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Proteomics und
Massenspektro-
metrie

¢ Auch im Jahr 2 nach der Ver-
offentlichung des humanen Genoms
schwanken die Schatzungen tber die
Anzahl der menschlichen Gene noch
erheblich (35000 bis 70000). Die ge-
naue Lage der neu entdeckten Gene
im Genom ist unklar und die Funk-
tionen der meisten Gene liegen noch
im Dunkeln. Zunehmend rtcken die
Proteine als eigentliche Effektoren
der Zelle in das Zentrum der For-
schung. Ahnlich wie bei der Sequen-
zierung des humanen Genoms ist das
Ziel, die Gesamtheit der Proteine, das
Proteom, zu analysieren. Dieses Un-
terfangen ist allerdings ungleich
komplexer: Das Proteom ist zellspe-
zifisch und unterliegt zellintern gro-
Sen Schwankungen, etwa durch den
Zellzyklus oder als Antwort auf aufe-
re Einflusse.

Fortschritte in der Massenspek-
trometrie (MS) revolutionierten die
systematische Analyse von Proteinen,
deren Identifizierung und Modifika-
tionsanalyse. Thren Anfang nahm die-
se Entwicklung durch bahnbrechen-
de Arbeiten, welche zu neuen Volati-
sierungs- und lonisierungsverfahren
fuhrten: der Matrix-assistierten Laser-
Desorption/Ionisierung (MALDI)I'Z)
und der Elektrosprayionisierung
(ESD).” Bei MALDI wird der Analyt
in einer festen Matrix aus einer nie-
dermolekularen, meist aromatischen
Verbindung durch Laser-Beschuss in
die Gasphase tuiberftithrt und ionisiert.
Der genaue Mechanismus wird noch
diskutiert.”” Dieses Verfahren ist so
schonend, dass Peptide und kleine
Proteine in aller Regel intakt beob-
achtet werden konnen. Bei ESI wird
der Analyt in einer fliissigen Matrix
(z.B. einem sauren Gemisch aus
Wasser und organischem Losungs-
mittel) aus einer Kapillare durch An-
legen einer elektrischen Spannung
vernebelt. Eine Reihe von Studien
konnte im vergangenen Jahr zum
Verstandnis des Mechanismus beitra-
gen, der den sanften Ubergang des
Analyten in die Gasphase erklart.”
Beide Techniken haben inhérente

Starken, welche zu bevorzugten An-
wendungsbereichen fithren. Gegen-
wirtig weiter verbreitet ist ESI.

Identifizierung von Proteinen

4 Von einem gereinigten Protein rei-
chen generell 50 bis 100 fmol aus, um
es mit Massenspektrometrie zu iden-
tifizieren, d.h. mit einem Eintrag in
einer Sequenzdatenbank zu verkniip-
fen. Fur gewohnlich trennt Gelelek-
trophorese das Protein im letzten Rei-
nigungsschritt von anderen Protei-
nen. Die Masse des Proteins lasst sich
bei diesen Mengen nicht genau be-
stimmen und wiére wegen auftreten-
der Modifikationen ohnehin nicht
hinreichend zur Identifikation. Statt
dessen verdaut eine spezifische Pro-
tease das zu analysierende Protein in
Peptide. Typischerweise wird hierzu
Trypsin verwendet, welches die Pep-
tidbindung spezifisch C-terminal zu
Lysin und Arginin hydrolysiert. Die
Massen dieser Peptide werden im
Massenspektrometer bestimmt und
gleich einem Fingerabdruck mit ei-
nem theoretischen Verdau aller Da-
tenbankeintrage im Computer vergli-
chen.”™" Ist diese Methode nicht er-
folgreich, so konnen — etwas aufwen-
diger — einzelne Peptide in einem
Tandem-Massenspektrometer isoliert
und fragmentiert werden (Abbildung
1).12) Aus den Differenzen der Frag-
mentmassen lasst sich ein Teil der
Peptidsequenz ablesen und kann zu-
sammen mit der Peptidmasse als pep-
tide sequence tag zur Datenbank-
suche verwendet werden.'” Alterna-
tiv konnen alle Fragmentmassen di-
rekt zur Datenbanksuche eingesetzt
werden,' "

Der Peptidmassen-Fingerabdruck
wird tblicherweise mit MALDI ge-
koppelt an einen Flugzeitanalysator
(MALDI-TOE TOF von time of
flight) mit einem Fehler von weniger
als 20 ppm bestimmt. Der Probenvor-
bereitung kommt grofSe Bedeutung
zu.'” Spezielle Probenteller zur Kris-
tallisation des Matrix-Probenge-
misches beeinflussen die Messung
positiv.lS) Der geringe zeitliche Auf-
wand und die Robustheit von MAL-
DI-TOF-MS gestatten, dass durch
Automatisierung und den Einsatz

von Robotern ein Durchsatz von
theoretisch mehreren Tausend Pro-
ben am Tag moglich ist.'”

An Grenzen stofSt das Verfahren
bei der Analyse von Proteinge-
mischen oder wenn die Proteinse-
quenz lediglich in Fragmenten in der
Datenbank vorliegt. Letzteres trifft
auf die meisten humanen Proteine
zu, da deren kodierender Bereich im
Genom zwar sequenziert, in der Re-
gel aber in viele kleine Exons unter-
teilt ist, deren Lage und Grenzen
nicht immer vorhersagbar sind.*”
Durch c¢DNA-Sequenzierung sowie
eine verbesserte computergestiitzte
Genvorhersage wird dieses Problem
in der nichsten Zukunft an Bedeu-
tung verlieren. Zusatzlich wird MAL-
DI in neuen Entwicklungen im In-
strumentendesign  erfolgreich mit
Tandem-Massenspektrometern — ge-
koppelt, wodurch von einigen Pepti-
den in jeder Probe unterstiitzend
zum  Peptidmassen-Fingerabdruck
Fragmentinformationen  gewonnen
werden konnen. Dies steigert einer-
seits die Selektivitat der Datenbank-
suche, andererseits verbessert es auch
die Analyse einfacher Mischungen.

Im Routinebetrieb wurden Frag-
mentinformationen von Peptiden
bislang hauptsachlich an Geréten er-
halten, die ESI und Tandem-MS kom-
binieren. Da ESI konzentrationsemp-
findlich ist, erlauben verlangerte
Messzeiten durch geringere Fluss-
geschwindigkeiten eine hohere Emp-
findlichkeit, was zur Entwicklung
von Nano-ESI mit Flissen von 5 bis
20nL-min~" fithrte.”” Von 100 fmol
eines Peptidgemisches (aufkonzen-
triert in einem Mikroliter) lassen sich
mittels Nano-ESI einige Dutzend
Fragmentspektren aufnehmen.

Zunehmend werden allerdings
auch komplexere Proben massen-
spektrometrisch analysiert. Peptidge-
mische werden dabei aus Protein-
komplexen, Zellkompartimenten
oder Zellfraktionen durch Verdau ge-
wonnen und mit Mikro-HPLC aulf-
getrennt, die direkt an ein ESI-Mas-
senspektrometer gekoppelt ist. 2>
Die Flussgeschwindigkeiten betragen
etwa 200nL-min", wobei die Emp-
findlichkeit dieser Methode durch

die Aufkonzentrierung der einzelnen
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- Peptidspezies oft besser als bei der
Unbekanntes Protein PHesp

Nano-ESI ist. Von mindestens ebenso

grofSer Bedeutung ist, dass sich die
- Analyse automatisieren lasst. AufSer-
dem konnen mehr Peptide beobach-
tet werden, da die wechselseitige Sig-
nalunterdriickung reduziert wird.
Durch zweidimensionale HPLC,
basierend auf ionischen Wechselwir-
kungen in der ersten Dimension
(Kationenaustauscher) und hydro-
phoben in der zweiten (Umkehrpha-
se), konnten in einer einzigen Ana-
lyse nahezu 1500 Proteine von Ba-
ckerhefe identifiziert werden.*” Dies
war eine beeindruckende Demons-
tration der Technik, die bei der Un-
tersuchung von Zellkompartimenten
und damit der raumlichen Zuord-

nung von Proteinen in der Zelle ihre
Anwendung finden wird.

Quantifizierung

@ Mit dem analytischen Zugang zu
komplexen Proteingemischen eroff-

o bl nen sich Forschungsgebiete, die
Elekircspray-Massenspektrum der Fragmente quantitative Aussagen erfordern. So
der Peplidsparies mi 4387 konnen medizinisch relevante Fra-

gen angegangen werden, z.B. die

nach dem Unterschied zwischen
Krebszellen und gesundem Gewebe.

Trotz der technischen Fortschritte ist
die Komplexitat der menschlichen
Zelle fur eine direkte Analyse aller
Proteine zu grof$; es muss auf die eine
oder andere Art vorfraktioniert wer-

den. Zudem ist eine vergleichende

Analyse nur moglich, wenn verlass-
liche Methoden zur Quantifizierung
entwickelt werden. Mit dem Einsatz
von stabil-isotopenmarkierten Re-
agentien ist man dabei einen grofSen
Schritt voran gekommen:25’26) Probe
A wird mit einem leichten Agens
markiert und Probe B mit einem

schweren, die sich beide lediglich

durch den Austausch von stabilen

™ Isotopen (z.B. N gegen "N) unter-

] L scheiden. Anschliefend werden die

Fdﬂﬂﬂﬁﬂﬂff Proben vereinigt und gemeinsam

Abb. 1. (1) Ein gereinigtes Protein unbekannter Identitdit wird proteolytisch in Peptide zer- fraktioniert, verdaut und analysiert.
legt. (2) In einem Tandem-Massenspektrometer werden erst die Massen der erhaltenen Markierte Peptide geben sich im Mas-
Peptide bestimmt, um dann (3) einzelne Peptidspezies zu fragmentieren. Einige Fragment-  senspektrum als Signaldubletts zu er-
massen unterscheiden sich gerade um die Masse bestimmter Aminosduren, wodurch ein kennen, deren Flachenverhiltnis die
Teil der Peptidsequenz ausgelesen werden kann. (4) Mit dieser Sequenz, deren Position im relativen Mengen des entsprechen-

Peptid und der Peptidmasse kann die passende Proteinsequenz per Datenbanksuche gefun- ~ den Proteins in den Ausgangsproben
den und so das Protein identifiziert werden. A und B angibt. Durch aminoséure-
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Abb. 2. (1) Zellen werden lysiert, in denen ein Protein mit einem Protein-affinity tag versehen wurde, um seine Iso-

lierung zu vereinfachen und seine Interaktionspartner zu identifizieren. (2) Der Protein-affinity tag bindet an eine

zugefiigte spezifische Matrix und erméglicht so die Reinigung des Zielkomplexes. (3) Der eluierte Komplex kann (4)

direkt proteolytisch in Peptide zerlegt werden. (5) LC-MS analysiert die Peptide und identifiziert die Proteine. (6)

Alternativ kénnen die einzelnen Komplexkomponenten durch Gelelektrophorese getrennt, (7) isoliert und (8) pro-
teolytisch zerlegt werden. MALDI-MS und Nano-ESI-MS ergibt die Identitiit der Proteine.

spezifische Agentien, die einen affini-
ty tag (z.B. Biotin) tragen, konnen
die markierten Peptide aus der Probe
isoliert werden. Dadurch kann die
reduziert

Probenkomplexitat wer-

den 27)

Diese Technik, die bislang bei
cysteinhaltigen Peptiden eingesetzt
wurde, spielt dann eine Rolle, wenn
die Analyse von Proben nicht durch
die zur Verfiigung stehende Material-
menge begrenzt ist, sondern durch

ihre Komplexitat.

Proteinvarianten

@ Die besprochenen Verfahren redu-
zieren die Proteinidentifikation auf
die leichter zu bearbeitende Peptid-
identifikation. Dabei wird das Protein
ausschnittweise sequenziert und die
experimentell nicht bestimmten Be-
reiche durch einen Datenbankeintrag
ermittelt. Obschon ein Protein mas-
senspektrometrisch vollstandig se-
quenziert werden kann, findet eine
solche Analyse wegen der dafur be-
notigten Materialmengen und des Ar-
beitsaufwandes routinemaflig nicht
statt. Aus der Vielzahl moglicher Pro-
teinvarianten, die z.B. durch alterna-
tives SpleifSen oder Proteinmodifika-
tionen aus einem Gen hervorgehen

konnen, folgt damit zwar eine gewis-
se Unsicherheit, welches Protein im
Detail vorliegt. Das zugehorige Gen
aber ist einwandfrei zuzuordnen.””
Die selektive Beobachtung von Se-
quenzvielfalt ist schwierig. Allerdings
erlauben spezielle massenspektrome-
trische Experimente die selektive Be-
obachtung von modifizierten Pepti-
den in einem Peptidgemisch. Bei ei-
nem dieser Experimente, dem Vor-
lauferionenscan (precursor ion scan),
werden beispielsweise nur jene Pepti-
de beobachtet, die ein Fragment mit
einem bestimmten Massen-Ladungs-
Verhiltnis (m/z) hervorbringen.zg’m)
Massenspektrometrie misst generell
m/z, die Masse aber ist meist zugang-
lich: Hochauflosende Gerite ergeben
isotopenaufgeloste Signale, aus deren
Differenz die Ladungszahl bestimmt
werden kann. Fur die Untersuchung
der Tyrosinphosphorylierung, der in
vielen Signaltuibertragungskaskaden
in der menschlichen Zelle eine zen-
trale Rolle zukommt, kann z.B. das
Immoniumion von Phosphotyrosin
(m/z 216,043) beim Vorlauferionen-
scan Verwendung finden.’” Ein sich
stetig vergroffernder Satz von Pro-
teinmodifikationen lasst sich auf
ahnlichemn Weg untersuchen.

Protein-Protein-
Wechselwirkungen und
Multiproteinkomplexe

@ Die Funktion und genaue Zusam-
mensetzung der meisten Produkte
des humanen Genoms und der ande-
ren sequenzierten Genome sind un-
bekannt. Bekannt ist allerdings, dass
viele Proteine in Proteinkomplexen
wirken. Nach der Devise ,schuldig
durch Assoziation“ kann neuen Pro-
teinen ein Funktionsbereich zuge-
ordnet werden, wenn sie als Kom-
ponente eines bestimmten Protein-
komplexes nachgewiesen werden
konnen.”” Dieser Strategie folgend
werden Proteinkomplexe isoliert und
deren Komponenten massenspektro-
metrisch identifiziert.
Proteinkomplexe lassen sich sehr
rein gewinnen, wenn ein Antikorper
gegen eine der Komplexkomponen-
ten erhaltlich ist. Die Herstellung von
Antikorpern ist allerdings aufwendig
und nicht immer erfolgreich.
Allgemeinen Zugriff auf Protein-
komplexe erlaubt die elegante mole-
kularbiologische Technik der Pro-
tein-affinity tags. Dabei wird der ko-
dierenden DNA eines Proteins die
DNA eines anderen Proteins oder
Peptids angehingt, welches hohe Af-
finitdt zu einer bestimmten festen
Matrix aufweist. Das so entstandene
Fusionsprotein bindet einerseits an
die spezifische feste Matrix und ande-
rerseits alle Interaktionspartner des
urspringlichen Proteins (Abbildung
2). Auf diesem Weg lassen sich relativ
einfach und allgemein tibertragbar
Proteinkomplexe isolieren und an-
schlieffend analysieren. Wichtig ist
hierbei nicht nur die Ausbeute, son-
dern auch die Reinheit des isolierten
Komplexes. Deshalb wird diese Tech-
nik weiterentwickelt, z.B. durch die
Kombination von zwei verschiede-
nen Protein-affinity tags, was eine
Zweistufenreinigung erlaubt.*”
Durch systematische Markierung
von Proteinen kann das Netzwerk
der  Protein-Protein-Interaktionen
aufgedeckt und konnen sogar neue
Proteinkomplexe aufgespurt werden,
deren nachfolgende biologische Un-
tersuchung neue Funktionen in der
Zelle offen legen kann. Eine solche
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Studie des Protein-Interaktionsnetzes
wurde gerade in Backerhefe durch-
gefﬂhrt,34’3s) wobei es interessanter-
weise nur zu einer geringen Uber-
schneidung mit den Ergebnissen vo-
rangegangener Untersuchungen (mit

36) 1
) Dies un-

anderen Techniken) kam.
terstreicht die Komplexitat der Pro-
tein-Protein-Wechselwirkungen.

Ein néchster Schritt bei der Cha-
rakterisierung der Protein-Protein-
Wechselwirkungen ist die Analyse der
Nachbarschaftsverhaltnisse und der
Kontaktflachen in den Proteinkom-
plexen. Auch diese Untersuchung
kann massenspektrometrisch ange-
gangen werden, benotigt allerdings
groflere Mengen an gereinigtem Pro-
teinkomplex als zur Proteinidentifi-
zierung notwendig sind. Zudem befin-
det sich die Technik weitestgehend
noch im Entwicklungsstadium.

Nicht-kovalente Komplexe wie
Ribosomen wurden im Massenspek-
trometer vermessen, wobei die par-
tielle Dissoziation von Komplexen
bei der Messung Aussagen tber ihre
Stabilitat
laubt.”” Chemisches Quervernetzen

und Subkomplexe er-

kann nicht-kovalente Interaktionen
in kovalente Bindungen tuberfithren,
welche dann unter den Analysebe-
dingungen stabil sind. Damit kénnen
die Nachbarschaftsverhaltnisse in ei-
nem Proteinkomplex untersucht wer-
den® Wenn die vernetzten Peptide
nach dem Verdau der Proteine identi-
fiziert werden konnen, sind sogar
Aussagen tber die Kontaktbereiche
der Proteine moglich.”” Kontaktfla-
chen lassen sich auch durch den Aus-
tausch von aciden Protonen gegen
Deuteronen untersuchen, wobei be-
stimmte Bereiche durch Proteinbin-
dung maskiert werden.*”

Die
Proteinen erweitert das Verstandnis

Funktionszuordnung  von
von Mechanismen in der Zelle. Das
ist von grofSem Interesse fur die
Grundlagenforschung. Aber auch die
Pharmaforschung ist stark abhangig
von dieser Information. Es geht dabei
um die Auswahl von Arzneimitteltar-
gets: Ausgehend von den Zehntau-
senden neu entdeckten mensch-
lichen und pathogenen Genen sollen
Proteine gefunden werden, welche in
medizinisch relevante Zellprozesse

involviert sind. Aulerdem kann ein
Bindungspartner eines bereits erfolg-
los bearbeiteten Arzneimitteltargets
gunstigere Eigenschaften aufweisen.
SchliefSlich ist es moglich, das sich
die Zusammensetzung von Multipro-
krankheitsbedingt
andert und diese Feststellung zum

teinkomplexen

Verstandnis der Pathogenese beitragt.
Auf diesen Gebieten liegen wohl die
Schwerpunkte von massenspektro-
metrischen Proteinanalysen und Pro-
tein-Protein-Interaktionsstudien.

Die Bedeutung der Proteomanalyse

wird  international  unterstrichen

durch eine Reihe wohlfinanzierter Fir-
mengrindungen. Sie setzen den Trend
fort, der sich bei der Genomanalyse
abgezeichnet hat: die zunehmende Be-
deutung der Industrie gegentiber der
akademischen Forschung bei biologi-
schen Grofprojekten.
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