468

Ultrasensitive Detektion von ungefdrbten

Proteinen in Acrylamidgelen durch native UV

Fluoreszenz

Jan Roegener!, Petra Lutter’, Ralf Reinhardf’, Martin Bliiggel?, Dario Anselmetti’, Helmut

E. Meyer®?

! Universitiit Bielefeld, ° Protagen AG, Dortmund, ? Ruhr-Universitiit Bochum, Medizinisches

Proteom-Center;, Bochum

Einleitung

» Die zweidimensionale Gelelektrophore-
se (2DE) stellt heute immer noch die Tech-
nologie dar, die in der Lage ist, bis zu 10.000
Komponenten einer komplexen Proteinmi-
schung zu trennen. Die Detektion und die
Quantifizierung der Proteine in der Gelma-
trix stellen aber immer noch eine Heraus-
forderung dar. Die derzeit etablierten Fir-
bemethoden haben ihre individuellen Stir-
ken: sie sind entweder empfindlich, schnell,
haben einen groen dynamischen Bereich,
sind einfach zu handhaben oder kostengiins-
tig. Mit Hilfe der Detektion der nativen
Fluoreszenz der aromatischen Seitenketten
von Proteinen lassen sich viele Stirken der
unterschiedlichen Firbemethoden kombi-
nieren.

Die zweidimensionale Gelelektrophore-
se (2DE) stellt heute immer noch die "Trenn-
methode fiir Proteomics dar. Diese Metho-
de wurde erstmalig durch Klose und O’Far-
rell im Jahr 1975 eingefiihrt('M2], Sie wurde
im Laufe der Jahre immer weiter verbessert
und ist auch jetzt in ihrer Trennleistung noch
uniibertroffen. Zusammen mit anderen
"Techniken wie der Massenspektrometrie hat
sie die Entwicklungen und Erfolge in der
Proteomanalytik mitgeprigt.

Fiir eine erfolgreiche Proteomanalyse ist
nicht nur eine sehr gute Reproduzierbarkeit
der Proteintrennung sondern auch die quan-
titative Bildanalyse ein entscheidender
Punkt. Nur wenn das Signal der Spots pro-
portional zur Proteinmenge ist, lassen sich
zuverlissige Aussagen iiber Expressionsin-
derungen treffen. Fiir die Proteindetektion
werden derzeit verschiedene Firbemetho-
den eingesetzt, die unterschiedliche Vor-
und Nachteile haben. Die am hiufigsten in
der Analyse von 2DE-Gelen eingesetzte
Firbemethode ist die Silberfirbung. Sie
weist mit ca. 0,5 bis 2 ng je Proteinspot die
beste Sensitivitit auf, ist aber in der Dar-
stellbarkeit des linearen dynamischen Be-
reichs auf nur zwei Grélenordnungen be-
schrinkt. Bei einer zu hohen Proteinkon-
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Abb. 1: Experimenteller Aufbau fiir die UV-Detek-
tion von ungefdrbten Proteinen in Acrylamid-
gelen: (1) UV-Laser, (2) Sphdrische Linsen (f=100
mm), (3) Stahlplatte, (4) Acrylamidgel, (5) Quarz-
glasplatte, (6) + (8) Nikon Objektive, (7) Band-
passfilter (300-375 nm), (9) CCD Kamera.

zentration in einem Spot tritt eine Sdttigung
der Proteinfirbung auf. Solche gesittigten
Spots lassen sich nicht mehr quantitativ aus-
werten. Erschwerend kommt hinzu, dass
diese Firbung stark von der Dauer der Fir-
bung und der Temperatur abhingt und so-
mit schwer reproduzierbar ist. Die Féarbung
mit Coomassie Blue ist beziiglich der Re-
produzierbarkeit sehr viel zuverldssiger aber
auch bis zu einer GroBBenordnung weniger
sensitiv als die Silberfirbung. Dafiir liegt der
lineare Bereich bei ca. 50 ng bis 10 pg je Pro-
teinspot. Bei dem Firbeprozess der Silber-
oder Coomassie-Firbung, der sich meistens
aus mehreren Schritten zusammensetzt,
kann ein Verlust von Proteinen durch Aus-
waschen nicht ausgeschlossen werden. Die-
ser verringert nicht nur die Sensitivitit des
Proteinnachweises im Gel, sondern auch die
der nachfolgenden massenspektrometri-
schen Analysen. Der Zusatz von organischen
Losungsmitteln wie Ethanol und Methanol,
die die Proteine in der Gelmatrix fixieren
sollen, fithrt zu einer Modifikation von Ami-
nosiduren in Form von Methylierungen an
Asparaginsdure und Glutaminsiure.
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In den letzten Jahren haben sich zuneh-
mend Firbemethoden, die auf dem Einsatz
von Fluoreszenzfarbstoffen basieren, etab-
liert. Sie sind in ihrer Nachweisgrenze ver-
gleichbar mit der Silberfiarbung, bieten aber
Vorteile beziiglich der nachfolgenden mas-
senspektrometrischen Analyse der Proteine,
dasie diese nicht modifizieren und auch die
Firbedauer gegeniiber den anderen Firbe-
methoden deutlich reduziert ist. Die
benotigten Chemikalien und Fluoreszenz-
scanner sind allerdings teuer. In einem so-
genannten Multiplexing-Ansatz kénnen
auch Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt wer-
den, die vor der Irennung kovalent an die
Proteine gebunden werden. Bei der Ver-
wendung von z.B. zwei Farbstoffen mit un-

terschiedlichen Emissi-
onswellenlingen kénnen
direkt Unterschiede einzel-
4 ner Proteine in zwei Zustinden
miteinander verglichen werden. In
diesen Ansitzen werden beide Proben
in einem 2DE-Gel getrennt und so eine
maximale Ubereinstimmung der relativen
Lage der Proteine im 2DE-Gel gewihrleis-
tet. Die derzeit eingesetzten Fluoreszenz-
farbstoffe werden kovalent an Lysinseiten-
ketten von Proteinen gebunden. Eine Mar-
kierung setzt folglich das Vorhandensein von
Lysin in den nachzuweisenden Proteinen
voraus. Hierbei kommt es zu einer leichten
Verschiebung des isoclektrischen Punkts
und des Molekulargewichts dieser Proteine.
In der Regel wird aber nur ca. 1 % der Pro-
teine modifiziert und detektiert. Der ver-
bleibende Anteil ist unmodifiziert und kann
durch Standardfirbemethoden sichtbar ge-
macht und fiir massenspektrometrische Ana-
lysen verwendet werden.

Durch den Nachweis mittels nativer Flu-
oreszenz lassen sich die Stirken vieler Fir-
bemethoden kombinieren. Als Fluoropho-
re dienen die aromatischen Seitenketten von
‘Iyrosin und Tryptophan. Bei einer Anre-
gungswellenldnge von 280 nm emittieren
sie, abhingig von der lokalen Umgebung,
iiberwiegend im Bereich von 290 nm bis
400 nmbBl,

Der fiir die Messung der nativen Flu-
oreszenz erforderliche Aufbau besteht im
wesentlichen aus einer UV Quelle (fre-
quenzverdreifachter Ti: SA-Laser, Tsunami,
Spectra Physics, USA, mit 150 mW Leistung
bei 280 nm) und einer UV-fihigen, sensiti-
ven BCCD Kamera (Dyna Vision, Lavision
Biotec, Germany). Ein Filter schrinkt den
detektierten Spektralbereich auf 300 nm —
375 nm ein. Von dem Gel werden sukzessi-
ve 1 cm? groBe Abschnitte auf die Kamera
abgebildet und diese hinterher zu einem Ge-
samtbild mit einer Auflosung bis zu 1000 dpi
zusammengesetzt. Die maximale Proben-
groBe betridgt zur Zeit 100 mm x 100 mm.
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Abb. 2: Gegeniiberstellung der UV-Detektion A und Silberfdrbung B von Proteinen. Eine Mischung aus vier Proteinen
(Carbonanhydrase (29 kDa), GAPDH (36 kDa), BSA (66 kDa) und Phosphorylase b (97,4 kDa)) wurden in einem
parallelen Ansatz jeweils in einem 1D-Acrylamidgel separiert und nach der Trennung fixiert. Die Proteine aus Gel A
wurden nach UV-Anregung detektiert und die aus Gel B mit Silber gefdrbt und anschlieBend mit einem Durchlichts-
canner digitalisiert. Die Proteine wurden in einer Verdiinnungsreihe von 500, 250, 100, 50, 25, 10, 5, 1 ng je Protein
(Bande 2 bis 9; Bande 1: MW-Standard) aufgetragen. Die UV-Anregung erfolgte bei 280 nm mit 35 mil/cm? 4],

tiv dargestellt. Die Proteine flu-
oreszieren heller als das Gel. Die
Anzahl der detektierten Spots in
2DE-Gelen (6 x 6 cm, pH 2-11,
Trigerampholyt-System nach
Klose) war nur geringfiigig klei-
ner als bei einem vergleichbaren
silbergefirbten Gel™!,

Die niedrige Nachweisgrenze
war zunichst unerwartet. In ei-
nem fritheren Experiment bei
einer Anregung mit 253 nm lag
die Nachweisgrenze mit weni-
gen pg je Bande drei GroBen-
ordnungen hoher®l. Die Ab-
sorption und Quantenausbeute
von 'Iryptophan und "Iyrosin lie-
gen wesentlich niedriger als fiir
gute synthetische Farbstoffe.
Daraus resultiert ein ca. 100-fach
geringeres Fluoreszenzsignal fiir
‘Iryptophan und sogar ca. 1000-
fach geringeres Signal fiir "Iyro-
sin je Molekiill. Der Vorteil na-

Ergebnisse und Diskussion teine lag sie zwischen 1 ng und 5 ng je Ban-  tiver Fluoreszenz besteht darin, dass alle

de. Das ist vergleichbar zur Silberfirbung.  Molekiile in einem Spot zum Signal beitra-
Die Nachweisgrenze wurde mit 1 DE-Ge-  Zum besseren Vergleich zu silbergefirbten  gen. Bei Farbemethoden wird evtl. nur ein
len bestimmt. Fiir fiinf verschiedene Pro-  Gelen sind die Fluoreszenzbilder als Nega-  Bruchteil der Molekiile markiert, insbeson-



(A) UV-Detektion

(B) Silberfarbung

Abb. 3: 2DE-Spotmuster von humanen EA.hy 926-Zelllysaten. Jeweils 20 g Protein wurden in 2DE-Gelen mit einer
Dimension von 6 x7 cm? (pH 2-11) separiert. (A) UV-Detektion der Proteine in einer inversen Graustufendarstellung
(~ 600 Spots). Die UV-Anregung erfolgte bei 280 nm mit 35 mJ/cm?>. (B) Silbergefiirbtes und unter identischen
Bedingungen generiertes 2DE-Gel (~ 700 Spots) I,

dere bei glykosilierten Proteinen ist das An-
firben problematisch. Aulerdem gibt es
kein unspezifisches Anfirben des Gels, wor-
aus ein niedriges Hintergrundsignal resul-
tiert. So konnen geringe Proteinmengen
noch erkannt werden.

Eine Datenbanksuche (NCBInr 9.23) mit
1,026,890 Proteinen ergab, dass itber 99 %
der Molekiile mindestens eine fluoreszie-
rende Aminosiure enthalten und damit prin-
zipiell durch native Fluoreszenz nachge-
wiesen werden konnen. Es wurden in der
Suche nur Proteine mit einer Masse iiber
10 kD berticksichtigt, weil kleinere Proteine
in den gebriuchlichen 2DE-Gelen nicht ent-
halten sind.

Das Signal ist proportional zur Protein-
menge (im Gegensatz zur Silberfirbung)
und die Dynamik der Messungen {iber-
spannte 2,7 GroBenordnungen. Das ist we-
sentlich mehr als bei Silber- und Coomas-
siefirbungen und konkurriert mit Standard-
Fluoreszenzmethoden. Da auf Firbeschrit-
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te verzichtet wird, sollten die Messungen
besser reproduzierbar sein als bei bisherigen
Methoden und somit den quantitativen Ver-
gleich zweier Gele potentiell zuverlissiger
machen.

Zusammenfassung und Ausblick

Die Detektion nativer Fluoreszenz reduziert
den Material- und Zeitaufwand zur Protein-
detektion in Gelen. Die Methode kombi-
niert die Stirken der bisherigen Messme-
thoden in Bezug auf Nachweisgrenzen, Dy-
namik, Materialkosten und Arbeitsaufwand.
Multiplexing zum Vergleich verschiedener
Proben in einem Gel ist mit dieser Methode
nicht moéglich. Die Proben stehen, aber
chemisch unverindert, fiir weitere Analysen
(MS) zur Verfiigung. Ziel ist es, den Laser
durch eine UV-Lampe zu ersetzen und so
ein marktfihiges Produkt zu entwickeln.
Desweiteren arbeiten wir daran, die Metho-
de auch auf Proteinmicroarrays anzuwenden.
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