin
N,N-Dimethylpyridin-4-amin
N,N-Dimethylformamid
Ethanol

Fluorenylmethoxycarbonyl

2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1, 1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat

2-(6-Chlor-1H-benzotriazol-1 -yl)-1, 1,3,3-tetramethylaminium-hexafluorophosphat

4-(Hydroxymethyl)benzoesaure

Matrix-unterstitze Laser-Desorption/lonisation
Massenspektrometrie

4-Methylmorpholin

N-Methyl-2-pyrrolidon

One-bead-one-compound

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung

PBS mit 0,1 Vol-% Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
tert-Butyl

Trifluoressigsaure

Triisopropylsilan

Time-of-flight

sind nach IUPAC-IUB Ein- und Dreibuchstabencode benannt
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Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO ST.25. Dieses kann sowohl
in DEPATISnet als auch im DPMAregister aufgerufen werden.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung eines Arrays von Mikropartikeln einer kombinatorischen One-Bead-One-Com-
pound-Bibliothek auf einer Grundplatte, umfassend:
- Anpressen eines Siebes auf die Grundplatte, wobei eine Maschenweite des Siebes so ausgewahlt ist, dass
je Masche genau ein Mikropartikel der kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek in das Sieb
eindringen kann;
- Auftragen der Mikropartikel der kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek auf das Sieb, sodass
die aufgetragenen Mikropartikel in die Maschen des Siebes eingetragen werden;
- Fixieren der in die Maschen des Siebes eingetragenen Mikropartikel der kombinatorischen One-Bead-One-
Compound-Bibliothek auf der Grundplatte; und
- Abnehmen des Siebes von der Grundplatte.

2. Verfahren nach Anspruch 1, weiter umfassend
- Entfernen von nicht fixierten Mikropartikeln der kombinatorischen One- Bead-One-Compound- Bibliothek.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Fixieren durch ein Andriicken der in die Maschen des
Siebes eingetragenen Mikropartikel an die Grundplatte erfolgt oder mit Hilfe eines zwischen Grundplatte und
Mikropartikeln angeordneten Klebers erfolgt oder ein Erwarmen der Grundplatte umfasst.

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei der Kleber in Form eines Klebefilmes oder in Form eines auf der
Grundplatte angeordneten doppelseitigen Klebebandes bereitgestellt wird.

5. Mikropartikeltragendes Substrat zur synchronen Handhabung einer Vielzahl von Mikropartikeln einer kom-
binatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek, umfassend eine Grundplatte mit darauf befestigten Mi-
kropartikeln der kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek, wobei die Mikropartikel der kombi-
natorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek auf der Grundplatte zumindest abschnittsweise ein Array
ausbilden, wobei ein Abstand der Mikropartikel zueinander zumindest einem Durchmesser von die Maschen
eines Siebes ausbildenden Drahten entspricht.

6. Mikropartikeltragendes Substrat nach Anspruch 5, wobei die Mikropartikel der kombinatorischen One-
Bead-One-Compound-Bibliothek selbstklebend auf der Grundplatte haften.

7. Mikropartikeltragendes Substrat nach Anspruch 5, wobei die Mikropartikel der kombinatorischen One-
Bead-One-Compound-Bibliothek vermittelt Giber eine Kleberschicht auf der Grundplatte haften.

8. Mikropartikeltragendes Substrat nach einem der Anspriiche 5 bis 7, wobei die Grundplatte Kantenmalle
eines Mikroskopie-Objekttragers oder Kantenmalie einer Mikrotiterplatte aufweist.

9. Mikropartikeltragendes Substrat nach einem der Anspriiche 7 oder 8, wobei die Grundplatte ein Mikro-
skopie-Objekttrager ist.

10. Mikropartikeltragendes Substrat nach Anspruch 7 bis 9, wobei die Kleberschicht ein doppelseitiges
Klebeband umfasst.

11. Mikropartikeltragendes Substrat nach Anspruch 10, wobei das doppelseitige Klebeband elektrisch leit-
fahig ist.

12. Mikropartikeltragendes Substrat nach einem der Anspriiche 5 bis 11, wobei die Mikropartikel der kom-
binatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek sphérische und bevorzugt monodispers vorliegende Mi-
kropartikel sind.

13. Verwendung eines mikropartikeltragenden Substrates nach einem der Anspriiche 5 bis 12 in einem Bin-
dungsassay zur Identifikation von solchen Mikropartikeln der kombinatorischen One-Bead-One-Compound-
Bibliothek, die mit einer Zielsubstanz eine Bindung eingehen, wobei ein die Zielsubstanz bindendes Mikropar-
tikel der kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek im Ergebnis des Bindungsassays eine Mar-
kierung trégt und an Hand dieser Markierung im Array erkennbar ist.

14. Verwendung eines mikropartikeltragenden Substrates nach Anspruch 13, wobei die Markierung aus-
gewahlt ist unter: einer optisch messbaren, einer fluoreszenzspektrometrisch messbaren, einer radiologisch
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messbaren, einer Raman-spektroskopisch messbaren, einer Lumineszenz-basierenden, einer Chemolumines-
zenz-basierenden, einer Biolumineszenz-basierenden, einer enzymverstarkten, und/oder einer Partikel-basier-
ten Markierung.

15. Verwendung eines mikropartikeltragenden Substrates nach Anspruch 13 oder 14, wobei das auf der
Grundplatte befestigte und eine Markierung aufweisende Mikropartikel der kombinatorischen One-Bead-One-
Compound-Bibliothek einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen wird.

16. Verwendung eines mikropartikeltragenden Substrates nach Anspruch 15, wobei die massenspektrome-
trische Analyse eine Sequenzanalyse einer auf dem Partikel kombinatorisch synthetisierten Verbindung um-
fasst.

17. Verwendung eines mikropartikeltragenden Substrates nach einem der Anspriche 13 bis 16, wobei die
kombinatorische One-Bead-One-Compound-Bibliothek Peptide, Peptidanaloga, Nukleotide, Nukleotidanaloga
oder andere Monomer-Sequenz-definierte Polymere umfasst.

18. Verwendung eines mikropartikeltragenden Substrates nach einem der Anspriiche 5 bis 12 in einem Bio-
interaktionsassay; wahrend eines Waschschrittes; wahrend eines markierungsspezifischen Scans; wahrend
eines Abspaltens der kombinatorisch synthetisierten Verbindung vom Partikel; wéhrend einer Abscheidung
einer massenspektrometrisch genutzten Matrix auf und/oder in der Nahe einer Vielzahl von Mikropartikeln der
kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek; und/oder wahrend einer massenspektrometrischen
Analyse eines die Markierung tragenden Mikropartikels der kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bi-
bliothek.

19. Screening-Methode fir eine kombinatorische One-Bead-One-Compound-Bibliothek mittels optischer
Onchip-Detektion und massenspektrometrischer Sequenzierung, umfassend:
- Bereitstellen der kombinatorischen One-Bead-One-Compound-Bibliothek in Form eines mikropartikeltragen-
den Substrates nach einem der Anspriiche 5 bis 12;
- Inkubieren des mikropartikeltragenden Substrates mit einer Lésung, umfassend ein fluoreszenzmarkiertes
Molekdil;
- fluoreszenzoptisches Screening der mit dem partikeltragenden Substrat bereitgestellten Mikropartikel, um-
fassend die kombinatorische One-Bead-One-Compound-Bibliothek;
- Identifizieren einer Position eines das fluoreszenzmarkierte Protein aufweisenden Mikropartikels;
- individuelles massenspektrometrisches Ermitteln einer Sequenz einer kombinatorisch synthetisierten Verbin-
dung an einer Position des identifizierten fluoreszenzmarkierten Mikropartikels.

20. Screening-Methode nach Anspruch 19, weiter umfassend:
- Erkennen einer Autofluoreszenz eines Mikropartikels auf dem mikropartikeltragenden Substrat vor der Inku-
bation mit der Losung des fluoreszenzmarkierten Molekiils.

21. Screening-Methode nach Anspruch 19 oder 20, weiter umfassend:
- Untersuchen der Mikropartikel des mikropartikeltragenden Substrats hinsichtlich des Vorliegens einer Mehr-
fachmarkierung oder eines Signalverhaltnisses unterschiedlicher Markierungen

22. Screening-Methode nach einem der Anspriiche 19 bis 21, weiter umfassend:
- Regenerieren einer Oberflache von Mikropartikeln des mikropartikeltragenden Substrats und erneutes Inku-
bieren des mikropartikeltragenden Substrats mit einer weiteren Lésung eines fluoreszenzmarkierten Molekuls
(anderen Reagenzien)

23. Screening-Methode nach einem der Anspriiche 19 bis 22, weiter umfassend:
- Untersuchen der Mikropartikel des mikropartikeltragenden Substrats mittels Dissoziations- oder Inhibitions-
versuchen und differentieller Auswertung von Markierungssignalen.

Es folgen 7 Seiten Zeichnungen
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Anhéangende Zeichnungen

Einfiihrung der Ankergruppe R: geschiitzte Seitenkette
der Aminosaure
l SG: Schutzgruppe
(Fmoc oder Boc)

Kupplung der ersten
A: Aktivator, Kupplungsreagenz

Aminosdure an die Ankergruppe

HO
Entschiitzung l C|):I iiit:r;:]ua::e
?1 1\
H-N wro — ~

R
Kupplung der zweiten l AOerFmoc
O H

Aminoséaure und Reinigung
Aufbau der Sequenz durch
Wiederholung der Schritte

H 0 R4
SG ‘I)LNJ\n/':I_O 3 und 4 mit jeweils neuer

R:H O Aminosaure

Entschiitzung und
Abspaltung vom Linker l

FIG. 1
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