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Polarlichter entstehen wenn geladene Teilchen

- -des Sonnenwindes durch das Erdmagnetfeld
abgelenkt und in die Polregionen geleitet werden,
wo sie Gasmolekiile in der Armosphdare

zum Leuchten anregen.

Bei Sekforfeld-Massenspekirometern
(magnetischer Sektor) und Fouriertransformation-
lonenzyklotronrésonanz-Massenspekirometern
(magnetische lonenfalle) nutzt man diese Eigenschaft
von Magnetfeldern zur Analyse

von ionisierten Moleklen.
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Proteine spielen in unserem tdglichen Leben eine wichtige Rolle. Dank der Proteine konnen
wir reden, uns bewegen und denken, sie beschiitzen uns vor Krankheiten oder reparieren
Schidden. Auch als pharmazeutische Wirkstoffe werden Proteine immer populdrer, so lag
2012 in Deutschland der Anteil von Biopharmazeutika am Umsatz bei 21 % (aus dem
Branchenreport ,,Medizinische Biotechnologie in Deutschliand 2013"). Um zu verstehen, wie
Proteine biochemische Prozesse steuern und wie dadurch Krankheiten behandelt werden
konnen, ist die Kenntnis der Aminosduresequenz und die Art, Anzahl und Lokalisation von
Aminosduremodifikationen von elementarer Bedeutung. Beispielsweise werden beim Austin-
Syndrom zwar Sulfatasen im Korper produziert, allerdings fehlt ein Enzym, welches in
diesen eine Aminosdure modifiziert. Dadurch konnen die Sulfatasen ihre Aufgabe im Korper
nicht wahrnehmen. Zur Beantwortung dieser Fragestellungen werden heute vor allem
massenspektrometrische Methoden eingesetzt [1].

Proteinanalytik

Die Analyse der Proteine erfolgt folgendermafien:

Die extrahierten und gereinigten Proteine werden einer
enzymatischen Spaltung unterworfen, bevorzugt mit
Trypsin, einer Protease, die C-terminal von Arginin und
Lysin spaltet. Dieser Prozess dauert in der Regel mehrere
Stunden. Die entstandene komplexe Mischung an
Spaltpeptiden wird anschliefend mittels Hochleistungs-
Fliissigkeitschromatografie (HPLC) aufgetrennt. So
kénnen durch Affinitdtschromatografie gezielt Peptide
mit bestimmten posttranslationalen Modifikationen,
beispielsweise Biotinylierungen, Phosphorylierungen
oder Glykosilierungen, angereichert werden, wihrend in
der Umkehrphasenchromatografie (RP — reversed phase)
Peptide aufgrund ihrer Hydrophobizitit getrennt werden.
Anschliefsend erfolgt die Analyse der eluierten Peptide in
einem Massenspektrometer. Dabei werden die ionisierten
Peptide in die Gasphase tiberfiihrt und im Hochvakuum
nach ihrem Masse-zu-Ladungsverhiltnis (m/z) getrennt
und detektiert. Die Aminosduresequenz eines Peptids wird
durch ein Fragmentierungsexperiment mittels Tandem-
Massenspektrometrie (MS/MS) bestimmt. Dazu wird ein
Peptid mit einem bestimmten Masse-zu-Ladungsverhiltnis
isoliert und mit einem Stofgas in Kontakt gebracht,
wodurch es zu Briichen an den Amidbindungen des
Aminosaureriickgrats kommt. Die dabei entstehenden
Fragmentionen, b- und y-Tonen genannt, ermdglichen
die Bestimmung der Aminosduresequenz im Peptid und
somit auch im Protein. Auch die Art und Lokalisation
von posttranslationalen Modifikationen kann dadurch
bestimmt werden.

Durch eine Automatisierung kann dieser sehr zeitauf-
windige Ablauf beschleunigt werden, besonders die
enzymatische Spaltung ist in diesem Fall ein Flaschen-
hals. Durch die Verwendung von Enzymreaktoren

kann die enzymatische Spaltung deutlich beschleunigt
werden. Aber auch die Durchfithrung mehrerer chromato-
grafischer Trennschritte verldngert die Analysenzeit,
zudem kann es durch die Vielzahl manueller Bearbei-
tungsschritte zu Verunreinigungen und Probeverlust
kommen. Diese Probleme konnen durch die Verwendung
mehrdimensionaler HPLC, bei der die einzelnen kom-
plementiren Trenndimensionen direkt miteinander
verkniipft sind, reduziert werden.

Monolithische Phasen
fir die Chromatografie

Fiir die Fliissigkeitschromatografie fanden in den letzten
Jahren verstdrkt monolithische stationire Phasen Anwen-
dung [2, 3]. Monolithe werden durch Polymerisation
von Monomeren in Gegenwart inerter Losungsmittel
hergestellt und weisen eine schwammartige Struktur auf
(Abb. 1). Tm Gegensatz zu klassischen partikelbasierten
Trigermaterialien weisen monolithische Medien einige
Vorteile auf [4]. Da die fliissige Polymerisationsmischung
in jede beliebige Form gefiillt werden kann, lassen sich
auch Kapillarsdulen einfach und billig herstellen.
Durch die Wahl der geeigneten Losungsmittel und ihr
Mischungsverhiltnis konnen zudem die Poreneigen-
schaften des Monolithen mafigeschneidert werden.

Im Vergleich zu Partikelsdulen ist der Gegendruck bei
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gleichem Sdulendurchmesser reduziert, was hohere
Flussraten und somit kiirzere Analysenzeiten ermdoglicht.
Zudem weisen Monolithen einen schnellen Massentransfer
auf, bedingt durch die konvektive Strémung innerhalb der
sehr unregelméfig aufgebauten, schwammartigen
Monolithen. Dies verbessert die Trenneigenschaften

oder — im Fall von Enzymreaktoren — die Effizienz des
Reaktors. Dadurch ist die enzymatische Spaltung einer
Proteinprobe bei einer Verweilzeit von weniger als vier
Minuten mit einem monolithischen Trypsinreaktor
mdoglich, wihrend eine Spaltung in Losung bis zu

24 Stunden bendtigen kann [5]. Zudem steigt durch die
Immobilisierung die Toleranz des Enzyms gegen Dena-
turanzien. Selbst bei der Verwendung von 6 M Harnstoff
wird das Trypsin nicht inaktiviert, bei einer Spaltung in
Losung wire das bereits bei einer Konzentration von

mehr wie 1 M Harnstoff der Fall.

Automatisierte Proteinanalyse
— ein Beispiel

Zur Analyse von biotinylierten Proteinen wurde ein
3-dimensionales nano-HPLC System (Flussraten

300 nL/min bzw. 500 nL/min) mit 3 verschiedenen
chromatografischen Sdulen etabliert, welches direkt

mit einem Quadrupol/Flugzeit-Massenspektrometer
(Q-ToF — quadrupole/time-of-flight) mit Elektrosprayioni-
sation (ESI) gekoppelt ist (3D-nano-HPLC/nano-ESI-Q-
ToF-MS/MS, schematischer Aufbau Abb. 2) [6]. In der
ersten Dimension wurde der monolithische Trypsinreaktor
verwendet, um die injizierten Proteine zu spalten.

Die Spaltpeptide wurden anschlielend iiber die zweite
Dimension geleitet, eine monolithische Affinitétssdule,

Abb. 1 Elektronenmikroskopiebild einer monolithischen stationdren
Phase in einer Quarzglaskapillare (Innendurchmesser 100 pm).
Genaue Angaben zur Herstellung siehe [5].

welche zur Anreicherung der biotinylierten Peptide dient
[7]. Diese Affinitdtssdule nutzt die Eigenschaften von
monomerem Avidin, Biotin reversibel zu binden. Durch
die gezielte Anreicherung der biotinylierten Peptide ist

es moglich, die Sensitivitdt der Analyse fiir diese Peptide
stark zu erhohen. Bei einer simultanen Analyse von
biotinylierten neben nicht biotinylierten Peptiden ist

die Identifikation der niederabundanten biotinylierten
Peptide hingegen erschwert. Eine Analyse der nicht
biotinylierten Peptide erfolgt nicht, erst die biotinylierten
Peptide werden nach ihrer Elution mittels Umkehrphasen-
HPLC getrennt und mit einem Q-ToF Massenspektrometer
analysiert.

Trypsinreaktor Avidinaffinitatssaule

C18 RP HPLC-Chip

- | |
e Proben Lade- Nano- Nano- Nano- / Massen(z;)-tl;cl)('t:rometer
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Abb. 2 Schematischer Aufbau des 3-dimensionalen HPLC Systems mit direkfer Kopplung zu einem Q-ToF Massenspekirometer (aus [6],
Copyright 2013, Springer). Genauere Angaben zum experimentellen Ablauf, vgl. [6].
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Abb. 3 A Extrahiertes lonen-Chromatogramm der identifizierten biotinylierten Peptide.

B Fragmentmassenspekirum eines biotinylierten Peptids. Die Masse der Fragmentionen y;*
und y,* (blaue Pfeile) sowie bg* und b;* (rofe Pfeile) ermdglicht die eindeutige Lokalisierung
der Biofinylierung an Lysin 86 von Cytochrom ¢ (aus [6], Copyright 2013, Springer).
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Abbildung 3 zeigt ein Chromatogramm der extrahierten
Tonenspuren der auf diesem Weg identifizierten Peptide
[6]. Das biotinylierte Protein wurde mit anderen Proteinen
gemischt, die in einem Uberschuss vorlagen. Obwohl die
Biotinylierung artifiziell eingefiithrt wurde und somit eine
Vielzahl an méglichen biotinylierten Peptiden vorhanden
war (alle mit unterschiedlichen Konzentrationen), konnten
22 Peptide identifiziert werden, davon 19 biotinyliert.
Peptide ohne Biotinylierung wurden praktisch nicht
identifiziert, ebenso Peptide der Uberschussproteine.
Durch das automatisierte, dreidimensionale HPLC-MS
System war es moglich, die Analyse und Identifikation

des biotinylierten Proteins innerhalb von 2 Stunden

und 15 Minuten durchzufiihren. Im Vergleich dazu
nimmt die Analyse bei Durchfiihrung der Einzelschritte
2—3 Tage in Anspruch.

Ausblick

Monolithische stationire Phasen wurden seit ihrer Ein-
fiihrung vor 20 Jahren kontinuierlich weiter entwickelt.
Sie sind sie ein leicht herzustellendes und vielseitig
einsetzbares Trennmedium. Dabei spielt es keine Rolle, ob
man grofle Sdulendurchmesser fiir praparative Produkti-
solierung bendtigt oder mit Kapillarsdulen Analysen
durchfiihrt. Besonders bei der Miniaturisierung (,,lab-on-
a-chip®) sind monolithische Sdulen Partikelsdulen
tiberlegen. Die direkte Verkniipfung mehrerer Trenndi-
mensionen wird heute nicht routinemifig eingesetzt, da
sie groe Anforderung an die apparative Ausstattung stellt.
Die Massenspektrometrie hingegen ist in den letzten
Jahren in der Proteinanalytik unverzichtbar geworden.
Besonders die rasante Entwicklung der massenspektromet-
rischen Methoden ist dafiir ausschlaggebend: Egal, ob
Analysen von Proteinkomplexen mit einem Molekularge-
wicht von mehreren 100 kDa bis hin zur Sequenzierung
von Peptiden, moglich ist heute (fast) alles.

= j.spross@uni-bielefeld.de
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