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Das Interesse an den Grenzflichen von Hybridsystemen aus
weicher molekularer Materie und harten Festkorpersubstra-
ten ist in den letzten Jahren stark gewachsen, da solche Sys-
teme leicht zugéngliche Kandidaten fiir neuartige Biosenso-
ren oder elektronische Bauelemente sein konnten. Der
enorme Fortschritt in hochauflosender Mikroskopie und im
biochemischen Konstruieren von Makromolekiilen ist die
wichtigste Voraussetzung fiir die Untersuchung von Hybrid-
systemen und ihren potenziellen Anwendungen.!"? In diesem
Zusammenhang interessiert besonders die Selbstorganisation
und Adhésion von Polymeren, Proteinen oder proteinartigen
synthetischen Peptiden auf festen Materialien wie Metal-
len,>* Halbleitern,’® Kohlenstoff und Kohlenstoff-Nano-
rohren®'” und Siliciumdioxid."'? Peptid- und substratspe-
zifische Bindungsaffinitét ist besonders relevant fiir Muster-
erkennungsprozesse.'>'¥ Systematische experimentelle Stu-
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@ Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag (die genaue Modell-
ierung des Hybridsystems, die multikanonische Simulations-
methode und Details zu Peptidsynthese und Probenpréparation
sowie zu den AFM-Experimenten) sind im WWW unter http://dx.
doi.org/10.1002/ange.201000984 zu finden.
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dien zur Bindung individueller Aminosduren auf ausgewihl-
ten Materialien wurden bereits durchgefiihrt,'” und
grundlegende theoretische Uberlegungen anhand verein-
fachter Polymer-Substrat- und Protein-Substrat-Modelle
haben komplexe Pseudophasendiagramme vorhergesagt.['®!”!

Durch Bakteriophagen-Display-Experimente wurden nur
einige Peptidsequenzen aus einer Bibliothek von 10° Se-
quenzen mit jeweils zwOlf Aminosédureresten gefunden, die
eine besonders starke Neigung zur Adhision an GaAs(100)-
Oberflichen aufweisen.’! Die Sequenzspezifitit der Bin-
dungsstirke ist eine bemerkenswerte Eigenschaft, aber damit
bleibt noch die Frage offen, wie diese Eigenschaft mit der
individuellen Struktur der Peptidmolekiile zusammenhéngt.
Wir erwarteten, dass Punktmutationen der Aminosiurese-
quenz die Bindungsaffinitidt verdndern konnen, und konnten
nun zeigen, dass Prolin ein potenzieller Kandidat ist, um die
Adsorptionsneigung auf reinen Si(100)-Oberflichen umzu-
schalten. Silicium ist einer der technologisch bedeutendsten
Halbleiter, da es unter anderem als Trégersubstrat in der
Mikroelektronik dient. Daher sind seine elektronischen und
Oberflidcheneigenschaften, z.B. Oxidationsprozesse an
Luft™®"! und Wasser,?*?!! die Bildung von Hydridstrukturen
an der Oberfliche und charakteristische Merkmale der Bin-
dung kleiner organischer Verbindungen an seine Oberfld-
che,®?! gut untersucht.

Um Peptid-Silicium-Grenzfldchen kontrolliert aufbauen
zu konnen, haben wir zunichst umfangreiche Computersi-
mulationen eines neuartigen Hybridmodells durchgefiihrt.
AnschlieBend wurden die theoretisch vorhergesagten, durch
selektierte Mutationen hervorgerufenen Trends in der An-
derung der Adsorptionsneigung iberpriift, indem mittels
multipler Festphasenpeptidsynthese die vorgeschlagenen
spezifischen Mutanten synthetisiert und rasterkraftmikro-
skopisch (AFM) untersucht wurden (siche Abbildung 1 und
die detaillierten Beschreibungen in den Hintergrundinfor-
mationen).

Das in unseren Computersimulationen genutzte Hybrid-
modell besteht aus zwei Teilen, die zur Energie E(X) einer
Peptidkonformation X beitragen: erstens der Energie des
Peptids selbst — représentiert durch das alle Atome umfas-
sende Modell mit implizitem Losungsmittel —,*?! zweitens
der Wechselwirkung des Peptids mit dem Substrat, fiir die ein
vereinfachtes Modell verwendet wurde. Das Peptidmodell
beriicksichtigt die intrinsische Eigenvolumenabstoung zwi-
schen allen Atomen, ein lokales Potential, das die Wechsel-
wirkung zwischen benachbarten NH- und CO-Teilladungen
beschreibt, die Wasserstoffbriickenbindungsenergie und die
Wechselwirkung zwischen hydrophoben Seitenketten.? !
Das Substratmodell besteht nur aus atomaren Schichten mit
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Abbildung 1. a) Prinzip der Rasterkraftmikroskopie. Das wiedergegebe-
ne AFM-Bild zeigt S1-Peptid-Cluster auf einer oxidierten, 10x 10 pm?
groflen Si(100)-Oberfliche. Der héchste Cluster ist 56 nm hoch.

b) Computersimulationen wurden mit dem BONSAI-Paket durchge-
fiihrt, das wir fiir Monte-Carlo-Simulationen von Peptidmodellen entwi-
ckelt haben. Der Schnappschuss zeigt, wie S1-Peptide nahe einer Si-
Oberflache helicale Segmente bilden. BONSAI: bio-organic nucleation
and self-assembly at interfaces.

oberflichenspezifischer atomarer Dichte und ebener Ober-
flaichenstruktur. Die atomare Dichte dieser Schichten hingt
von der kristallographischen Orientierung des Substratkris-
talls an der Oberfldche ab. Basierend auf diesen Annahmen
wurde ein generischer, nichtkovalenter Lennard-Jones-
Ansatz zur Modellierung der Wechselwirkung zwischen
Peptidatomen und Oberflichenschicht verwendet.”*! Wir
haben dieses Modell mittels multikanonischer Computersi-
mulationen® studiert, aus denen wir eine kanonische Sta-
tistik fiir jede Temperatur T erhalten. Die Zustandssumme ist
damit gegeben durch Z = [ DXe “™/R" wobei DX das for-
male Integrationsmaf fiir alle moglichen Zustinde X im
Raum der Freiheitsgrade ist. Das statistische Mittel jeder
GroBe O ist (O) = Z™' [ DXO(X)e "™/®" In unseren Si-
mulationen wurde das Integral durch Mittelung iiber eine
groBe Zahl an Konformationen abgeschitzt (in jedem Lauf
ungefihr 10° Aktualisierungen), die entsprechend ihres mul-
tikanonischen Gewichts selektiert wurden. Die prézise Mo-
dellierung des Hybridsystems und die multikanonische Si-
mulationsmethode werden in den Hintergrundinformationen
beschrieben.

Das Peptid mit der Aminosduresequenz S1 (Abbil-
dung2a) ist ein gutes Beispiel fiir eine substratspezifische
Adsorption: In jlingsten vergleichenden Adsorptionsexperi-
menten konnte gezeigt werden, dass — trotz starker Bindung
von S1 an GaAs(100)-Oberflichen — die Bindung an Si(100)-
Oberflichen sehr schwach ausfillt’® und dass die Adhision
deutlich stidrker wird, wenn das Substrat oxidiert ist. Dies
belegen die AFM-Bilder von S1 auf einem desoxidierten
(links) und einem oxidierten Substrat (rechts) in Abbil-
dung 2a. Peptidbedeckte Regionen erscheinen in diesen
Aufnahmen hell. Ein quantitatives Maf} fiir die Bindungs-
neigung ist der Peptidadhisionskoeffizient (PAC), also der
von Peptidclustern bedeckte Oberflichenanteil."® Die PACs
wurden hier durch eine Clusteranalyse der einzelnen AFM-
Bilder bestimmt. Um die Abhéngigkeit von der jeweiligen
Peptidkonzentration in der Losung zu umgehen, fithrten wir
den kalibrierten PAC (cPAC) ein als das Verhiltnis der PACs
fiir das Binden des Peptids an Si(100) und GaAs(100) unter
identischen Bedingungen. GaAs wurde als Referenzsubstrat
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auf reinen Oberflachen auf oxidierten Oberflachen
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Abbildung 2. Adsorption an reinen und oxidierten Substraten. AFM-
Bilder der Peptide a) ST und c) S3, adsorbiert an reinen (desoxidierten)
und oxidierten Si(100)-Oberflichen. Der AFM-Mafstabsbalken ist

1 um. b) Kalibrierte Peptid-Adhasionskoeffizienten (cPACs) fiir die Ad-
sorption von S1 und S3 an reinem und an oxidiertem Si(100)-Substrat.
Verwendete Aminosiuren: A: Alanin, D: Asparaginsaure, H: Histidin,
N: Asparagin, P: Prolin, Q: Glutamin, S: Serin, T: Threonin.

gewdhlt, weil die hier betrachteten Peptide vergleichsweise
gut an dieses Substrat binden. Die cPAC-Aufstellungen in
Abbildung 2b zeigen deutlich den Unterschied in der Bin-
dungsaffinitit zu reinen und oxidierten Substraten.

Ganz anders verhilt sich die Sequenz S3 (die Sequenz und
die AFM-Bilder sind in Abbildung 2¢ gezeigt), die eine Zu-
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fallspermutation des Aminosduregehalts von S1 ist. Die
Neigung von S3 zur Bindung an Si(100) ist iiberraschender-
weise viel groBer als die von S1,¥ und die Bindungsaffinititen
zu reinen und oxidierten Si(100)-Substraten sind gleich stark,
wie die cPAC-Aufstellung fiir S3 in Abbildung 2b belegt. In
jingsten Computeranalysen der Eigenschaften dieser Peptide
in Losung haben wir gezeigt, dass das Faltungsverhalten in
Losung ebenfalls bemerkenswerte Unterschiede aufweist.?’]
Dies gilt auch fiir Raumtemperatur, bei der in beiden Fillen
die Besetzung der strukturell verschiedenen Grundzustands-
faltungen eher klein ist.

Ein weiteres auffallendes Resultat dieser fritheren com-
puterbasierten Studie ist die qualitative Imitierung des Fal-
tungsverhaltens von S1 und S3 durch die jeweils andere Se-
quenz, wenn diese zuvor einer Paarmutation der einmal
auftretenden Aminosiure Prolin unterzogen wurden.”” Die
mutierte Sequenz S1’ unterscheidet sich von S1 nur durch den
Austausch von Prolin an Position 4 und Threonin an Positi-
on 9 (Abbildung 3a). Entsprechend wurde S3’ aus S3 abge-
leitet, indem Prolin an Position 9 und Asparaginsdure an
Position 4 ausgetauscht wurden (Abbildung 3a). Diese Er-
setzungen wurden durch die Erwartung motiviert, dass die
besonderen sterischen Eigenschaften von Prolin, und also
auch sein Platz in der Sequenz, die Faltung beeinflussen.
Tatsédchlich kam das Faltungsverhalten von S1’ in Losung dem
von S3 nahe, wohingegen sich S3' eher wie S1 verhielt.’"]
Bevor wir die Frage beantworten kénnen, ob diese Ergeb-
nisse auch fiir das Adsorptionsverhalten auf Si(100) wesent-
lich sind, miissen wir kurz mikroskopische Eigenschaften von
desoxidiertem Si(100) diskutieren.

In unseren Experimenten wurden die Si(100)-Oberfl4-
chen zunichst in einer Losung von Ammoniumfluorid und
Flusssiure gereinigt.® AnschlieBend fand der Adsorptions-
prozess in entionisiertem Wasser statt. Diese standardisierte
Prozedur gewihrleistet die weitgehende Oxidfreiheit der Si-
Oberfliche, die deshalb stark hydrophob ist!®*! (fiir Pro-
benpréparation und experimentelle Details siehe die Hin-
tergrundinformationen). Die anfinglich nach dem Atzen
vorhandenen Si-F-Bindungen werden wihrend des Abspii-
lens in entionisiertem Wasser durch Si-H-Bindungen ersetzt.
Nach dem Trocknen der Proben fanden die AFM-Messungen
statt. Wenngleich der Oxidationsprozess auch in Wasser vor-
anschreitet,”?! gab es doch klare Anzeichen dafiir, dass die
Hydrophobie der Si-Proben wihrend der Peptidadsorption
weitgehend intakt blieb (groBer Kontaktwinkel von Wasser-
tropfen nach der Probenentnahme aus der Losung). Ebenfalls
bekannt ist die vergleichsweise raue Oberfldche von Si nach
der Behandlung mit HE Die Reaktivitit der Oberfliche
wird also von atomaren Stufen beeinflusst, die abhéngig sind
von der Verkippung und Ausrichtung des Substrats. Das
macht eine atomistische Modellierung schwierig. Dies gilt
umso mehr, als Si(100)-2 x 1-Oberflichen auch zur Bildung
von Si-Si-Dimeren mit hochreaktiven freien Bindungsarmen
an der Oberfliche neigen.!! Aufgrund obiger Betrachtungen
und Beschreibungen scheint es plausibel, dass diese Bin-
dungsarme hauptsichlich durch Wasserstoff abgesittigt
werden und somit Hydridschichten bilden.*??? Es ist zu
betonen, dass sich unter diesen Bedingungen die Oberfld-
chenstruktur von Si(100) substanziell von der von oxidertem
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Abbildung 3. Invertierte Adsorptionsneigung prolinmutierter Peptide (fiir

Details siehe Text). a) Prolinmutierte Sequenzen S1’ und S3'. b) Adsorpti-

onsparameter Ag als Funktion der Temperatur aus unseren Computersi-
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mulationen. c) Anteil an a-helicaler (n,), und B-Faltblattstruktur {ny), bei
den gebundenen Peptiden. Die in den Einschiiben gezeigten Beispielkon-

formationen sind die in den Simulationen identifizierten Strukturen des
energetischen Grundzustands (der allerdings bei Raumtemperatur nur

schwach besetzt ist), und sie reprisentieren die vorrangigen Trends in der

Sekundarstrukturbildung. d) Bestatigung dieser Vorgange durch AFM-Ex-
perimente bei Raumtemperatur. Der AFM-Maf3stabsbalken ist 1 um.

Si(100) unterscheidet, die polar und damit letztlich hydrophil
ist."® Ein wichtiges Ergebnis von Abbildung 2 ist die weit-
gehende Substratunabhéngigkeit der Bindung von S1 und S3
an oxidierte GaAs(100)- oder Si(100)-Oberflichen (cPAC
~1). Die obenliegende Sauerstoffschicht schirmt also das
Substrat gegen das Peptid ab. Die unterschiedlichen Adha-
sionsneigungen an reinen Substraten (siche auch Abbil-
dung 2) fithren zu der Feststellung, dass die Oxidation wih-
rend der Peptidadsorption noch nicht stark vorangeschritten
ist. Wir folgern, dass die Schliisselrolle von Wasser in der
Verlangsamung der Oxidation der Si(100)-Oberfldche be-
steht, dass aber sein Einfluss auf den eigentlichen Bindungs-
vorgang eher klein ist. Insbesondere erwarten wir keine Bil-
dung von stabilen Wasserschichten zwischen Adsorbat und
Substrat.

Diese charakteristischen Eigenschaften von HF-behan-
delten Si(100)-Oberflachen in entionisiertem Wasser gehen
schlieBlich in die Definition des Hybridmodells der Peptid-
Silicium-Grenzfliche ein (fir Details siche den Abschnitt
»Modellierung und Computersimulation in den Hinter-
grundinformationen), das als Basis fiir unsere theoretische
Analyse und fiir die Interpretation der Spezifitdt der Pep-
tidadhésion an diesen Oberfldchen dient.

Um das Ausmal} der Adsorption zu quantifizieren, defi-
nieren wir das Verhiltnis aus der Zahl schwerer Atome (=
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Nicht-Wasserstoffatome) innerhalb einer Entfernung z; <5 A
zum Substrat, n;,, und der Gesamtzahl schwerer Atome, N,,
als den Adsorptionsparameter g = n,/N,. Die Temperaturab-
hingigkeit seiner relativen Anderung bei Prolinmutation,
Aq(Sn — Sn') = ((q(Sn")) — (q(Sn)))/(g(Sn)) (mit n=1,3),
istin Abbildung 3b zu sehen. Zentrales Ergebnis ist der durch
diese selektive Mutation bewirkte Anstieg der Adsorptions-
affinitét zu Si(100) beim Ubergang von S1 nach S1' [Ag(S1—
S1)~ +40.11 bei T=300 K] und die Verringerung derselben
um etwa den gleichen Wert beim Ubergang von S3 zu S3'
[Ag(S3—83")~ —0.15 bei T=300 K].

Dieses Resultat steht in direktem Zusammenhang mit der
Tendenz, Sekundérstrukturen zu bilden. In Abbildung 3¢ ist
der Gehalt an o-helicaler [Verhiltnis der Ramachandran-
Diederwinkel der inneren zehn Reste mit ¢ € (—90°, —30°)
und y € (—77°, —17°)] und an f-Faltblattstruktur [Dieder-
winkel im Intervall ¢ € (—150°, —90°) und y € (+90°, +150°)]
fiir die gebundenen Peptide aufgetragen. Wir definieren ein
Peptid in einer bestimmten Konformation als an das Substrat
gebunden, wenn zumindest 2% seiner schweren Atome in-
nerhalb von 5 A Entfernung zur Oberfliche vorliegen. Es
zeigt sich eine klare Tendenz, dass S1 und S3’' eher im a-
Zustand und S3 und S1’ eher im -Zustand vorliegen. Aller-
dings sind die geringen Gehalte an Sekundéirstrukturen denen
recht dhnlich, die wir fiir Peptide in Losung ohne Substrat
gefunden haben™! und die qualitativ mit der Analyse von
CD-Spektren konsistent waren.®! Es ist bemerkenswert, dass
hier offensichtlich Sekundirstrukturen in der Néhe des Si-
(100)-Substrats nicht stabilisiert werden, wohingegen in Ad-
sorptionsexperimenten andernorts bei der Bindung eines
synthetischen Peptids an Silica-Nanopartikel eine solche
Stabilisierung von a-Helices beobachtet wurde.

Die in Abbildung 3d dargestellten experimentellen Er-
gebnisse bestitigen im Vergleich mit denen in Abbildung 2a
und c eindeutig, dass die Prolinmutation von S1 tatsédchlich
die Bindungsaffinitdt zu Si(100) steigert, wiahrend eine in-
verse Mutation die Bindung von S3 um etwa denselben Wert
verringert: Die Substratbedeckung fiir S1’ ist erhoht und die
fir S3’ verringert. Eine Messung der zugehorigen cPACs
ergibt AcPAC(S1—S1") =cPAC(S1")—cPAC(S1) ~ +0.27 und
AcPAC(S3—S3") = —0.25. Dies bestitigt eindrucksvoll unsere
theoretische Vorhersage aus den Simulationen des Hybrid-
modells.

Wir haben somit mittels Computersimulationen und be-
statigender AFM-Experimente gezeigt, dass eine ausge-
wihlte Prolinmutation in kurzen Peptiden die Bindungsaffi-
nitdt zu einem desoxidierten Siliciumsubstrat deutlich, vor-
hersagbar und spezifisch dndern kann. Wir konnten zudem
zeigen, dass dieses Verhalten teilweise in einer qualitativ
andersartigen Faltung der mutierten Sequenzen in Substrat-
ndhe begriindet ist. Die Prolinposition beeinflusst hochst-
wahrscheinlich auch die Aggregationseigenschaften®® der
Peptide und dadurch wiederum indirekt ihr Bindungsverhal-
ten. Aufbauend auf Simulationen des Verhaltens von Ein-
zelmolekiilen wie den hier diskutierten wird das Simulieren
gekoppelten Faltens und Aggregierens wihrend des Bindens
demzufolge ein lohnender Gegenstand kiinftiger Forschung

sein. Ein tieferes Verstidndnis der allgemeinen Prinzipien von
Bindungsspezifitit bildet einen ersten entscheidenden Schritt
hin zum Design von Nanosensoren mit spezifischen biome-
dizinischen Anwendungen. Die Ausweitung unserer Studie
auf wirkliche Biomolekiile ist daher naheliegend, und eine
experimentelle Identifizierung eindeutiger Belege fiir die
Adsorption von Bioproteinen an Nanoarrays wird eine
wichtige Voraussetzung fiir zukiinftige Anwendungen solcher
Hybridsysteme in der Biotechnologie sein.
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