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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Vom Genom zum Proteom

Das 20. Jahrhundert war gekennzeichnet durch eine Vielzahl bahnbrechender Entdeckungen
im Bereich der Molekularbiologie. 1943 konnte Desoxyribonucleinsdure (DNA) als Trager
der genetischen Information identifiziert werden (Avery et al., 1944) und zehn Jahre spiter
wurden konkrete Vorstellungen zur Molekularstruktur publiziert (Watson und Crick, 1953).
Eine definierte, lineare Anordnung unterschiedlicher Aminoséuren in Proteinen wurde zu
diesem Zeitpunkt bereits als gesichert betrachtet (Sanger, 1952). Die Verbindung zwischen
genetischer Information und der Synthese von Proteinen konnte danach in ihren Grundziigen
verhéltnisméBig schnell aufgeklart werden. Den Gipfel dieser Entwicklung bildete 1966 die
vollstindige Aufklarung des genetischen Codes durch Verwendung kiinstlicher
Oligoribonucleotide (Khorana et al., 1966).

In den folgenden Jahrzehnten wurden einige bedeutende Techniken zur Erforschung des
Genoms entwickelt, wie die Kettenabbruchmethode zur Sequenzierung von DNA (Sanger et
al., 1977) und die polymerase chain reaction (PCR) zur Vervielfiltigung langer DNA-
Abschnitte (Mullis et al., 1986). Diese immer weiter verbesserten Techniken ermdglichten
schlieBlich die Sequenzierung des menschlichen Genoms, die am 14. April 2003, rund 50
Jahre nach der Aufkldrung der DNA Struktur, fiir erfolgreich beendet erklédrt wurde (offizielle
Pressemitteilung, U.S. Human Genome Project).

Eine besondere Herausforderung in der Biologie besteht darin, dass mit der Kldrung einer
Frage in der Regel ein Berg neuer Fragen aufgeworfen wird. Die gelungene Sequenzierung
der DNA von immer mehr Organismen macht dies besonders deutlich. Ein Molekularbiologe,
der die DNA-Sequenz eines Organismus kennt, befindet sich in einer dhnlichen Situation wie
ein Archéologe, der eine gefundene Steintafel so eben vom Schmutz befreit hat und nun auf
eine Vielzahl kryptischer Zeichen blickt. Vielleicht weisen viele der Zeichen gewisse
Ahnlichkeiten mit Zeichen anderer Schriften auf, und etliche lassen sie sich sogar einem
bestimmten ,,Buchstaben® zuordnen. In einigen Fillen lassen sich sogar mehrere
,Buchstaben* in den héheren Sinnzusammenhang eines ,,Wortes* fassen, die ,,Sprache* aber
bleibt ihm vollig unbekannt. Diese Analogie zwischen Biologie und Archéologie ist jedoch

nur bedingt in der Lage das wahre Ausmal3 der Herausforderung zu beschreiben, besteht im



Einleitung

Falle des menschlichen Genoms doch schon jedes ,,Wort* aus etlichen Tausend ,,Buchstaben*
und die ,,Sprache der Gene* aus liber 20000 unterschiedlichen ,,Worten“ (Clamp et al., 2007).
Lange Zeit galt das besondere Interesse der Molekularbiologie der Erforschung der DNA und
der damit in direktem Zusammenhang stehenden Vorginge. Proteine fanden dabei eher am
Rande Beachtung. Bezeichnend dafiir ist, dass der Begriff ,,Proteom* (ein Kunstwort aus
Protein und Genom), der die Gesamtheit der zu einem bestimmten Zeitpunkt in einem
Organismus, einem Gewebe oder einer Zelle vorhandenen Proteine bezeichnet, erst seit den
1990er Jahren in der Literatur zu finden ist (Wilkins et al., 1994). Der Zustand eines
Organismus oder einer Zelle ist jedoch durch sein Proteom, nicht durch sein Genom
gekennzeichnet. Im Gegensatz zum relativ statischen Genom ist das Proteom eines
Organismus stindigen Verdnderungen unterworfen, die auf innere und duflere Ursachen
zuriickzufiihren sind. Dies sei durch das folgende Beispiel verdeutlicht.

In Abb.1 sind gelelektrophoretisch aufgetrennte Proteine der Honigbiene wéhrend
unterschiedlicher Entwicklungsstadien dargestellt. Der morphologische Zustand der Tiere in
diesen Entwicklungsstadien ist daneben ebenfalls abgebildet. Deutlich ist zu erkennen, dass
sich die Unterschiede zwischen den Entwicklungsstadien nicht nur auf die Morphologie
beschrianken, sondern dass auch die Expressionsmuster der Proteine drastische Unterschiede
aufweisen. Die Basensequenz der genomischen DNA bleibt aber wédhrend der gesamten
Entwicklung unverindert. Lediglich das Methylierungsmuster der DNA unterliegt, natiirlich
katalysiert durch Proteine, einigen Veranderungen (Foret et al., 2009).

Rundmade (ca. 8 Tage nach Eiablage) Marker Puppe (ca. 18 Tage nach Eiablage)

Abb. 1: Honbigbienen (Apis mellifica) in verschiedenen Entwicklungsstadien, mit den
Proteinbandenmustern der I6slichen Proteine wahrend dieser Entwicklungsstadien. Es
wurden jeweils 200 ng Gesamtprotein durch SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und
durch Silberfarbung sichtbar gemacht. Bei den analysierten Tieren handelte es sich um
Drohnen.
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Auch innerhalb eines Organismus unterscheiden sich die Proteinexpressionsmuster
unterschiedlicher Gewebe. So werden z.B. in der Leber eines Sédugetiers teilweise andere
Proteine expremiert als im Gehirn.

Selbst bei Betrachtung einer einzigen Zelle stellt sich das Proteom nicht statisch dar, sondern
unterliegt mitunter starken zeitlichen Schwankungen, die sowohl intern (z.B. durch den
Zellzyklus) als auch extern bedingt sind. So wird man etwa in einer E. coli Zelle, die kiirzlich
in frisches Ndhrmedium gelangt ist, eine andere Proteinzusammensetzung finden, als in
Zellen einer Kultur, die sich seit Tagen in der Absterbephase befindet.

Die Reaktionsnorm eines Organismus ist durch sein Genom festgelegt. Letztendlich ist auf
genomischer Ebene vorbestimmt, wie eine Zelle unter bestimmten Bedingungen reagieren
kann. Proteine sind dabei innerhalb einer Zelle jedoch nicht nur die Stellglieder, sondern auch
die Sensoren, welche die Interaktion zwischen DNA und Umwelt erst ermdglichen. Dabei
liegen den Abldufen aber fast nie einfache, lineare Zusammenhéinge zugrunde, sondern eine
extrem komplexe Verkniipfung vieler, wenn nicht sogar aller Vorgénge innerhalb einer Zelle
oder eines Organismus. Alle rezenten Lebewesen sind somit das Ergebnis extrem
verschachtelter, zumeist proteinvermittelter Abldufe, deren fundamentale Ordnung in DNA-
Molekiilen gespeichert ist. Diese Ordnung hatte Milliarden Jahren zur Verfiigung, um sich in
Richtung immer groBerer Komplexitit zu entwickeln. Als Ergebnis dieser Entwicklung sind
selbst die Vorginge in primitiven Einzellern derartig komplex, dass sie bislang nur in
Ansitzen verstanden sind.

Momentan konnen aus dem sequenzierten Genom eines Organismus nur sehr begrenzte
Informationen bezogen werden. So kann man z.B. ein Teil der Strukturgene als solche
identifizieren und die resultierenden Proteine manchmal aufgrund von Sequenzhomologien
einer bestimmten Funktion zuordnen. Fiir ein tieferes Verstindnis der komplexen
Lebensvorgénge ist es jedoch erforderlich, diese verstérkt auf Proteinebene zu untersuchen,
um dann im ndchsten Schritt einen Zusammenhang zwischen den gemachten Beobachtungen
und der DNA-Sequenz herzustellen. Da eine isolierte Betrachtung einzelner Proteine dabei
bei weitem nicht ausreicht, wird seit einigen Jahren nach Methoden gesucht, die es
ermoglichen einen immer grofleren Ausschnitt des Proteoms eines Organismus zu betrachten.
Fiir den Wissenschaftszeig, der sich mit der Erforschung ganzer Proteome oder zumindest
groBerer Teile von Proteomen befasst, hat sich seit den spdten 1990er Jahren der Begriff

Proteomik (engl. Proteomics) etabliert (James, 1997).
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1.2 Fortschritte der Proteomik

Seit im Jahre 1955 mit der Sequenz von Insulin erstmalig die vollstindige Primérstruktur
eines Proteins vorgestellt wurde, hat die Erforschung von Proteinen einige bahnbrechende
methodische Fortschritte zu verzeichnen. Bereits 1967 konnte basierend auf der Edman-
Methode der erste automatische Proteinsequenzierautomat entwickelt werden (Edman und
Berr, 1967). Allerdings hatte diese chemische Proteinsequenzierung zwei bedeutende
Nachteile. Man benétigte relativ groe Proteinmengen und das zu untersuchende Protein
musste in Reinform vorliegen. Fiir die Aufreinigung eines Proteins ist in der Regel eine
Kombination  verschiedener  chromatographischer = Verfahren erforderlich.  Auch
unterschiedliche Féllungsmethoden konnen angewandt werden. Der Aufwand fiir die
Aufreinigung eines Proteins ist aber immer relativ grof3. Zudem miissen schwach expremierte
Proteine vorher kloniert und iiberexpremiert werden.

Einen grofen Fortschritt stellte die 1970 entwickelte SDS-PAGE (sodiumdodecylsulfate
solyacrylamid selelectrophoresis) dar (Laemmli, 1970). Diese Technik konnte bereits nach
wenigen Jahren mit der IF (isoelektrische Focussierung) kombiniert werden (Klose, 1975).
Eine solche Kombination aus IF und SDS-PAGE wird als 2DE (2-dimensionale
Gelelektrophorese) bezeichnet. Dabei wird ein Proteingemisch zuerst durch eine IF nach den
pl-Werten der Proteine aufgetrennt. Anschlieend erfolgt eine weitere Auftrennung dieser
nunmehr linear im Trigermaterial angeordneten Proteine durch eine SDS-PAGE. Durch diese
zweidimensionale Auftrennung der Proteine wird eine erstaunliche Trennleistung erzielt.
Wird ein solches Gel mit einer hinreichend sensiblen Farbetechnik wie, z.B. Silberfiarbung,
angefarbt (Merril et al., 1981), lassen sich aus Zelllysaten einige Hundert unterschiedliche
Proteine nachweisen. Die Nachweisgrenze liegt unterhalb von einem Nanogramm. Ein
weiterer Vorteil dieser Methode ist die Tatsache, dass iliber ein 2D-Gel auch eine gute
Quantifizierung der Proteine mdglich ist. Somit konnen durch einen Vergleich zweier Gele
z.B. auch Unterschiede im Expressionsmuster nachgewiesen werden. Bis heute ist die 2DE
eine der wichtigsten Techniken zur Untersuchung komplexer Proteingemische geblieben.

Der wesentliche Nachteil der 2DE bestand anfanglich jedoch darin, dass eine Identifizierung
der einzelnen Proteine im Gel fast unmoglich war. Fiir eine chemische Sequenzierung waren
die fiir eine 2DE eingesetzten Mengen der schwicher expremierten Proteine zu gering. Um
die einzelnen Flecken auf 2D-Gelen bestimmten Proteinen zuordnen zu kénnen, war man auf
Immunblots angewiesen, was wiederrum die Verfiigbarkeit der entsprechenden spezifischen

Antikorper voraussetzte. In der 1980ern wurden dann Techniken entwickelt, die es
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ermdglichten mit einem auf der Edman-Methode basierendem Verfahren, nach dem Blotten
auf Nitrozellulose eine Sequenzierung der Proteine durchzufiihren (Aebersold et al., 1987).
Allerdings waren auch hierfiir noch relativ grole Proteinmengen erforderlich.

Eine beachtliche Verbesserung der analytischen Moglichkeiten brachte gegen Ende der
1980er zwei neue Verfahren zur lonisierung von Proben in der Massenspektrometrie. Durch
MALDI (Matrix-Assisted Laser Disorption/lonisation, Karas und Hillenkamp, 1988) und ESI
(Elektrospray-lonisation, Fenn et al., 1989) wurden ldngere Peptide oder sogar vollstindige
Proteine fiir die Massenspektrometrie zuginglich.

Damit diese neuen Moglichkeiten aber richtig genutzt werden konnten, bedurfte es zusétzlich
einiger weiterer Entwicklungen in einem relativ jungen Teilbereich innerhalb der Biologie —
der Bioinformatik. Die exponentiell ansteigenden Mengen an Sequenzdaten aus Protein-
Genom- oder cDNA-Sequenzierungsprojekten, wurde in Offentlich zuginglichen
Datenbanken zusammengefasst. Basierend auf verschiedenen Algorithmen, wie dem
Needleman-Wunsch-Algorithmus (Needleman und Wunsch, 1970), dem Smith-Waterman-
Algorithmus (Smith und Waterman, 1981) oder dem BLAST-Algorithmus (Basic Local
Alignment Search Tool, Altschul et al., 1990) wurden Suchmaschinen entwickelt, die diese
Sequenzen fiir Sequenzvergleiche zuginglich machten. Damit ergab sich auch die
Moglichkeit einer neuen Analysetechnik fiir unbekannte Proteinproben. Beim peptide mass
fingerprinting wird das zu untersuchende Protein zuerst sequenzspezifisch fragmentiert
(meistens durch  Trypsin) und das entstandene Peptidgemisch anschlieBend
massenspektrometrisch analysiert. Die ermittelten Massen der Peptide werden dann mit den
Massen aus Proteindatenbanken oder den Massen hypothetischer Proteine, die aus
genomischen Datenbanken abgeleitet werden, verglichen. Hierzu koénnen verschiedene
Algorithmen wie z.B. MOWSE (molecular weight search, Pappin et al., 1993) oder
FRAGFIT (Henzel et al., 1993) verwendet werden. Solche Programme fiihren eine in silico-
Fragmentierung der in Datenbanken aufgefiihrten Proteine durch, errechnen die Massen der
resultierenden Peptide und vergleichen diese Daten mit massenspektrometrischen Befunden.
Durch peptide mass fingerprinting wird eine vereinfachte Identifizierung von Proteinen
ermoglicht, die zuvor z.B. durch 2DE aufgetrennt wurden. Allerdings ist mit dieser Methode
und einfachen Massenspektrometern eine direkte Analyse komplexer Proteingemische nur
begrenzt moglich. Selbst wenn ein Massenspektrometer alle Peptide, die bei einer tryptischen
Fragmentierung z.B. eines Zelllysats entstehen, hinreichend genau erfassen konnte, so wiirde
die zur Auswertung der Daten benotigte Rechenleistung die heute zur Verfiigung stehenden

Moglichkeiten deutlich sprengen.
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Die Losung des Problems liegt in der Tandem-Massenspektrometrie (oft als MS/MS
bezeichnet). Hierbei werden praktisch zwei Massenspektrometer hintereinander geschaltet.
Ein kleiner Teil aus dem Spektrum der im ersten Massenspektrometer aufgetrennten Peptide
kann aus diesem wieder austreten und wird mit hochenergetischen Edelgasatomen zur
Kollision gebracht, wobei die Peptide weiter fragmentiert werden. Diese Fragmente werden
im zweiten Massenspektrometer analysiert. Durch die Art und die statistische Verteilung
dieser Fragmente kann dabei die Aminosduresequenz dieser Peptide ermittelt werden. Ein
Sequenzvergleich mit Datenbanken ist anschlieBend relativ einfach moglich. Eine zusitzliche
Verbesserung bietet eine der massenspektrometrischen Analyse vorgeschaltete
chromatographische Auftrennung durch HPLC (high pressure liquid chromatography), die
gekoppelt mit ESI kontinuierlich betrieben werden kann.

Der Bereich der Massenspektrometrie ist auch weiterhin durch stdndige technische
Neuerungen oder Verbesserungen gekennzeichnet. Diese betreffen sowohl die Gerite selber,
als auch die Probenvorbereitung oder die nachfolgende Datenauswertung. So ist z.B. durch
die Verwendung von Isotopenmarkierungen mittlerweile eine relativ gute Quantifizierung der
Proteine in den Proben mdglich. Bei einigen Verfahren wie ICAT (isotope-coded affinity tag,
Hansen et al., 2003) oder iTRAQ (isobaric tags for relative and absolute quantitation,
Khainovski et al., 2004) werden die Proben nach enzymatischer Fragmentierung auf
chemischem Wege markiert. Beim SILAC (stable isotope labeling with amino acids in cell
culture, Ong et al., 2002) werden isotopenmarkierte Aminosduren von lebenden Zellen direkt
in die Proteine eingebaut. Durch gleichzeitiges Messen einer markierten und einer
unmarkierten Probe konnen Unterschiede in der Expression sehr gut detektiert werden.

Die Kombination aus verbesserten Massenspektrometern und immer ausgefeilteren
Algorithmen zur Auswertung der Primérdaten (z.B. Lu et al., 2007) ermdglicht aber auch
schon eine relativ gute Quantifizierung nicht isotopenmarkierter Proben. Werden die Proben
vor der MS-Analytik noch mit verschiedenen Verfahren fraktioniert, so kann bereits ein
erstaunlich groBer Anteil bakterieller Proteome nachgewiesen und quantifiziert werden. Aus
dem ca. 4400 Proteine umfassenden Proteom von E. coli konnten auf diese Weise 1103
Proteine, also ein Viertel des maximal moéglichen Proteoms, erfasst werden (Ishihama et al.,
2008).

Vermutlich wird es bereits in wenigen Jahren moglich sein, auch die Proteine in sehr
komplexen Proben mit verhdltnismdBig geringem Aufwand nachzuweisen und zu

quantifizieren. Fiir die Proteomik wird dies zweifelsfrei einen gewaltigen Fortschritt
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darstellen. Aber wie weit wird dieser Schritt zum Verstindnis der extrem komplexen
Lebensvorgénge fiihren?

Ahnlich wie das Wissen um die Genomsequenz eines Organismus ist das Wissen um die zu
einem bestimmten Zeitpunkt expremierten Proteine nicht ausreichend. Da ein Proteom nicht
statisch ist, gilt es seine Verdnderung in verschiedenen Entwicklungsphasen und unter
unterschiedlichen Bedingungen zu untersuchen. Solche Untersuchungen sind unabdingbar,
wenn die komplexen Reglungsnetzwerke innerhalb eines Organismus verstanden werden
sollen. Die MS-Analytik kann hierbei unschitzbare Dienste leisten. Es bleibt jedoch bei
vielen Proteinen eine grundlegende Fragestellung, die auch durch die beste MS-Analytik nicht

beantwortet werden kann. Welche Funktion hat das betreffende Protein?

1.3 Trifunktionelle Fangverbindungen — Molekulare Angelhaken als neues

Werkzeug zur funktionsbasierten Isolierung von Subproteomen

Wenn es um die Untersuchung biologischer Prozesse geht, ist der Nachweis der beteiligten
Komponenten zwar unerlésslich, aber es ist ebenso erforderlich ihre Funktion zu kennen. Eine
der wichtigsten Rollen bei biologischen Prozessen kommt zweifelsfrei den Proteinen zu. Das
Problem, mit welchem sich die Wissenschaft konfrontiert sieht, besteht darin, dass jeder
Organismus tausende, oder sogar zehntausende verschiedene Proteine aufweisen kann. Von
einigen dieser Proteine werden gewaltige Mengen produziert, von anderen nur ein einziges
Molekiil in zehn Generationen. Einige sind praktisch immer in gleichbleibenden Mengen
vorhanden, andere nur kurzzeitig wihrend bestimmter Entwicklungsphasen oder unter ganz
besonderen Umweltbedingungen.

Lange Zeit gab es praktisch nur eine Moglichkeit, um die Funktion eines Proteins zu
bestimmen. Man musste das Protein isolieren und versuchen es biochemisch zu
charakterisieren. Das erste Protein, mit dem dies gelang, war Amylase. Bereits 1833, mehr als
100 Jahre bevor der genaue Aufbau von Proteinen bekannt war, gelang es dem franzdsischen
Chemiker Anselme Payen dieses stirkespaltende ,Ferment® und seine Funktion
nachzuweisen.

Spéter erlangte ein genetischer Ansatz, die Untersuchung von Mangelmutanten, eine immer
groflere Bedeutung. Besonders seit Mangelmutanten wegen der groBen Fortschritte im
Bereich der Molekularbiologie genau charakterisiert oder gezielt erzeugt werden konnen,

konnten viele Stoffwechselwege samt der an ihnen beteiligten Enzyme aufgekldrt werden.
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Auch heute noch lassen sich aus Mutationsstudien wertvolle Hinweise iiber die Funktion der
mutierten Gene erhalten.

Besonders viel Information ldsst sich aus dreidimensionalen Proteinstrukturen, z.B. durch
Rontgenstrukturanalyse von Proteinkristallen, gewinnen. Dies gelang erstmalig mit dem
Protein Myoglobin (Kendrew et al., 1958). Wenn Enzyme mit gebundenem Substrat oder
Substratanalogon kristallisieren, lassen sich oftmals sogar Riickschliisse auf den
Mechanismus der Katalyse ziehen. Um reine Kristalle eines Proteins zu erhalten, muss dieses
aber zuerst in grofleren Mengen aufgereinigt werden, was relativ aufwendig ist. Das néchste,
und wohl auch groBite Problem besteht darin, dass es nur mit einem Teil der Proteine gelingt
die benétigten Kristalle zu ziichten. Auch die Auswertung und Interpretation von
Rontgenbeugemustern ist relativ aufwendig und kann mehrere Monate oder Jahre in
Anspruch nehmen. Somit bleibt die fiir Proteine die Untersuchung von Kristallstrukturen eine
sehr gute, fiir einen grofBen Probendurchsatz jedoch ungeeignete Technik.

In den spidten 1980ern und frithen 1990ern etablierten sich mit dem Hefe-Zwei-Hybrid-
System (Field und Song, 1989) und der Phagen-Display Methode (Bradbury und Cattaneo,
1995) zwei Techniken, die es ermdglichten ganze Genbibliotheken oder cDNA-Bibliotheken
hinsichtlich Protein-Protein Wechselwirkungen oder beim Phagen-Display auch hinsichtlich
Protein-Substrat Wechselwirkungen zu untersuchen. Beide Methoden ermdglichen eine
effiziente Untersuchung vieler Proteine gleichzeitig und werden seit ihrer Einflihrung in einer
Vielzahl von Varianten fiir unterschiedliche Zwecke eingesetzt. Eine Eigenschaft, die fiir
viele Anwendungen sehr vorteilhaft sein mag, ist jedoch gleichzeitig ein entscheidender
Nachteil. Beide Techniken sind klonierungsbasiert. Eine Untersuchung eines komplexen
Proteingemisches z.B. aus einem speziellen Gewebe oder von Zellen eines bestimmten
physiologischen Zustands ist somit nicht moglich.

Eine schleichende Revolution, die funktionelle Untersuchungen komplexer Proteingemische
in naher Zukunft deutlich vereinfachen konnte, ist zum Teil technischer Natur. Neue
Werkstoffe, verbesserte Verarbeitungstechniken und eine zunehmende Verfeinerung der
Mikrorobotertechnik ermoglichen mittlerweile die Herstellung von Mikroarrays mit mehreren
tausend unterschiedlichen Proben. Diese sind ldngst nicht mehr nur auf DNA beschriankt. So
sind z.B. Mikroarrays mit verschiedenen Antigenen, Kohlenhydraten oder Proteinen
kommerziell erhiltlich (MacBeath und Schreiber, 2000). Die modernen, chipbasierten
Techniken zur Untersuchung komplexer Proteingemische bergen zweifellos ein grofBes
Potential, besonders im Bereich der klinischen Diagnostik. Sie besitzen aber auch einige

entscheidende Nachteile, die sie mit anderen, auf Affinitdtschromatographie basierenden

8
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Verfahren teilen. So kann es zu unerwiinschten Wechselwirkungen mit der Oberfldche
kommen. Ein anderer Nachteil liegt in der Natur der relativ schwachen, nicht-kovalenten
Bindung, die die Basis aller affinititschromatographischen Verfahren bildet. Im Falle einer
starken Bindung mag dies noch unproblematisch sein, aber schwach bindende Proteine
konnen sehr schnell wieder fortgewaschen werden. Auch das Auffinden sehr schwach
expremierter Proteine ist bei chipbasierten Verfahren ein Problem, da das Verhiltnis
Oberfldche/Volumen recht ungiinstig ist und, der VergroBerung des Probenvolumens zur
Vergroflerung der Stoffmengen dadurch Grenzen gesetzt sind.

Eine Technik, die das Problem schwacher, nicht-kovalenter Bindungen umgehen kann, ist das
aktivitdtsbasierte Proteinprofilieren (ABPP, activity-based protein profiling, Barglow und
Cravatt, 2007). Hierbei werden kleine, synthetische, bifunktionelle Verbindungen verwendet.
Ihre erste Funktion dient der Selektivitit und gleichzeitig der Reaktivitdt. Dieser Teil des
Molekiils muss als ein Analogon des natiirlichen Substrats, in die entsprechenden
Bindetaschen der Zielproteine passen. Anders als die natiirlichen Substrate muss es bei der
folgenden Reaktion aber zur Ausbildung einer kovalenten Bindung zum Protein kommen,
weshalb die Selektivitatsfunktion des Molekiils auch gleichzeitig als Reaktivitdtsfunktion
fungiert. Das Problem einer schwachen, nicht-kovalenten Bindung, das bei
affinitdtschromatographischen Verfahren auftritt, besteht danach nicht mehr. Als zweite
Funktion konnen Reportergruppen (z.B. Fluorophore) oder Affinititsmarkierungen (z.B.
Biotin) verwendet werden. ABPP ist eine sehr gute Technik, um bestimmte Proteine
hochspezifisch aus komplexen Proteingemischen, wie z.B. Zelllysaten zu isolieren. Sie hat
jedoch einen sehr gravierenden Nachteil: Die Verfiigbarkeit einer brauchbaren kombinierten
Selektivitdts- und Reaktivitdtsfunktion ist ein seltener Gliicksfall. Und wenn sie fiir eine
bestimmte Enzymklasse vorhanden ist, so passt sie nicht zwangsldufig in die Bindungstaschen
aller Enzyme aus dieser Klasse, da es sich nicht um das natiirliche Substrat, sondern nur um
ein Substratanalogon handelt.

Die Losung des Problems liegt in der Entkopplung von Selektivititsfunktion und
Reaktivitdtsfunktion. Die resultierende trifunktionelle Verbindung bietet im Vergleich zur fiir
das ABPP verwendeten bifunktionelle Verbindung entscheidende Vorteile:

1. Die Selektivititsfunktion kann hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften optimiert sein, da
sie nur noch die Aufgabe hat, eine nicht-kovalente Bindung zum Zielprotein herzustellen.
Prinzipiell kann hierfiir das natiirliche Substrat oder ein Reaktionsprodukt eines Enzyms

benutzt werden. AuBerdem besteht keine Beschrinkung auf Proteine mit katalytischen
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Eigenschaften. Auch Botenstoffe, die z.B. an Transkriptionsfaktoren binden, konnen als
Selektivitdtsfunktion dienen.

2. Weil die Art der Reaktivitdtsfunktion in keiner Weise von einer katalytischen Aktivitdt des
Zielproteins abhdngig ist, steht eine Vielzahl moglicher Reaktivititsfunktionen zur Auswahl.
Besonders giinstig sind photoaktivierbare Gruppen, weil dadurch sogar der Zeitpunkt, zu dem
die kovalente Verkniipfung erfolgt, bestimmt werden kann.

Solche trifunktionellen Verbindungen werden als Fangverbindungen (capture compounds,
CC) bezeichnet. In Abb.2 ist schematischer Vergleich zwischen trifunktionellen

Fangverbindungen und den beim ABPP verwendeten bifunktionellen Verbindungen

dargestellt.

kombinierte

Reaktivitats- und Isolier- oder
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Abb. 2: Vergleich zwischen bifunktionellen Verbindungen fir ABPP (links) und
trifunktionellen Fangverbindungen (rechts). Beide verfugen Uber eine Reaktivitatsfunktion
(rot), eine Selektivitatsfunktion (blau) und eine lIsolier- oder Detektionsfunktion (grin). Im
Falle der beim ABPP verwendeten bifunktionellen Verbindungen sind Reaktivitats- und
Selektivitatsfunktion jedoch in einer chemischen Gruppe kombiniert, so dass oft keine
optimale Bindung an das Zielprotein erfolgen kann.

Die beim ABPP verwendeten bifunktionellen Verbindungen miissen mit ihrer kombinierten
Reaktivitits- und Selektivitdtsfunktion genau in das aktive Zentrum des Zielproteins passen.
Oft ist dies, wie in Abb. 2 angedeutet, nicht moglich. Trifunktionelle Fangverbindungen

hingegen konnen im Idealfall sogar das natiirliche Substrat des Zielproteins als
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Selektivitatsfunktion tragen, was eine optimale Bindung ermdglicht. Somit entféllt der die
Einsatzmdglichkeiten limitierende Faktor der Verfligbarkeit eines geeigneten reaktiven
Substratanalogons.

Trifunktionelle Fangverbindungen konnen prinzipiell fast alle denkbaren organischen
Verbindungen als Selektivitdtsfunktion tragen. Neben natiirlichen Substraten oder Effektoren
konnen dies auch Xenobiotika, wie z.B. Pflanzenschutzmittel oder Pharmazeutika sein.
Wihrend beim ABPP die Reaktion mit dem Zielprotein in der Regel sofort auf die Bindung

an das aktive Zentrum folgt, binden trifunktionelle Fanverbindungen zunichst zwar

spezifisch, aber nicht-kovalent an ihre Zielproteine.

3a)

e

-8

Schemal: Einfangen eines Proteins durch eine photoaktivierbare, trifunktionelle
Fangverbindung. Im ersten Schritt bindet die Fangverbindung mit ihrer Selektivitatsfunktion
(blau) nicht-kovalent an das Protein (1). Im zweiten Schritt erfolgt nach einer
Photoaktivierung eine kovalente Verknipfung zwischen der Reaktivitatsfunktion (rot) und
dem Protein (2). Im dritten Schritt kann das Protein mit Hilfe der Isolierfunktion der
Fangverbindung (griin) isoliert werden (3a). Tragt die Fangverbindung an dieser Stelle
alternativ eine Detektionsfunktion (z.B. einen Fluorophor), so kann auch eine Detektion
erfolgen (3b).

Schema 1 zeigt einen Uberblick der Ablidufe beim Einfangen von Proteinen mit
trifunktionellen Fangverbindungen. Die im ersten Schritt erfolgende, nicht-kovalente Bindung
an das Zielprotein ist noch reversibel. Erst im zweiten Schritt erfolgt die kovalente
Verkniipfung zwischen Fangverbindung und Zielprotein. Im Zuge dieser Arbeit wurden
ausschlieBlich photoaktivierbare Fangverbindungen verwendet. Prinzipiell wéren aber auch
Reaktivititsfunktionen denkbar, die auf anderem Wege aktiviert werden.

Photoaktivierbare Fangverbindungen bilden nach ihrer Photoaktivierung kurzlebige und sehr
reaktive Zwischenprodukte (vgl. Abschnitt 3.2.4). Ist die Fangverbindung in diesem Moment
mit ihrer Selektivititsfunktion an ein Protein gebunden, kommt es zur Ausbildung einer

kovalenten Bindung zwischen der Fangverbindung und dem Protein. Dieser Vorgang wird im
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Englischen als ,photocrosslinking bezeichnet. Die im Deutschen haufig benutzte
Ubersetzung ,,Photoquervernetzung® ist irrefilhrend, da sie die Ausbildung eines
dreidimensionalen Polymers suggeriert. Im Folgenden wird deshalb der besser geeignete
Begriff Photoverkniipfung verwendet.

Nach der Photoverkniipfung sind Fangverbindung und Protein kovalent und damit irreversibel
miteinander verbunden und konnen ohne eine Zerstorung der Molekularstruktur nicht mehr
getrennt werden. Dies ermoglicht im dritten Schritt eine einfache Isolierung der Proteine,
wenn die Fangverbindung eine geeignete Isolierfunktion aufweist. Die im Zuge dieser Arbeit
verwendeten Fangverbindungen tragen alle einen Biotinrest als Isolierfunktion. Die extrem
stabile, nicht-kovalente Bindung, die Biotin mit dem Protein Streptavidin eingeht, kann z.B.
durch Verwendung streptavidinbeschichteter Magnetpartikel fiir die Isolierung der zuvor mit
einer biotinylierten Fangverbindung verkniipften Proteine genutzt werden. AnschlieSend
konnen die isolierten Proteine massenspektrometrisch analysiert werden. Das Untersuchen
von Proteinen unter Verwendung trifunktioneller Fangverbindungen bei nachfolgender
massenspektrometrischer Analyse wird auch als CCMS (capture compound mass
spectrometry) bezeichnet (Koster et al., 2007).

Trifunktionelle Fangverbindungen konnen statt einer Isolierfunktion aber auch eine
Detektierfunktion wie z.B. Fluorophore aufweisen. Die eingefangenen Proteine konnen
dadurch nach chromatographischer oder elektrophoretischer Auftrennung direkt detektiert
werden.

Beziiglich Aufbau und Funktion konnen trifunktionelle Fangverbindungen als ,,molekulare
Angelhaken* zum hochspezifischen ,,Angeln“ von Proteinen betrachtet werden. Die Auswahl
an moglichen ,,Kddern* und moglicher ,,Beute® ist dabei extrem groB.

Die vorliegende Arbeit beschrinkt sich auf das Einfangen von Methyltransferasen. Deshalb
soll im Folgenden ein kurzer Uberblick iiber diese ,,Beute* und den benétigten , Koder

gegeben werden.
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1.4 Fangverbindungen zum Einfangen des Methyloms

Einer Klasse von Enzymen gilt seit einigen Jahren das besondere Interesse der Wissenschaft —
den Methyltransferasen (MTasen). Der Grund dafiir ist, dass die Ubertragung einer winzigen
Methylgruppe oft eine grofle Wirkung nach sich zieht.

Die wohl bekannteste Funktion iibernehmen MTasen bei den Restriktions/Modifikations-
Systemen der Prokaryonten (Roberts et al., 2003). Es gibt in Prokaryonten aber auch DNA-
MTasen, die andere Aufgaben iibernechmen, wie z.B. die Regulation des Zellzyclus oder die
Regulation bestimmter Virulenzgene (Heithoff et al., 1999). In Eukaryonten ist die
Regulation der Genexpression stark mit der DNA-Methylierung verkniipft (Zilberman et al.,
2007). Auch bei der Steuerung von Transpositionsereignissen, sowohl bei Prokaryonten als
auch bei Eukaryonten, spielt die Methylierung von DNA eine Rolle (Miura et al, 2001). Eine
andere, wichtige Rolle spielt die DNA-Methylierung bei der postreplikativen DNA-Reparatur.
Unmittelbar nach der Replikation ist der neu synthetisierte DNA-Strang noch nicht
methyliert, was DNA-Reparatursystemen eine Unterscheidung zwischen Eltern- und Tochter-
DNA-Strang ermdglicht.

Es konnte beobachtet werden, das einige Tumorarten durch verdnderte Methylierungsmuster
der DNA charakterisiert sind (Feinberg und Volgelstein, 1983), weshalb das Wissen um
DNA-Methylierung eine immer groBere medizinische Relevanz erlangt. Neuere klinische
Studien lassen sogar vermuten, dass Sduger iiber ein epigenetisches Kurzzeitgeddchtnis
verfiigen, welches durch Umwelteinfliisse beeinflusst werden kann und somit in der Lage ist,
individuelle Erfahrungen iiber einige Generationen zu ,,vererben® (Tobi, 2009).

DNA ist jedoch nicht das einzige Substrat fiir MTasen. Auch mRNA, tRNA und rRNA wird
an unterschiedlichen Positionen methyliert (Knippers, 2001). Proteine kénnen an Lysin,
Arginin, Glutamin und Histidin N-methyliert und an Asparaginsdure und Glutaminsdure O-
methyliert werden (Walsh, 2006). Immer bedeutender wird momentan die Untersuchung von
Histon-Methylierungen und anderen Histon-Modifikationen. Diese steuern nicht nur den
Zustand des Chromatins im Zellkern sondern haben auch direkten Einfluss auf die
Genexpression (Strahl und Allis, 2000). Neben den DNA- RNA- und Protein-MTasen gibt es
noch eine Reihe von Kleinmolekiil-MTasen, die an der Synthese verschiedener
niedermolekularer Verbindungen beteiligt sind.

Fast allen MTasen ist gemeinsam, dass sie die Methylgruppe ausgehend vom Kofaktor S-
Adenosyl-L-methionin (SAM) auf die jeweiligen Substrate libertragen. Dabei entsteht neben
dem methylierten Substrat noch der demethylierte Kofaktor S-Adenosyl-L-homocystein
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(SAH). Um eine trifunktionelle Fangverbindung zu kreieren, mit der MTasen aus komplexen
Proteingemischen isoliert werden kdnnen, bietet es sich an, entweder den Kofaktor SAM oder
das Reaktionsprodukt SAH als Selektivititsfunktion zu verwenden. Mit der trifunktionelle
Fangverbindung B1-N6-SAH stand 2005 erstmalig eine Fangverbindung zum Einfangen von
MTasen zur Verfiigung (Dalhoff et al., 2010). Die Struktur von B1-N6-SAH und das
Reaktionsschema einer MTase-katalysierten Methylgruppeniibertragung auf ein Substrat sind
in Schema 2 dargestellt.

A NH, NH,

RGss A T
a® 3 A .
Substrat  + + N) MTase Substrat + N) + H
H,C
—4. SAM —1., SAH
B
Reaktivitatsfunktion: ~ °
aromatisches Azid
: N/\AO/\/O\/\O/\/\H/H\N”"’ Isolierfunktion:
HN.__NH Biotin

Selektivitatsfunktion:

SAH Fangverbindung

B1-N6-SAH

Schema 2: Reaktionsschema einer MTase-katalysierten Methylgruppenibertragung auf
ein Substrat (A) und Struktur der Fangverbindung B1-N6-SAH (B).

B1-N6-SAH besitzt SAH als Selektivititsfunktion. Prinzipiell hétte auch SAM als
Selektivitdtsfunktion fiir eine MTasen-spezifische Fangverbindung benutzt werden kdnnen.
Allerdings ist die Sulfoniumverbindung SAM in wéssrigen Losungen nicht sehr stabil. Zudem
gibt es auBler den MTasen noch weitere Enzyme, die SAM als Kofaktor zur Durchfiihrung
anderer Reaktionen, wie z.B. flir radikalische Reaktionen, benutzen. Ein Beispiel hierfiir ist
die Biotin Synthase (Berkovitch et al., 2004). Daher ist SAH zum Einfangen von MTasen
eine gilinstigere Selektivitdtsfunktion. SAH ist in wéassrigen Losungen sehr stabil und entsteht
nur als Reaktionsprodukt bei Methylierungsreaktionen. Lediglich Enzyme, die am SAH-
Abbau beteiligt sind, konnten dieses Eventuell noch spezifisch binden. Ein weiterer Vorteil
von SAH ist, dass das Kofaktorprodukt allgemein ein guter Produktinhibitor fiir MTasen ist
und somit oft mit hohen Affinitdten an MTasen bindet. Bei B1-N6-SAH ist SAH mit der N6-
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Position des Adenosylrests iliber einen C4-Linker amidisch an das Grundgeriist der
Fangverbindung gebunden.

Als Reaktivitiatsfunktion verfiigt B1-N6-SAH {iber ein aromatisches Azid, welches Licht mit
einer Wellenlédnge bis zu 310 nm absorbieren kann (Reiser und Marley, 1968) und dann unter
Stickstoffabspaltung ein duBlerst reaktives Nitren bildet (Wang et al., 2007). Dieses ist so
reaktiv, dass es selbst in C-C oder C-H Bindungen insertieren kann (Torres et al., 1986).
Innerhalb weniger ps reagiert dieses zu einem zyklischen Ketenimin weiter (Wang et al.,
2007), welches auch noch relativ reaktiv ist und in Wasser nur wenige ps iiberdauert (Rizk et
al., 2006). Ein aromatisches Azid ist also eine gute, photoaktivierbare Reaktivitdtsfunktion,
welche mit einem gebundenen Protein effektiv reagieren sollte; Bei ausbleibender
Verkniipfung mit einem Zielprotein nach ihrer Aktivierung aber sehr schnell zerfallt.

Als Isolierfunktion trdgt BI1-N6-SAH einen Biotinrest. Fiir Isolierungs- und
Aufreinigungszwecke ist Biotin ein gut untersuchter und oft verwendeter Affinitdtsmarker, da
Biotin mit dem Protein Streptavidin eine nicht-kovalente, aber extrem stabile Bindung bilden
kann (Avarana et al., 1986).

Die Fangverbindung ist in Wasser verhiltnismiBig stabil. Thre Wasserloslichkeit betrdgt
mindestens 1 mmol/l, liegt vermutlich aber noch deutlich iiber diesem Wert. Eine
ausreichende Wasserloslichkeit ist eine Grundvoraussetzung fiir die praktische Anwendung
einer Fangverbindung, weshalb BI-N6-SAH unter anderem ein Grundgeriist aus
Polyethylenglycol und drei Amidgruppen zwischen Reaktivitits- und Isolierfunktion
aufweist.

Die trifunktionellen Fangverbindungen, wie B1-N6-SAH, sind faszinierende neue Werkzeuge
in den Handen der Molekularbiologie. Bislang war ihr Potential aber schwer einzuschétzen

und ihre Handhabung vo6llig unbekannt.
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2 Zielsetzung

Das Isolieren, Identifizieren und Quantifizieren funktioneller Subproteome durch die
Verwendung trifunktioneller Fangverbindungen mit anschlieender massenspektrometrischer
Analyse ist eine relativ neue, vielversprechende Technik der Proteomik. Besonders fiir die
Aufkldrung der Wirkungen und Nebenwirkungen von Medikamenten oder
Pflanzenschutzmitteln, sowie fiir die molekularbiologische Grundlagenforschung, birgt sie ein
nicht zu unterschitzendes Potential.

Als 2005 die erste photoaktivierbare Fangverbindung fiir Methyltransferasen im Arbeitskreis
zur Verfiigung stand, war noch unklar, auf welche Weise diese eingesetzt werden muss, um
zu massenspektrometrisch auswertbaren Proben zu gelangen. Ein Ziel dieser Arbeit war
deshalb das Ausarbeiten geeigneter Rahmenbedingungen fiir den Einsatz trifunktioneller
Fangverbindungen. Dies sollte besonders das Austesten einer geeigneten Vorbehandlung des
Probenmaterials, geeigneter Pufferbedingungen und effizienter Photoaktivierung, sowie die
Maximierung der Ausbeute an spezifisch eingefangenen Proteinen und eine Minimierung
unerwiinschter Nebenreaktionen umfassen.

Als zweites Ziel sollte die neue Technik am Modellorganismus E. coli erprobt werden, um
damit einerseits den Nachweis ihrer Anwendbarkeit zu erbringen und auflerdem ihre
Moglichkeiten auszutesten. Die Isolierung des Methyloms, also der Gesamtheit aller
Methyltransferasen dieses Organismus, stellte hierbei eine geeignete Herausforderung dar, da
diese Proteine weder extrem gut an ihren Kofaktor binden, noch besonders stark expremiert
werden. Das Resultat sollte anschlieBend mit den Ergebnissen anderer Techniken zur
Proteomanalyse  verglichen = werden.  Auflerdem  sollten auch  eukaryontische

Methyltransferasen aus pflanzlichen und tierischen Zelllysaten isoliert werden.
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3 Ergebnisse und Diskussion

3.1 Aktivitatsbasierte Substrat- und Proteinprofilierung mit Aziridin-

Kofaktoren

Eine Sonderform des aktivitdtsbasierten Proteinprofiling basiert auf der SMILing DNA
Technologie (Sequence-specific Methyltransferase-Inducd Labelling of DNA) mit Aziridin-
Kofaktoren (Pljevaljcic et al., 2004). Bei den Aziridin-Kofaktoren handelt es sich um
synthetische SAM-Analoga, die statt des Methionylrests eine Aziridingruppe aufweisen. Der
Adenosylteil dieser Aziridin-Kofaktoren kann unterschiedlichste Modifikationen aufweisen,
wie z.B. Fluorophore (Pljevaljcic et al, 2003 oder Schmidt et al., 2008) oder

Affinitdtsmarkierungen wie Biotin (Wilkinson et al., 2008).

N N
| ] [ ] N N— N7
AT 1 J
(|5 (IJ NH; (I; (I; HN
_R
¢ (I; </Nf§N HN C (I; </N | N OH OH
| ° N N/) (NfN | © N N/)
T } o~ e AL T ] o~ .
| 0 + o — > ‘ o + H
] ouerase
¢ ¢ OH OH a9 G ¢
| 1  DNA Aziridin-Kofaktor [ ] "SMILing" DNA
SV SN
s
R=H
H
TNH
o
Az 6BdFIAZ 6BAZz

Schema 3: Sequenzspezifische, MTasen-katalysierte ~Ubertragung von  Aziridin-
Kofaktoren auf die Zielposition (in diesem Fall die N6-Position von Adenin mit M.Taql)
innerhalb der DNA. Die Aziridin-Kofaktoren kénnen an verschiedenen Positionen des
Adeninteils Modifikationen aufweisen (im aufgefiihrten Fall in N6-Position). Dabei kdnnen
unterschiedliche Modifikationen benutzt werden, wie z.B. der Fluorophor Bodipy FI bei
6BdFIAz oder die Affinitatsmarkierung Biotin bei 6BAz.

Aus Schema 3 ist ersichtlich, dass bei der durch MTasen katalysierten Reaktion zwischen
einem Aziridin-Kofaktor und der DNA nicht wie bei einer normalen Methylierungsreaktion

nur ein kleiner Teil des Kofaktors auf die DNA iibertragen wird (vgl. Schema 2), sondern der
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gesamte Kofaktor, inklusive eventueller Modifikationen mit der DNA kovalent gekuppelt
wird.

Bereits frither konnte dabei beobachtet werden, dass einige MTasen nach einer solchen
Reaktion eine sehr feste, nicht-kovalente Bindung mit der modifizierten DNA eingehen. Die
Bindung kann so stabil sein, dass ein solcher Komplex aus modifizierter DNA und MTase
tiber Anionenaustausch HPLC aufgereinigt werden kann (Schmidt, 2004). Da die DNA-
MTase dabei praktisch auf der modifizierten DNA gefangen ist, wurde das Phinomen als
trapping bezeichnet. Der Mechanismus beim trapping ist jedoch ganz anders als bei der
klassischen aktivitdtsbasierten Proteinprofilierung, da beim trapping keine kovalente
Verkniipfung zwischen dem modifizierten Kofaktor und dem Zielprotein entsteht. Trotzdem
kann trapping dazu genutzt werden bestimmte Proteine sehr spezifisch aus komplexen

Proteingemischen zu isolieren, wie das folgende Beispiel zeigen soll.

gereinigte M.Taql und Az Zelllysat mit M.Tagl und 6BdFIAz
I | B} ,1/ 1
?.
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B alcoptavidin Magomers, r Streptavidin Monomer
| —— | —
Abb. 3: Immobilisierung von M.Tagl mit Aziridin-Kofaktoren. Links: Duplex-DNA

14+TCGA-Bio/14-TCGA (500 nM), Aziridin-Kofaktor Az (100 uM) und M.Tagl (400 nM)
wurden in 100 pl Ex-Vivo-SMILing-Puffer 60 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde die
Probe mit 100 yl 2 x B&W Puffer und 400 ug Magnetpartikel (Dynabeads® M-280
Streptavidin) versetzt und bei Raumtemperatur mit gelegentlichem Schitteln 30 min
inkubiert. Danach wurde die Probe viermal mit 200 pl B&W Puffer gewaschen, wobei nach
jedem Waschschritt ein Viertel der Magnetpartikel flr die spatere Analyse abgenommen
wurde.

Rechts: Duplex-DNA 14+TCGA-Bio/14-TCGA (500 nM), Aziridin-Kofaktor 6BdFIAz (100 uM)
und Zelllysat von E. coli ER2276-pA1 (1,5 mg/ml) wurden in 100 pl Ex-Vivo-SMILing-Puffer
60 min bei 37°C inkubiert. Ein Kontrollansatz wurde ohne 6BdFIAz durchgefiihrt, ein weiterer
Kontrollansatz mit Zelllysat von E. coli ER2267 (ohne MTagql). AnschlieRend wurden die
Proben mit 100 yl 2 x B&W Puffer und 500 uyg Magnetpartikel (Dynabeads® M-280
Streptavidin) versetzt und bei Raumtemperatur mit gelegentlichem Schitteln 30 min
inkubiert. AnschlieRend wurde die Probe viermal mit 200 yl B&W Puffer gewaschen. Die
Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschliel’ende Silberfarbung.
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In Abb. 3 ist das Ergebnis zweier Experimente dargestellt, bei dem die DNA-MTase M.Taql
mit Hilfe von Aziridin-Kofaktoren, biotinylierter Duplex-DNA und streptavidinbeschichteten
Magnetpartikeln spezifisch isoliert werden sollte. Das linke Gel lésst deutlich erkennen, dass
die verwendete M.Taql durch mit dem Kofaktor Az modifizierte Duplex-DNA kaum isoliert
werden kann. Bereits nach zwei Waschschritten konnte auf den Magnetpartikeln keine
M.Taql mehr nachgewiesen werden (Spur 3). Trapping von M.Tagql ist mit diesem Kofaktor
also nicht moglich, da die Bindung zwischen M.Taql und der mit Az modifizierten Duplex-
DNA zu schwach ist. Anders ist dies bei Verwendung des Kofaktors 6BdFIAz. Die im rechten
Gel aufgetrennten Proben wurden viermal gewaschen. Im Unterschied zum linken Gel wurde
bei diesem Experiment aber keine gereinigte M.Taql, sondern Zelllysat eines M.Taql
expremierenden E. coli Stamms eingesetzt. Wie aus Spur 10 ersichtlich ist, konnten mit
6BdF1Az grole Mengen M.Taql sehr spezifisch aus diesem komplexen Proteingemisch
isoliert werden. Aus zwei Kontrollansdtzen, einer ohne den Kofaktor 6BdF1Az (Spur 8) und
einer mit einem Zelllysat eines nicht M.Taql expremierenden E. coli Stamms (Spur 9),
wurden fast keine Proteine isoliert. Dies zeigt, dass M.Taql mit dieser Methode sehr
spezifisch isoliert werden kann.

Die Methode hat jedoch auch einige gravierende Nachteile. Das Beispiel des unmodifizierten
Aziridin-Kofaktors Az zeigt, dass nicht jeder Kofaktor, der auf das Zielsubstrat (in diesem
Fall Duplex-DNA) iibertragen wird, auch zu einem Produkt fiihrt, zu welchem das betreffende
Enzym auch eine geniigend starke Bindungsaffinitét aufweist. Das Fehlen einer kovalenten
Verkniipfung zwischen der fiir die Isolierung herangezogenen Komponente (in diesem Fall
biotinylierte Duplex-DNA) und dem zu isolierenden Enzym stellt einen deutlichen
Unsicherheitsfaktor dar.

AuBerdem ist nicht unbedingt jedes der potentiellen Zielproteine in der Lage das verwendete
Kofaktoranalogon umzusetzen. Die in verschiedensten coliformen Bakterien vorkommende
Dam MTase (Heithoff et al., 1999) kann die Aziridin-Kofaktoren nicht mit der DNA kuppeln.
Der grofte Nachteil, sowohl beim trapping als auch bei der klassischen aktivitdtsbasierten
Proteinprofilierung, ist aber die Tatsache, dass ein geeignetes, reaktives Kofaktor- oder
Substratanalogon verfiigbar sein muss. Dies stellt aber einen seltenen Gliicksfall dar. Deshalb
wird zur spezifischen Isolierung von Proteinen dringend eine Methodik benétigt, die die
Ausbildung einer hinreichend starken Bindung zum Zielprotein unabhingig von dessen

katalytischen Eigenschaften ermdglicht.
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3.2 Optimierung der Bedingungen fir das Einfangen von gereinigten

MTasen durch trifunktionelle Fangverbindungen

Die naheliegende Vorgehensweise bei der Verwendung trifunktioneller Fangverbindungen
zur Isolierung funktioneller Subproteome ist der FEinsatz frei in Ldsung befindlicher
Fangverbindung. Alle in dieser Arbeit verwendeten Fangverbindungen sind relativ gut
wasserloslich. Eine minimale Wasserloslichkeit von 1 mM wurde fiir jede dieser
Fangverbindungen experimentell bestitigt. Eine noch deutlich hohere Wasserloslichkeit ist
wahrscheinlich, fiir praktische Anwendungen aber nicht von Bedeutung.

Schema 4 (niichste Seite) gibt einen Uberblick iiber die Vorgehensweise bei der Isolierung

eines funktionellen Subproteoms aus einem Zelllysat.
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Selektion:

Die Fangverbindung bindet mit ihrer Selektivi-
tatsfunktion (blau) spezifisch, jedoch nicht-
kovalent an die Zielproteine (blauer Kreis).

Photoaktivierung:
Durch Licht wird die Reaktivitatsfunktion (rot)
der Fangverbindung aktiviert.

Photoverkniipfung:

Nach der Photoaktivierung der Reaktivitats-
funktion gehen die zuvor an ein Zielprotein
gebundenen Fangverbindungsmolekile

mit dem Zielprotein eine kovalente Bindung
ein (roter Kreis).

Entfernen liberschiissiger Fangverbindung:
Fangverbindungsmolekiile, die nicht mit einem
Protein reagiert haben werden durch Gel-
permeationschromatographie abgetrennt.

Danach sind noch alle Proteine vorhanden,
aber nur einige sind kovalent mit einer Fang-
verbindung verknipft

Isolierung:

Streptavidinbeschichtete Magnetpartikel
(braun) binden an die Isolierfunktion der
Fangverbindung (grin). Alle anderen Proteine
werden durch Waschschritte abgetrennt.

Analyse:

Die isolierten Proteine konnen z.B. durch
Massenspektrometrie oder Gelelektrophorese
identifiziert und quantifiziert werden.

Schema 4: Funktionsbasierte Isolierung von Subproteomen mit Hilfe von in Ldsung
befindlichen trifunktionellen Fangverbindungen.
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Die Selektion findet bereits gleich zu Beginn dadurch statt, dass die Fangverbindung eine sehr
spezifische, nicht-kovalente Bindung mit der zur Selektivititsfunktion passenden Bindetasche
der Zielproteine eingeht (blauer Kreis). Die in Losung befindliche Fangverbindung verhélt
sich dabei wie ein zum natiirlichen Substrat analoger, kompetitiver Inhibitor.

Im néchsten Schritt erfolgt die Photoaktivierung der Fangverbindung, worauthin diese eine
Photoverkniipfung mit dem Zielprotein eingeht (roter Kreis). Aus der reversiblen, nicht-
kovalenten Bindung ist damit eine irreversible, kovalente Bindung geworden.

Der Uberwiegende Teil der Fangverbindung befindet sich wihrend der Photoaktivierung frei
in Losung da die Zielproteine im Vergleich zur Fangverbindung normalerweise in deutlichem
Unterschuss vorliegen. Diese Fangverbindungsmolekiile reagieren nach der Photoaktivierung
nicht mit einem der Zielproteine sondern mit Wasser oder einer der Pufferkomponenten. Die
iiberschiissige Fangverbindung muss durch Gelfiltration abgetrennt werden, da sie im
Folgenden Schritt zu Problemen fiihren kann.

Zur Isolierung der kovalent mit der Fangverbindung verkniipften Proteine werden
magnetische, mit Streptavidin beschichtete Partikeln eingesetzt. Das Streptavidin auf der
Partikeloberfliche kann mit Biotin, welches die Isolierfunktion der Fangverbindungen
darstellt, eine nicht-kovalente, aber dennoch extrem feste Bindung eingehen. Von ganz
wenigen, natiirlicherweise biotinylierten Proteinen abgesehen binden nur solche Proteine an
diese Magnetpartikel, die zuvor eine kovalente Verkniipfung mit der Fangverbindung
eingegangen sind. Die restlichen Proteine konnen durch verschiedene Waschschritte praktisch
vollstindig entfernt werden.

Am Ende sind auf der Oberfliche der Magnetpartikel die Proteine immobilisiert, die zuvor
spezifisch an die Selektivititsfunktion der Fangverbindung gebunden hatten. Das extrem
komplexe Zelllysat wurde auf ein beziiglich der gewdhlten Selektivititsfunktion der
Fangverbindung spezifisches Subproteom reduziert, welches z.B. durch elektrophoretische

oder massenspektrometrische Verfahren analysiert werden kann.
3.2.1 Einfangen von M.Taql mit der trifunktionellen Fangverbindung B1-N6-SAH

Mit der Fangverbindung BI1-N6-SAH stand zum ersten Mal eine trifunktionelle
Fangverbindung fiir das Einfangen von SAM- oder SAH-bindenden Proteinen zur Verfiigung.
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Abb. 4: Strukturformeln  des  Fangverbindungsgrundgerists B1  und  der

Fangverbindung B1-N6-SAH.

Im Gegensatz zu dem oben aufgefiithrten Aziridin-Kofaktor sollte sie eine kovalente
Verkniipfung mit dem gewiinschten Zielprotein eingehen und damit eine extrem stringente
Isolierung des Zielproteins von anderen Proteinen, Nukleinsduren und weiteren
Zellbestandteilen ermoglichen. Um die Funktion dieses neuen Verfahrens zu demonstrieren,

wurden verschiedene Experimente mit der adeninspezifischen DNA-MTase M.Taql

durchgefiihrt, die in aufgereinigter Form zur Verfiigung stand.

Abb. 5: Einfangen von M.Tagl mit der Fangverbindung B1-N6-SAH. Das Experiment
wurde durchgefuhrt mit aufgereinigter M.Tagl (1 yM) und B1-N6-SAH (10 uM) bzw. B1
(10 yM) als Kontrolle. Das Probenvolumen betrug jeweils 100 pl und fiir das Isolieren wurden
je 200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch
SDS-PAGE und anschlieRende Silberfarbung.
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Abb. 5 zeigt das Ergebnis eines typischen Einfangexperiments mit M.Taql und der
Fangverbindung B1-N6-SAH. In Spur 1 sind 2 % des gesamten Ansatzes vor der Bestrahlung
aufgetragen, in den Spuren 3 — 9 jeweils 100 % der Einfangexperimente. In jedem Ansatz
befanden sich 100 pmol (4,8 ng) M.Taql. Die Bande in Spur 1 entspricht also 2 pmol (0,1 pg)
M.Taql. In Spur 3 ist eine analoge, aber deutlich stirkere Bande zu sehen. Hierbei handelt es
sich um kovalent an BI-N6-SAH gebundene M.Taql. Man beachte, dass die kovalent mit B1-
N6-SAH modifizierte M.Taql in Spur3 aufgrund des um ca. 1,1 kDa grofleren
Molekulargewichts im Gel nicht ganz so weit gelaufen ist wie die M.Taql in Spur 1 (vgl.
Doppelpfeil). Bei den sehr dicken Banden am unteren Rand des Gels handelt es sich um
Streptavidin Monomer (Avarana et al., 1986), welches unter den harschen Bedingungen der
Probenvorbereitung fiir die SDS-PAGE von den Magnetpartikeln eluiert wird.

Durch einen Vergleich der M.Taql-Banden in den Spuren 1 und 3 ldsst sich die Ausbeute an
M.Taqgl grob auf 10 — 20 % der eingesetzten Menge abschitzen. Allerdings muss eine
derartige Quantifizierung kritisch betrachtet werden, da zwischen Proteinmenge und
Bandenintensitét bei Silberfarbung kein linearer Zusammenhang besteht (Merril et al, 1984).
In den Spuren 4 — 9 sind die Ergebnisse einiger Kontrollansdtze zu sehen. Sie sollen die
Spezifitit der Methode belegen. So kann die Fangverbindung B1-N6-SAH z.B. mit einem
Uberschuss an freiem SAH aus der SAH-Bindetasche des Enzyms verdringt werden. Als
Folge kommt es bei Bestrahlung mit Blitzlicht nicht mehr zu einer kovalenten Verkniipfung
zwischen Enzym und Fangverbindung (Spur 4). Auch ohne die SAH-Selektivititsfunktion am
Fangverbindungsgrundgeriist Bl kommt es nicht zu einer kovalenten Verknilipfung mit dem
Enzym (Spur 5). Wenn die Proben vor der Isolierung durch die Magnetpartikel nicht mit einer
Blitzlampe bestrahlt wurde, kann ebenfalls keine M.Taql isoliert werden (Spur 6). Dies zeigt
deutlich, dass die isolierte M.Taql in Spur 3 tatsdchlich kovalent an die Fangverbindung
gebunden ist. Wiirde sie iiber die nicht-kovalente Bindung an die SAH-Gruppen der
Fangverbindung auch auf den Magnetpartikeln immobilisiert werden, so wére dieser Effekt
ohne Bestrahlung gleichermallen zu beobachten. Auch eine direkte Wechselwirkung zwischen
den Magnetpartikeln und M.Taql kann ausgeschlossen werden, da beim Fehlen der
Fangverbindung ebenfalls keine M.Taql isoliert werden kann (Spur 7). Wenn die Biotin-
Bindestellen des Streptavidins auf der Oberfliche der Magnetpartikel bereits vor der
Inkubation mit der kovalent an die Fangverbindung gebundenen M.Taql von Biotin belegt
sind, dann kommt es zu keiner zusitzlichen Bindung von biotinylierter M.Taql oder einem
Austausch des zuvor gebundenen Biotins durch biotinylierte M.TaqI (Spur 8). Die MyOne™

Streptavidin C1 Magnetpartikel selber erzeugen auf dem Gel genau eine Bande, die allerdings
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sehr dick ist (Spur 9). Das Auftreten dieser aus monomerem Streptavidin bestehenden Bande
ist wegen der fiir die SDS-PAGE nétigen Probenvorbereitung unvermeidlich. Um die an
Streptavidin gebundenen biotinylierten Proteine wieder frei zu setzen, miissen die Proben in
Gegenwart von SDS auf 100°C erhitzt werden. Dabei zerféllt das homotetramere Streptavidin
in seine Untereinheiten. Da das Streptavidin nur mit einer Untereinheit kovalent an die
Oberfliache der Magnetpartikel gebunden ist (Produktbeschreibung des Herstellers), konnen
sich drei der vier Untereinheiten von den Magnetpartikeln 1sen.

Die oben aufgefiihrten Ergebnisse demonstrieren deutlich das Funktionsprinzip der neuen, auf
trifunktionellen Fangverbindungen beruhenden Technik. Obwohl sich in den Ansétzen
sowohl M.Taqgl als auch Magnetpartikel befanden, konnte eine Immobilisierung auf der
Partikeloberfldche nur erfolgen, wenn alle nétigen Rahmenbedingungen erfiillt waren:

1. Es muss eine Fangverbindung mit passender Selektivititsfunktion (in diesem Fall SAH)
vorhanden sein.

2. Es sollten keine potentiellen Kompetitoren vorliegen.

3. Es muss eine geniigende Menge Lichtenergie geeigneter Wellenlidge appliziert werden,
damit es zu einer Photoverkniipfung zwischen Zielprotein und Fangverbindung kommt.

4. Es miissen Streptavidin-ummantelte Magnetpartikel mit freier Bindekapazitit fir die

biotinylierten Zielproteine zur Verfiigung stehen.
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3.2.2 Einfangen der MTasen M.Hhal, Clr4 und Trm4 mit B1-N6-SAH - ein
Vergleich

Mit der trifunktionellen Fangverbindung B1-N6-SAH kann die adeninspezifische DNA-
MTase M.Taql spezifisch biotinyliert werden, um sie anschlieBend auf Streptavidin-
ummantelten Magnetpartikeln zu immobilisieren. Dies konnte mit dem oben aufgefiihrten
Experiment (Kapitel 3.2.1) gezeigt werden. Da die angewandte Methode aber zur Isolierung
vollstdndiger funktioneller Subproteome — im Fall der SAH-Fangverbindungen des

Methyloms — eingesetzt werden soll, miissen sich andere MTasen ebenfalls isolieren lassen.
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Abb. 6: Einfangen der DNA-MTasen M.Hhal, der Protein-MTase CIr4 und RNA-
MTase Trm4 mit der Fangverbindung B1-N6-SAH. Fir das Experiment wurden aufgereinigte
Enzyme verwendet (jeweils 1 uM). Eingesetzt wurde die Fangverbindung B1-N6-SAH bzw.
das entsprechende Fangverbindungsgrundgerist B1 (jeweils 10 yM). Fir Verdrangungs-
kontrollen wurden Ansatze zusatzlich mit SAH (6,8 mM) versetzt. Das Probenvolumen betrug
jeweils 100 pl und fir das Isolieren wurden je 200 ug MyOne™ Streptavidin C1
Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieRende
Silberfarbung.

Eine breite Einsetzbarkeit des neuen Einfangverfahrens wurde mit der DNA-Cytosin-C4-
DNA-MTase M.Hhal (Klimasauskas et al., 1994), der Histon H3-Lysin9-MTase Clr4 (Rea et
al., 2000) und der tRNA:m’C-MTase Trm4 (Motorin und Grosjean, 1999) iiberpriift. Dabei
wurden die gleichen Bedingungen gewidhlt wie im oben aufgefiihrten Experiment mit M. Taql
(10 uM B1-N6-SAH bzw. B1, 1uM der jeweiligen MTase, 6,8 mM SAH in den
Verdringungskontrollen und 200 pg MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel fiir das

Isolieren).
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Die Ergebnisse der Experimente sind in Abb. 6 dargestellt. Es ist erkennbar, dass nur bei
Verwendung der Fangverbindung B1-N6-SAH und nur in Abwesenheit des Kompetitors SAH
Proteine isoliert werden konnten (Spuren 2, 5 und 8). Dies entspricht den Erwartungen, da es
zu keiner Vorbindung zwischen Fangverbindung und MTase kommen kann, wenn der
Fangverbindung die Selektivitidtsfunktion SAH fehlt (Spuren 4, 7 und 10). Auch das
Vorhandensein eines Uberschusses an freiem SAH verhindert eine Vorbindung zwischen
MTase und Fangverbindung, da die SAH-Selektivititsfunktion der Fangverbindung durch das
freie SAH aus der Bindetasche der betreffenden MTase kompetitiv verdrangt wird (Spuren 3,
6 und 9).

Bei der Betrachtung des Gels fallt allerdings sofort auf, dass die Ausbeute an isolierter MTase
bei den drei eingesetzten Enzymen deutlich variiert. Zwar ist eine absolute Quantifizierung
bei diesem Gel wegen des Fehlens eines Mengenstandards nicht moglich, aber ein Vergleich
der Banden untereinander ist — abgesehen von den der Silberfirbetechnik anhaftenden
Beschriankungen hinsichtlich der Linearitidt — durchaus moglich. Die Ausbeute an isoliertem
Enzym ist bei M.Hhal demnach ca. zehnmal kleiner als die der als Doppelbande auftretenden

Clr4. Die Ausbeute der Trm4 ist noch kleiner.

3.2.3 Einfluss der Konzentration der Fangverbindung auf die Ausbeute an

isoliertem Protein

Beim selektiven Einfangen von Enzymen durch trifunktionelle Fangverbindungen ist eine
spezifische, nicht-kovalente Vorbindung zwischen Enzym und Selektivititsfunktion der
Fangverbindung eine Grundvoraussetzung. Diese Vorbindung wird dann durch die Photo-
verkniipfung zwischen Enzym und Fangverbindung kovalent fixiert.

Um den Zusammenhang zwischen nicht-kovalenter Vorbindung und Ausbeute genauer zu
untersuchen, wurden gleichzeitig mehrere MTasen mit einer Fangverbindung in

unterschiedlichen Konzentrationen eingefangen.
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Abb. 7: Einfangen der DNA-MTasen M.BseCl, M.Tagl und M.Hhal bei
unterschiedlichen Konzentrationen der Fangverbindung B1-N6-SAH. Fir das Experiment
wurden aufgereinigte Enzyme verwendet (jeweils 0,5 uM). Die Konzentration der
Fangverbindung B1-N6-SAH wurde variiert (0,5 uM bis 20 uM). Ein Kontrollexperiment
wurde unter Verwendung des Fangverbindungsgrundgerits B1 (20 uM) durchgefiihrt. Das
Probenvolumen der Ansatze betrug jeweils 100 pyl und fiir das Isolieren wurden jeweils
200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch
SDS-PAGE und anschlieRende Silberfarbung.

In Abb. 7 ist das Ergebnis von Einfangexperimenten mit M.BseClI (Rina und Bouriotis, 1993),
M.Taql, M.Hhal und der Fangverbindung B1-N6-SAH in unterschiedlichen Konzentrationen
gezeigt. Ein Kontrollexperiment wurde unter Verwendung des Fangverbindungsgrundgeriists
B1 durchgefiihrt. Wahrend die Konzentration der MTasen in allen Ansétzen identisch war
(0,5 uM), variierte die Konzentration der Fangverbindung von 0,5 uM bis 20 uM. Dabei
konnte mit einer B1-N6-SAH-Konzentration von 0,5 uM lediglich M.Taql in nennenswerten
Mengen eingefangen werden (Spur 2). Mit steigender B1-N6-SAH-Konzentration konnten
dann auch M.Hhal und M.BseCI eingefangen werden. Besonders auffallend ist, dass bei
M.Taql die maximale Ausbeute bereits bei einer B1-N6-SAH-Konzentration von 5 uM
erreicht ist (Spur 4) und auch nicht mehr weiter ansteigt, wihrend in diesem Experiment die
Ausbeute an M.Hhal und M.BseClI bei einer B1-N6-SAH-Konzentration von 20 uM am
groBten war (Spur 6). Solche Konzentration an Fangverbindung fiihrten bei M.BseClI jedoch

schon zu Ausbildung eines unspezifischen Hintergrunds (Spur 7). Eigentlich sollte mit der
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Kontroll-Fangverbindung B1 keine der eingesetzten MTasen eingefangen werden konnen, da
die Selektivitatsfunktion SAH fehlt.

Zudem ist auf diesem Gel eine weitere Bande bei ca. 27 kDa zu erkennen. Diese Bande
tauchte auf sehr vielen Gelen in unterschiedlichen Intensititen auf. Vermutlich handelt es sich
bei dem betreffenden Protein um dimeres Streptavidin. Allerdings wurde dies nicht durch
Ausschneiden der Bande und anschlieBende massenspektrometrische Untersuchung tiberpriift,
so dass diese Bande im Folgenden lediglich mit ,,27 kDa Bande* bezeichnet sein wird.

Das Experiment zeigt deutlich, dass ein Zusammenhang zwischen Ausbeute an spezifisch
eingefangenen Proteinen und der Konzentration der eingesetzten Fangverbindung besteht.
Dies entspricht den Erwartungen, da eine spezifische, nicht-kovalente Vorbindung zwischen
Enzym und Selektivititsfunktion der Fangverbindung eine Grundvoraussetzung fiir eine
spitere spezifische Photoverkniipfung ist. Diese Vorbindung ist aber besonders im
Konzentrationsbereich unterhalb der jeweiligen Dissoziationskonstante (Kp) stark
konzentrationsabhéngig. Fiir die spezifische, nicht-kovalente Vorbindung zwischen Enzym

(E) und Kofaktor bzw. Substrat (S) gilt:

. = (Bl = [ESD % (IS,] — [ESD)
v [ES]

Aufgeldst nach [ES] ergibt sich:

o) = EAE Do R j (Folx 2ol KD)Z ~ [Eo] X [So]

Dabei ist:

Kp : Dissoziationskonstante

[Eo] eingesetzte Enzymkonzentration

[So] eingesetzte Substratkonzentration

[ES] Konzentration des Enzym-Substrat Komplexes im

Gleichgewichtszustand

Der gleiche mathematische Zusammenhang wiirde aber auch fiir eine unspezifische, nicht-
kovalenten Vorbindung zwischen Enzym und Fangverbindung gelten. Diese konnte z.B. auf
ionischen oder polaren Wechselwirkungen beruhen. Fiir eine solche unspezifische, nicht-
kovalente Vorbindung ist aber eine deutlich groBere Dissoziationskonstante anzunehmen.

Der Anteil der Enzyme, der eine spezifische bzw. unspezifische Vorbindung mit einer
Fangverbindung eingeht, ldsst sich berechnen wenn die entsprechenden KpWerte bekannt
sind. Im folgenden Beispiel wurden die Verhéltnisse fiir ein hypothetisches Enzym mit einer
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spezifischen Bindungstasche und einer unspezifischen Bindungsstelle simuliert (Abb. 8). Fiir
die Dissoziationskonstante der spezifischen Bindung wurde in diesem Beispiel 5 uM, fiir die
der unspezifischen Bindung 500 uM angenommen. Dabei wurde mit einer
Enzymkonzentration von 1 uM gerechnet. Die Substratkonzentration wurde zwischen 1 pM

und 100 000 uM variiert.
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Abb. 8: Konzentration eines Enzym-Substrat-Komplexes [ES] in Abhangigkeit von der

eingesetzten Substratkonzentration [So]. In dieser Simulation bindet ein hypothetisches
Enzym (1 uM) ein Substrat spezifisch mit einem Kp-Wert von 5 uyM (blau) oder unspezifisch
mit einem Kp-Wert von 500 uM (rot).

Bei dem in Abb. 8 dargestellten Beispiel ist der KpWert der unspezifischen Bindung um den
Faktor 100 groBer als der Kp-Wert der spezifischen Bindung. Der Anteil von Enzym mit
spezifisch gebundenem Substrat betrégt bei einer Substratkonzentration von 1 x Kp fast 50 %,
bei 2 x Kp ca. 65 % und bei 10 x Kp iiber 90 %. Bei diesen Substratkonzentrationen liegen die
Anteile von Enzym mit unspezifisch gebundenem Substrat lediglich bei 1 %, 2 % bzw. 10 %.

Diese Modellrechnung zeigt weiterhin, dass zum spezifischen Einfangen von Enzymen
mindestens Fangverbindungskonzentrationen in der Groflenordnung zwischen ein- und
zehnmal Kp eingesetzt werden sollten. Bei einer Unterschreitung des Kp-Werts sinkt der
Anteil von Enzym mit gebundener Fangverbindung drastisch und damit sinkt auch die zu
erwartende Ausbeute an spezifisch eingefangenem Enzym. Allerdings sollte eine zu grofle

Fangverbindungskonzentration ebenfalls vermieden werden. Betragt die
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Fangverbindungskonzentration ndmlich bereits ein Mehrfaches des spezifischen Kp-Werts, so
steigt der Anteil Enzym mit spezifisch gebundener Fangverbindung bei weiterer
Konzentrationserhohung nur noch marginal, wihrend der Anteil Enzym mit unspezifisch
gebundener Fangverbindung stark ansteigt.

Die beim spezifischen Einfangen von Enzymen mittels trifunktioneller Fangverbindungen
gewidhlte Fangverbindungskonzentration stellt also prinzipiell einen Kompromiss dar und
richtet sich sowohl nach der Stirke der spezifischen Vorbindung als auch nach der Stirke
einer eventuell auftretenden unspezifischen Vorbindung. Dabei muss auch erwogen werden,
ob die Ausbeute an spezifisch eingefangenem Protein maximiert werden soll, oder ob die
Spezifitdt, also das Verhiltnis zwischen spezifisch und unspezifisch eingefangenem Enzym
moglichst grof sein soll.

Es sind aber auch andere Mechanismen denkbar, die zu einer unspezifischen kovalenten
Quervernetzung zwischen Protein und Fangverbindung fiihren. Es konnte z.B. auch der Fall
sein, dass sich die Fangverbindung bei ihrer Photoaktivierung zufillig in unmittelbarer Nihe
eines beliebigen Proteins befindet. Sie konnte dann unmittelbar nach ihrer Photoaktivierung

mit einem Protein kollidieren und reagieren.

3.2.4 Einfluss des Bestrahlungsintensitat auf die Ausbeute an isoliertem Protein

Bei photochemischen Reaktionen kommt dem Licht natiirlich eine besondere Bedeutung zu.
Dabei muss nicht nur die Wellenldnge des verwendeten Lichts fiir die Aktivierung der
photoreaktiven Verbindung geeignet sein. Auch die eingesetzte Lichtmenge muss ausreichend
sein.

Fiir alle aufgefiihrten Experimente wurde eine B1600 Studio Blitzlampe (AlienBees) mit
einer AWFT14MMUYV Blitzrohre (Paul C. Buff Inc.) verwendet. Sie liefert einen ca. 1 ms
andauernden Blitz mit einer Energie von 640 Ws, wobei der Hauptteil der Lichtenergie sogar

in einer deutlich kleineren Zeitspanne frei wird (Produktbeschreibung des Herstellers).
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Abb. 9: Emissionsspektrum (in  Anlehnung an Angaben des Herstellers) der
AWFT14MMUV Blitzréhre. Die rote Markierung entspricht 315 nm.

Geht man vereinfacht von einer punktférmigen Lichtquelle ohne Reflektor aus, so treffen in
2 cm Entfernung von der Lampe pro cm® rund 12,8 J an Energie auf. In Westeuropa braucht
die Sonne an einem klaren Sommertag ca. 30 min um diese Energiemenge zu liefern. Bei
einer Entfernung von 20 cm verringert sich dieser Betrag jedoch auf 1/100.

Allerdings ist zur Aktivierung von para-substituierten Arylaziden UV-Licht mit einer
Wellenldnge um 310 nm erforderlich (Reiser und Marley, 1968). Somit ist nur der Lichtanteil
unterhalb von 315 nm geeignet, um eine Aktivierung der Fangverbindung zu bewirken. Wie
aus Abb. 9 hervorgeht, ist dieser Anteil bei der eingesetzten Blitzrohre sehr klein. Er betrigt
ca. 0,25 %.

Um die geeignete Lichtenergie fiir eine quantitative Umsetzung der -eingesetzten
Fangverbindung zur Verfligung zu stellen, gibt es zwei prinzipielle Moglichkeiten. Zum
Einen kann die Lichtintensitit optimiert werden. Dies kann z.B. durch eine geringere
Entfernung zur Lichtquelle erfolgen. Zum Anderen kann die Bestrahlungsdauer erhoht
werden. Bei Verwendung einer Blitzlampe bedeutet dies eine Erh6hung der Blitzzahl. Um zu
tiberpriifen, ob es glinstiger ist die bendtigte Lichtmenge durch eine maximierte

Lichtintensitdt oder durch eine hohere Belichtungsdauer zur Verfiigung zu stellen, wurde ein
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vergleichendes Experiment unter Verwendung der B1-N6-SAH Fangverbindung und der

DNA-MTasen M.BseCI und M.Hhal durchgefiihrt. Das Ergebnis ist in Abb. 10 dargestellt.

Abb. 10: Einfangen der DNA-MTasen M.BseCl und M.Hhal mit der Fangverbindung
B1-N6-SAH unter unterschiedlichen Bestrahlungsbedingungen. Neben der Standardmethode
(Proben befinden sich in PCR-Eppendorfgefallen und schwimmen in einem
eiswassergekiihlten Reflektor nur 2 cm von der Blitzréhre entfernt) wurde ein Ansatz in
einem offenen Schalchen aus silanisiertem Glas in einem Abstand von 20 cm von der
Blitzréhre 30 mal bestrahlt (offene Bestrahlung). Das Schélchen stand dabei auf einer
eisgeklhlten Edelstahlplatte. Flir das Experiment wurden aufgereinigte Enzyme verwendet
(5 yM M.Hhal und 2,3 uM M.BseCl). Die Fangverbindungskonzentration betrug 20 uM. Die
Isolierung erfolgte jeweils mit 200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel. Die Analyse
erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieRende Silberfarbung.

In dem mit ,,offene Bestrahlung® bezeichneten Ansidtzen wurden die Proben in offenen
Glasschidlchen (Innendurchmesser 12 mm) aus silanisiertem Glas insgesamt 30mal aus einer
Entfernung von 20 cm bestrahlt. Zur Kiihlung befand sich das Schilchen dabei auf einer mit
einem diinnen Wasserfilm versehenen, eisgekiihlten, reflektierenden Metallfldche.

Bei dem mit der ,,Standard Bestrahlung®™ behandelten Ansatz befand sich die Probe in einem
0,5 ml PCR Eppendorfgefdl3, welches in nur 2 cm Abstand von der Blitzlampe in einem mit
Eiswasser gefiillten Aluminiumreflektor schwamm. Hierbei wurden lediglich drei Blitze
appliziert.

Zuvor war fiir beide Bestrahlungsverfahren der Zerfall des B1-N6-SAH durch UV-Vis-

Spektrometrie verfolgt worden. Dabei konnte festgestellt werden, dass mit der ,,offenen
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Bestrahlung* nach 10 Blitzen ca. 90 % der Fangverbindung reagiert hatten wihrend dies bei
der ,,standard Bestrahlung® bereits nach einem Blitz der Fall war.

Bei der Betrachtung der in Abb. 10 dargestellten Ergebnisse féllt nun sofort auf, dass mit der
»Standard Bestrahlung® bei beiden MTasen eine deutlich groflere Ausbeute erzielt wurde. Ein
Grund hierfiir findet sich in der praktischen Durchfiihrung der Experimente. Wéhrend bei der
»Standard Bestrahlung®™ das GefdBl zum Zusammenpipettieren der Ansétze gleichzeitig auch
das Gefal3 war, in dem die Proben anschliefend bestrahlt wurden war bei der ,,offenen
Bestrahlung® sowohl nach dem Zusammenpipettieren, als auch nach dem Bestrahlen der
Ansitze ein Wechsel der Gefil3e erforderlich. Bei einem Probenvolumen von 100 pl betrugen
die Verluste dabei mindestens 10 %. Bei fritheren Versuchen mit nicht silanisiertem Glas
waren die Verluste sogar noch deutlich grofer.

Ein weitaus wichtigerer Unterschied zwischen den beiden Bestrahlungsmethoden resultiert
aber aus der Kinetik der ablaufenden Vorginge. Bei der Aktivierung der Fangverbindung
kommt es unter Stickstoffabspaltung zur Entstehung eines sehr reaktiven Nitrens (Wang et
al., 2007), welches intramolekular binnen weniger ps zu einem zyklischen Ketenimin

weiterreagieren kann (Burdzinski et al., 2006)(Schema 5).

PEp= =0

aromatisches Azid Singulet Nitren Benzazirin zyklisches Ketenimin

Schema5: Photoaktivierung von aromatischen Aziden.

Auch dieses Ketenimin ist sehr reaktiv und reagiert in wissrigem Millieu sehr schnell
(Halbwertszeit ca. 1 us, Rizk et al., 2006) mit Nukleophilen. Verglichen mit der sehr kurzen
Lebensdauer der bei der Photoaktivierung entstehenden reaktiven Spezies ist die
durchschnittliche Verweildauer der Fangverbindung in der Bindungstasche einer MTase recht

lange. Sie lédsst sich aus der Dissoziationskonstante abschitzen.
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Legt man folgende Gleichgewichtsreaktion zu Grunde:

[E]+[S] S [ES]

so gilt fiir die Geschwindigkeit von Assoziation und Dissoziation:
Vass = [E] X [S] X kygs und Upiss = [ES] X Kpjss
Fiir den Gleichgewichtszustand gilt:

Vass = VUbiss

[E] X [S] X kpss = [ES] X kpiss

[E] + [S] _ Kpiss

5] Foase P
Dabei ist:
Vass - Geschwindigkeit der Assoziation
VDiss - Geschwindigkeit der Dissoziation
[E] : Enzymkonzentration
[S] : Substratkonzentration
[ES] Konzentration Enzym-Substrat-Komplex
kyos - Geschwindigkeitskonstante der Assoziation
kpiss Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation
Kp : Dissoziationskonstante

Fiir M.Taql und SAH ist der Kp-Wert 2,3 x 10® M. Da bei der Assoziation von einer
bimolekularen Kinetik aus zu gehen ist, kann fiir kass vereinfacht 108 M s!als Obergrenze
fiir eine diffusionskontrollierte Reaktion angenommen werden. Lost man die oben aufgefiihrte
Formel nach Kpjss auf und setzt diese Werte ein, so ergibt sich:

kpiss = Kp X kyss

kpiss =2,3%x107*M x 108 M~1s71 =230 571

Da die Dissoziation eine Reaktion erster Ordnung ist und Kpjss nun bekannt ist 14sst sich auch

die Halbwertszeit 11,2, von ES berechnen:

Loz 063 oo
/2™ kpiss  230s1

Die durchschnittliche minimale Verweildauer der Fangverbindung im aktiven Zentrum von
Enzymen mit Kp-Werten im pM Bereich ist also vergleichbar mit der Dauer eines
Photoblitzes und wesentlich groBer als die Halbwertszeit des zyklischen Ketenimins (ca.
1 us). Das bedeutet, dass ein Fangverbindungsmolekiil, welches sich im Moment der
Photoaktivierung im aktiven Zentrum eines Zielenzyms befindet auch an dieser Position

weiter reagiert. Allerdings muss dies nicht zwangsldufig zu einer Photoverkniipfung mit dem
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Zielenzym fiihren, da Nitrene auch mit Wasser oder anderen Komponenten des Puffers
reagieren konnen.

Der  besondere  Vorteil einer mdglichst schnellen  Photoaktivierung  aller
Fangverbindungsmolekiile resultiert aus der Tatsache, dass durch die Photoaktivierung der
Fangverbindung lediglich die photoreaktive Gruppe zerstdrt wird, nicht aber die
Selektivitdtsfunktion. Ein Fangverbindungsmolekiil, welches nach seiner Photoaktivierung
z.B. mit Wasser reagiert hat, kann danach zwar keine kovalente Verkniipfung mit den
Zielproteinen mehr eingehen, ist aber trotzdem noch in der Lage mit seiner
Selektivititsfunktion nicht-kovalent an diese zu binden. Die daraus resultierenden
Konsequenzen sollen an einem Gedankenexperiment verdeutlicht werden.

Es soll ein Enzym mit einem Uberschuss einer Fangverbindung eingefangen werden. Zur
Vereinfachung sei eine Quervernetzungsausbeute von 100 % angenommen und die
Fangverbindungskonzentration sei so hoch, dass jedes Enzym ein Fangverbindungsmolekiil
gebunden hat. Bei einem geniigend starken Photoblitz wére in diesem Fall auch die Ausbeute
an eingefangenem Enzym 100 %. Wiirden durch einen schwicheren Photoblitz aber nur 50 %
der Fangverbindung abreagieren, so wire die Ausbeute nach diesem ersten Photoblitz auch
nur 50 %. Am aktiven Zentrum der nicht eingefangenen Enzyme stellt sich danach ein neues
Gleichgewicht ein, wobei die Hilfte der Bindungstaschen mit bereits abreagierter
Fangverbindung belegt ist. Selbst wenn ein zweiter Photoblitz so stark wére, dass der ganze
Rest an Fangverbindung abreagiert, so wire die Gesamtausbeute am Ende nur 75 %.

Zur Maximierung der Ausbeute an spezifisch eingefangenem Enzym ist es also sinnvoll, alle
Fangverbindungsmolekiile in einem Zeitraum zu aktivieren, der kiirzer ist als die mittlere
Verweildauer der Fangverbindung im aktiven Zentrum des betreffenden Enzyms. Bei
Enzymen mit Kp-Werten im uM Bereich ist dies mit einer starken Photoblitzlampe durchaus
moglich. Allerdings sollte zur Maximierung der Lichtausbeute folgendes beachtet werden:

1. Der Abstand zwischen Probe und Blitzrohre sollte mdglichst kurz sein.

2. Wenn moglich sollte ein Reflektor verwendet werden.

3. Bei stark lichtabsorbierenden Proben sollte deren Schichtdicke gering gehalten werden.

3. Die verwendeten Probengeféfe sollten Licht um 300 nm moglichst gut passieren lassen.

Besonders der letzte Punkt spricht fiir die Verwendung von offenen Gefdflen. Allerdings ist
dies besonders bei einer groBeren Anzahl an Proben aus praktischen Griinden recht
kompliziert, so dass auf die in biologischen Laboratorien gebrduchlichen Einweggefille aus

Kunststoff, wie z.B. Kunststoff-Kleinstreaktionsgefile = der Firma  Eppendorf
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(EppendorfgefiaBle) zuriickgegriffen werden muss. In Abb. 11 sind Transmissionsspektren der

GefilBwinde einiger gebrauchlicher Kunststoffgefille dargestellt.
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Abb. 11: Transmissionsspektren der Kunststoffwandung einiger gebrauchlicher
Einweggefalie aus Kunststoff. Fur die Messungen wurden die Gefalle zerschnitten, so dass
die Transmission einer Wandung gemessen wurde. Dunkelblau: Polystyrolkivette, blau:
Kunststoffpetrischale, grin: 0,5 ml PCR-Eppendorfgefall, hellgelb: 0,2 ml PCR-Eppen-
dorfgefald, dunkelgelb: 0,5 ml Eppendorfgefald, orange: 2 ml Eppendorfgefaly, rot: 1,5 ml
Eppendorfgefal}.

Die Messungen haben eindeutig gezeigt, dass diinnwandige 0,5 ml PCR-Eppendorfgefafle am
besten geeignet sind. Die Verwendung groBvolumiger EppendorfgefiBe ist nur dann zu
empfehlen, wenn dies wegen groferer Probenvolumina erforderlich ist. Bei sehr groflen
Probenvolumina kann auch auf Petrischalen aus Polystyrol zuriickgegriffen werden.
Besonders bei Probenmaterial mit starker Absorption um 300 nm hat dies zudem den Vorteil,

dass die vom Licht zu durchdringende Schichtdicke verhdltnismaBig gering bleibt.
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3.25 Einfluss von Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) im Fangpuffer auf die

Ausbeute an spezifisch eingefangener M.Taql

Die bei der Photodissoziation von aromatischen Aziden entstehenden primiren Produkte sind
Nitrene, welche zwar so reaktiv sind, dass sie selbst in C—H-Bindungen insertieren kénnen
(Torres et al., 1986), aber binnen weniger ps zu zyklischen Keteniminen weiter reagieren
(Wang et al., 2007). Diese sind aber nicht mehr zu C-H-Insertionen in der Lage und
benotigen Nucleophile um weiter zu reagieren. In reinem Wasser zerfallen sie mit
Halbwertszeiten im ps-Bereich (Rizk et al., 2006). In Anwesenheit von guten Nucleophilen
wire es aber denkbar, dass es zu einem deutlich schnelleren Zerfall kommt und dadurch die
Ausbeute an spezifisch eingefangenen Proteinen reduziert wird.

Ob Nucleophile im Allgemeinen zu einem Quenchen der Photoverkniipfung durch Abfangen
der reaktiven Spezies fiihren, sollte experimentell mit der Fangverbindung B1-N6-SAH, der
DNA-MTase M.Taql und der hdufig verwendeten Pufferverbindung Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris) mit einer primdren Aminogruppe iiberpriift werden. Das Ergebnis ist in

Abb. 12 dargestellt.
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Abb. 12: Einfangen der DNA-MTase M.Taql mit der Fangverbindung B1-N6-SAH

(1 M) in Gegenwart von Tris (100 mM). Als Vergleich diente ein Ansatz ohne Tris und eine
Verdrangungskontrolle mit SAM (10 mM) unter Standardbedingungen. Fur das Experiment
wurde aufgereinigte M.Tagl verwendet (5 uM). Das Probenvolumen der Ansatze betrug je
100 pl und fir das Isolieren wurden je 200 ug M-280 Streptavidin Magnetpartikel eingesetzt.
Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieende Silberfarbung.

Die im Experiment eingesetzte Tris-Konzentration war mit 100 mM relativ hoch gewdhlt.

Trotzdem war die Menge an eingefangener M.Taql sogar etwas hoher als in der
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Vergleichsprobe, wie aus dem Vergleich zwischen Spur 2 und Spur 4 in Abb. 12 ersichtlich
ist. Dieses Experiment wurde mehrmals mit variierenden Fangverbindungskonzentrationen
durchgefiihrt und in keinem der Fille konnte eine Verringerung der Ausbeute an spezifisch
eingefangener M.Taql beobachtet werden.

Den vorliegenden Ergebnissen zu Folge hat Tris also keine negativen Auswirkungen auf die
Ausbeute beim spezifischen Einfangen von M.Taql. Wenn man die durchschnittliche
Verweildauer von Kofaktor oder Kofaktoranalogon im aktiven Zentrum von M.Taql, sowie
die Lebensdauer der reaktiven Spezies nach Photoaktivierung der Fangverbindung
berticksichtigt, ist dies auch zu erwarten. Es ist ndmlich viel wahrscheinlicher, dass es wegen
der extremen rdumlichen Ndhe und der sterischen Abschirmung zu einer Reaktion mit dem
Enzym oder mit Wassermolekiilen kommt. Die Reaktion mit dem Enzym wére dabei eine
Reaktion erster Ordnung. Anders konnte dies jedoch bei frei in Losung befindlichen
Fangverbindungsmolekiilen sein. Sie reagieren, wenn sie auf einen geeigneten
Reaktionspartner treffen, nach einer Reaktionskinetik zweiter Ordnung. Unter den oben
gewdhlten Bedingungen war die Tris-Konzentration aber 100 000-fach hoher als die M.Taql-
Konzentration, und die Wasser-Konzentration immerhin 550-fach hoéher als die Tris-
Konzentration. Eine Reaktion mit Tris oder Wasser ist unter diesen Bedingungen also viel
wahrscheinlicher als die Reaktion mit M.Tagql. Dies ist auch wiinschenswert, da eine Reaktion
zwischen freier Fangverbindung und Enzym eine unspezifische Reaktion darstellen wiirde.
Diese wiirde ndmlich prinzipiell auch ohne Selektivititsfunktion an der Fangverbindung
stattfinden. Somit ist es denkbar, dass Tris beim spezifischen Einfangen von Enzymen sogar
einen positiven Effekt hat, in dem es unerwiinschte Nebenreaktionen reduziert und somit die
Spezifitit erhoht. Auf diese Fragestellung soll jedoch spéter in verschiedenen Kapiteln noch

nédher eingegangen werden.

3.2.6 Einfluss der Linkerlange auf die Ausbeute beim Einfangen von M.Taqgl und
M.Hhal mit B1-N6-SAH

Eine grundlegende Voraussetzung fiir das spezifische Einfangen von Proteinen durch
trifunktionelle Fangverbindungen ist eine spezifische Vorbindung der Fangverbindung an das
betreffende Zielprotein. Hierflir muss die entsprechende Bindungstasche im aktiven Zentrum
des Proteins fiir die Selektivititsfunktion der Fangverbindung zuginglich sein. Eine
Moglichkeit die Zuginglichkeit der Selektivititsfunktion zu erhohen ist den Abstand

zwischen dem Fangverbindungsgrundgeriist und der Selektivititsfunktion zu vergrofern.
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Abb. 13: Strukturformeln der Fangverbindungen B1-N6-SAH und B1-N6-SAH-lang. Bei

der langen Variante ist der Abstand zwischen dem Fangverbindungsgrundgertst und der
Selektivitatsfunktion um sieben Atome verlangert (rote Markierung).

In Abb. 13 ist eine Variante der Fangverbindung B1-N6-SAH dargestellt, bei der der Abstand
zwischen dem Fangverbindungsgrundgeriist und der Selektivititsfunktion SAH durch den
Einbau von e-Aminohexansdure um sieben Atome verldngert wurde. In Einfangexperimenten
mit den DNA-MTasen M.Taql und M.Hhal wurde die Ausbeute der mit diesen
Fangverbindungen spezifisch eingefangenen Enzyme verglichen. Das Ergebnis der

Experimente ist in Abb. 14 dargestellt.
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Abb. 14: Die DNA-MTasen M.Hhal und M.Taql eingefangen mit den zwei
unterschiedlichen  Fangverbindungen  B1-N6-SAH und B1-N6-SAH-lang. Diese
unterscheiden sich in der Lange des Linkers zwischen dem Fangverbindungsgrundgerist
und der Selektivitatsfunktion SAH. Fir das Experiment wurden aufgereinigte Enzyme
verwendet (5 yM M.Hhal und 5 uM M.Taql). Die Konzentration der Fangverbindungen betrug
5 uM. Das Probenvolumen der Anséatze betrug je 100 ul und fir die Isolierung wurden jeweils
200 pg M-280 Streptavidin Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE
und anschlieRende Silberfarbung.
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Neben Banden, die auf Streptavidin und BSA von den Magnetpartikeln zuriickzufiihren sind,
kann man in dem Gel deutlich die beiden DNA-MTasen erkennen. Die Suren 1, 2 und 3, bzw.
8, 9 und 10 sind dabei lediglich Mengenstandards. In den Spuren 4 und 5 ist die mit den
Fangverbindungen B1-N6-SAH und B1-N6-SAH-lang eingefangene M.Hhal zu erkennen,
und in den Spuren 6 und 7 die eingefangene M.Taql. Vergleicht man bei beiden MTasen die
mit den unterschiedlichen Fangverbindungen erzielten Ausbeuten, so ist kaum ein
Unterschied festzustellen.

Unter den gewdhlten Bedingungen (hohe Enzymkonzentration und dquimolare Mengen an
Fangverbindung) hatte der um ca. 30%  groBere Abstand  zwischen
Fangverbindungsgrundgeriist und Selektivititsfunktion keinen Einfluss auf die Ausbeute an
eingefangenem Protein. Die Tatsache, dass die Ausbeute bei groferem Abstand nicht
zunimmt konnte darauf zuriick zu fiihren sein, dass die beiden getesteten MTasen keine
aullergewohnlich tiefen Bindungstaschen fiir SAM bzw. SAH besitzen (Cheng et al., 1993;
Goedecke et al., 2001). Ein sterisch bedingter Einfluss auf die Ausbeute kann bei diesen
beiden MTasen also gar nicht zum Tragen kommen. Als positiv zu bewerten ist jedoch die
Tatsache, dass der um 30 % groflere Abstand zwischen Fangverbindungsgrundgeriist und
Selektivitdtsfunktion keinen negativen Einfluss auf die Ausbeute hatte. Fangverbindungen mit
groflerem Abstand zwischen Fangverbindungsgrundgeriist und Selektivititsfunktion kénnen
also ohne Probleme eingesetzt werden, falls tiefe Bindungstaschen beim Zielprotein dies

erforderlich machen sollten.

3.2.7 Fangverbindungen mit anderen Reaktivitatsfunktionen und veranderter
Verknupfungsstelle an der Selektivitatsfunktion

Eine Moglichkeit die Ausbeute an spezifisch eingefangenem Protein zu erhohen kdénnte die
Verwendung verdnderter Reaktivititsfunktionen sein. Eine Variante stellen hierbei
Aryl(triflurmethyl)diazirine dar. Anders als die aromatischen Azide, reagieren diese nach
ihrer Photoaktivierung und Stickstoffabspaltung iiber ein Carben weiter (Platz et al., 1991).
Auf Grundlage eines aromatischen Triflurmethyldiazirins wurde das Fangverbindungs-
grundgeriist B2 entwickelt (vgl. Abb. 15) Im Vergleich zum BI1-Grundgeriist, das in den
bisherigen Experimenten benutzt wurde ist lediglich die Reaktivitdtsfunktion ausgetauscht

Auch die Ankniipfungsstelle der Selektivitdtsfunktion an das Fangverbindungsgrundgeriist ist
von Bedeutung. Damit ein Enzym sein Substrat bzw. Kofaktor spezifisch binden kann muss
nicht nur dessen Orientierung im aktiven Zentrum des Enzyms stimmen. Es miissen auch eine

Reihe spezifischer Wechselwirkungen ermdglicht werden. Neben hydrophoben, hydrophilen
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oder ionischen Wechselwirkungen ist dabei besonders die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen von Bedeutung. Wenn z.B. ein Kofaktor eines Enzyms als
Selektivitdtsfunktion kovalent an eine Fangverbindung gebunden vorliegt, so kann es
durchaus passieren, dass dadurch eine wichtige Wasserstoffbriickenbindung gestort wird oder
der Kofaktor aus sterischen Griinden gar nicht mehr in das aktive Zentrum des Enzyms passt.
Das betreffende Enzym konnte mit einer solchen Fangverbindung im Extremfall gar nicht
mehr spezifisch eingefangen werden. Eine Mdglichkeit dieses Problem zu umgehen ist die
Verwendung unterschiedlicher Verkniipfungsstellen. Fiir das Einfangen von MTasen wurden
auch Fangverbindungen synthetisiert, bei denen die Selektivititsfunktion SAH nicht liber die
N6-Position, sondern iiber die C8-Position an die Fangverbindungsgrundgeriiste verkniipft ist

(B1-C8-SAH, bzw. B2-C8-SAH, vgl. Abb. 15).
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Abb. 15: Strukturformeln der Fangverbindungsgrundgertiste B1 und B2, und der
Fangverbindungen B1-N6-SAH, B2-N6-SAH, B1-C8-SAH und B2-C8-SAH.

Die Fangverbindungen mit variierenden Reaktivititsfunktionen und verschiedenen

Ankniipfungspositionen an die Selektivititsfunktion wurden unter identischen Bedingungen
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fiir das Einfangen der beiden DNA-MTasen M.Taql und M.Hhal verwendet. Die Ergebnisse
sind in Abb. 16 und Abb. 17 dargestellt.
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Abb. 16: Einfangen der DNA-MTase M.Tagl mit unterschiedlichen Fangverbindungen.
Die Fangverbindungen unterscheiden sich in ihrer Reaktivitatsfunktion (B1-
Fangverbindungen sind aromatische Azide, B2-Fangverbindungen sind aromatische
Diazirine) und ihrer AnknUpfposition an die Selektivitdtsfunktion (bei NG6-SAH-
Fangverbindungen ist der SAH Teil in N6-Position verknlpft, bei C8-SAH Fangverbindungen
in C8-Position).Fir das Experiment wurde aufgereinigte M.Tagl (1 uM) eingesetzt. Die
Konzentration aller Fangverbindungen betrug 2 yM. Das Probenvolumen der Ansatze betrug
je 100yl und fir das Isolieren wurden jeweils 200 ug MyOne™ Streptavidin Cf1
Magnetpartikel verwendet. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieliende
Silberfarbung.

In dem Einfangexperiment mit M.Taql und den unterschiedlichen Fangverbindungen konnte
mit den reaktiveren B2-Fangverbindungen tendenziell etwas mehr M.Taql eingefangen
werden als mit den entsprechenden B1-Fangverbindungen. Die grofite Ausbeute wurde dabei
mit der Fangverbindung B2-N6-SAH erzielt. Sie betrug ca. 2 %. Die kleinste Ausbeute (ca.
1 %) wurde mit BI-C8-SAH erzielt. Insgesamt kann festgestellt werden, dass M.Taql bei
Betrachtung der Ankniipfposition mit N6-SAH-Fangverbindungen besser eingefangen werden
kann als mit C8-SAH-Fangverbindungen. Bei Betrachtung der Reaktivititsfunktion sind fiir

das Einfangen von M.Taql die B2-Fangverbindungen zu bevorzugen.
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Abb. 17: Einfangen der DNA-MTase M.Hhal mit unterschiedlichen Fangverbindungen.
Fir das Experiment wurde aufgereinigte M.Hhal (1 yuM) eingesetzt. Die Konzentration aller
Fangverbindungen betrug 2 yM. Das Probenvolumen der Ansatze betrug jeweils 100 pl und
fir die Isolierung wurden jeweils 200 pg MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel verwendet.
Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieRende Silberfarbung.

Bei dem Einfangexperiment mit M.Hhal wirft das Ergebnis einige Fragen auf. Bei der
Betrachtung des Gels sticht die Spur 3 hervor. Unter Verwendung der Fangverbindung B1-
C8-SAH konnte bei dem Experiment deutlich mehr M.Hhal eingefangen werden als mit den
drei anderen Fangverbindungen. Dies ist nur schwer zu verstehen, da bei einer Bevorzugung
der C8-Verkniipfungsposition auch mit der Fangverbindung B2-C8-SAH eine
verhdltnismaBig hohe Ausbeute zu erwarten gewesen wire. Zudem zeigt die Kristallstruktur
von M.Hhal im Komplex mit DNA (O’Gara et al., 1996), dass gegeniiber der C8-Position des
gebundenen Kofaktors nur wenig Platz bleibt. Mit den C8-Fangverbindungen wire deshalb
eine schlechte Ausbeute zu erwarten gewesen. Trotzdem konnte die gute Ausbeute bei
Verwendung der Fangverbindung B1-C8-SAH in mehreren Experimenten bestitigt werden.
Eine mogliche Erklarung dafiir konnte sein, dass zufillig auch die Reaktivitatsfunktion dieser
Fangverbindung gut an M.Hhal bindet und somit die spezifische Vorbindung von B1-C8-
SAH an M.Hhal verstérkt.
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3.2.8 Einfluss von Salzen und Glycerin auf die Spezifitat

Bei den oben aufgefiihrten Experimenten ist es gelungen die DNA-MTasen M.Taql und
M.Hhal mit Hilfe von unterschiedlichen Fangverbindungen sehr spezifisch einzufangen (vgl.
z.B. Abschnitt 2.3.7). Allerdings wurden bei diesen Experimenten aufgereinigte MTasen und
verhéltnisméBig geringe Fangverbindungskonzentrationen eingesetzt. Einige andere MTasen
tendieren jedoch zu unspezifischen Nebenreaktionen, das heillt sie konnen auch mit
Fangverbindungsgrundgeriisten oder in Gegenwart des Kompetitors SAH eingefangen
werden. Von allen getesteten MTasen bereiten die DNA-MTase M.BseClI (Rina et al., 1992)
die Histon H3-Lysin9-MTase Dim5 (Jeltsch et al., 2008) und die Histon H3-Lysin9-MTase
Clr4 (Nakayama et al., 2001) beziiglich dieser unspezifischen Nebenreaktionen die meisten
Probleme. Deshalb wurden einige Experimente mit diesen drei MTasen und dem
Fangverbindungsgrundgeriist B1 durchgefiihrt. Ziel dabei war, die unspezifischen

Nebenreaktionen zu minimieren.

27 kDa Bande — S

Monomer

Abb. 18: Unspezifisches Einfangen der MTasen M.BseCl, Dim5 und Clir4 (jeweils 1 yM)
mit dem Fangverbindungsgrundgerist B1 (10 uM) unter verschiedenen Pufferbedingungen.
Die Standardbedingungen sind: HEPES (20 mM), KOAc (50 mM), Mg(OAc), (10 mM), NaCl
(200 mM), Glycerin (10 % v/v), pH 7,9. Im Experiment wurden Ansatze zusatzlich mit
Glycerin (40 % v/v), NaCl, KCI, Prolin oder NaOAc (jeweils 1 M) versetzt. Das
Probenvolumen der Ansatze betrug jeweils 100 yl und fir die Isolierung wurden jeweils
200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel verwendet. Die Analyse erfolgte durch
SDS-PAGE und anschlieRende Silberfarbung.
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In Abb. 18 ist das Ergebnis eines Experiments dargestellt, bei dem sich in den Ansdtzen
neben dem standardmiBig verwendeten Einfangpuffer noch zusitzliche Verbindungen in
relativ hohen Konzentrationen befanden. Das Gel wurde bei der Silberfarbung relativ stark
entwickelt, um die unspezifisch eingefangenen Proteine mdglichst gut sehen zu kénnen. In
dem Gel ist deutlich zu erkennen, dass durch erhohte Salzkonzentrationen keine Reduktion
der unspezifischen Nebenreaktionen erreicht werden konnte (vgl. Spur 1 mit den Spuren 3, 4
und 6). Durch den Zusatz von Prolin konnte scheinbar eine Reduktion der unspezifischen
Nebenreaktionen erreicht werden (vgl. Spur 5). Allerdings ist in der betreffenden Spur des
Gels ist ein deutlicher Hintergrund zu erkennen, so dass dieser Zusatz nicht weiter untersucht
wurde. Auch die ,,27 kDa-Bande*, bei der es sich um dimeres Streptavidin handeln konnte, in
auf diesem Gel in allen Spuren zu sehen.

In dem Ansatz mit zusétzlichen 40 % Glycerin (was einer Gesamtkonzentration von 50 %
Glycerin im Ansatz entspricht) konnte eine deutliche Reduktion der unspezifischen
Nebenreaktionen erreicht werden (vgl. Spur 2). Allerdings kann aufgrund der vorliegenden
Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden, dass unter diesen Bedingungen nicht auch das
spezifische Einfangen der drei MTasen gestort worden wire. Auf diese Fragestellung soll

jedoch in Abschnitt 3.3 noch niher eingegangen werden.
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3.2.9 Einfluss der Temperatur auf die Spezifitat

Eine weitere EinflussgroBe beim FEinfangen von Proteinen mittels trifunktioneller
Fangverbindungen ist die Temperatur. Die Temperatur beeinflusst nicht nur Faltung und
Stabilitdt von Proteinen, sondern auch die Lebensdauer der nach Photoaktivierung der

Fangverbindungen entstehenden reaktiven Spezies.
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Abb. 19: Unspezifisches Einfangen der MTasen M.BseCl, Dim5 und Clir4 (jeweils 1 uM)
mit dem Fangverbindungsgrundgerist B1 (10 uM) bei unterschiedlichen Temperaturen. Die
Photoaktivierung erfolgte nach der Standardmethode in einem flussigkeitsgefullten
Aluminiumreflektor. Allerdings wurde dieser mit Flussigkeiten unterschiedlicher Temperatur
geflllt. Fur die Ansatze 1, 2 und 3 wurde unterschiedlich temperiertes Wasser verwendet
und fur Ansatz 4 eine gesattigte NaCl-Losung mit einer Temperatur von -20°C. Fir die
Ansatze 5 und 6 wurden zur Kihlung Aceton-Trockeneis bzw. flissiger Stickstoff verwendet.
Das Probenvolumen der Ansatze betrug jeweils 100 ul und fiir das Isolieren wurden jeweils
200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch
SDS-PAGE und anschlieRende Silberfarbung.

In Abb. 19 ist das Ergebnis eines Experiments dargestellt, bei dem die Proben wihrend der
Photoverkniipfung unterschiedlichen Temperaturen ausgesetzt waren. Hierbei wurden
wiederrum die MTasen BseCl, Clr4 und Dim5 verwendet, da diese besonders stark zu
unspezifischen =~ Nebenreaktionen  neigen. Fir das  Einfangen  wurde  das
Fangverbindungsgrundgeriist B1 verwendet, so dass bei diesem Experiment jedwedes

Einfangen auf unspezifische Nebenreaktionen zuriickzufithren war.
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Aus dem Gel ist ersichtlich, dass es besonders bei sehr tiefen Temperaturen zu unspezifischen
Nebenreaktionen kam (Spuren 5 und 6), wihrend es keinen Unterschied gemacht hat, ob bei
0°C oder 20°C gearbeitet wurde (Spuren 2 und 3). Die Tatsache, dass es besonders bei sehr
tiefen Temperaturen zu unspezifischen Nebenreaktionen kam, kdnnte ein Hinweis darauf sein,
dass diese unspezifischen Nebenreaktionen auf einer unspezifischen Vorbindung des
Fangverbindungsgrundgeriists an die Proteine beruht. Bei Temperaturen von -78°C oder von
-196°C sind die Proben ndamlich fest. Unter diesen Bedingungen kann eine Fangverbindung
nach ihrer Photoaktivierung also nicht mehr durch die Losung diffundieren, zufillig mit
einem Protein kollidieren und dann mit diesem reagieren. Allerdings konnte es durch ein
Ausfrieren des im Einfangpuffer befindlichen Wassers zu einer lokalen Erhéhung der
Fangverbindungskonzentration kommen. Auch dies koénnte dann verstirkt zu nicht
spezifischen Nebenreaktionen fiihren. Dieser Effekt wire jedoch eher beim langsamen

Einfrieren als beim Schockgefrieren in fliissigem Stickstoff zu erwarten.

3.2.10 Einfluss der puffernden Komponente auf die Spezifitat

Die Pufferbedingungen sind beim spezifischen Einfangen von Proteinen mittels
trifunktioneller Fangverbindungen die Einflussgrofe, die sich mit dem geringsten Aufwand
verdndern ldsst. Deshalb wurden die gingigsten Pufferverbindungen hinsichtlich ihres

Einflusses auf unspezifische Nebenreaktionen untersucht.

o HO—\NJOH N
HO o\\

o 0=S=0 S 0=S=—0
| HO” N\ |
HoN OH HO OH 0 OH
Tris Bicine MES MOPS HEPES
pK: 8,06 pKs: 8,35 pKs: 6,15 pKs: 7,22 pKs: 7,55
Abb. 20: Strukturen von Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), N,N-Bis(2-hydroxy-

ethyl)glycin (Bicine), 2-(N-morpholino)ethansulfonsaure (MES), 3-(N-Morpholino)propan-
sulfonsdure (MOPS) und (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethanesulfonsaure (HEPES).
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Abb. 21: Unspezifisches Einfangen der MTasen M.BseCl, Dim5 und Clir4 (jeweils 1 uM)
mit dem Fangverbindungsgrundgerist B1 (10 uM) unter verschiedenen Pufferbedingungen.
Der Standardpuffer (E. coli-Einfangpuffer) besteht aus: HEPES (20 mM), KOAc (50 mM),
MgOAc (10 mM), NaCl (200 mM), Glycerin (10 % v/v), pH 7,9. Die Ansatze 2 — 6 wurden
zusatzlich mit Bicine, HEPES, MES MOPS oder Tris versetzt (jeweils 200 mM). Das
Probenvolumen der Ansatze betrug jeweils 100 pyl und fir das Isolieren wurden jeweils
200 yg MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel verwendet. Die Analyse erfolgte durch
SDS-PAGE und anschlieRende Silberfarbung.

Abb. 21 zeigt das Ergebnis eines Einfangexperiments mit den MTasen BseCI, Dim5 und Clr4
mit dem Fangverbindungsgrundgeriist B1. Alle bei diesem Experiment eingefangenen
MTasen wurden also unspezifisch eingefangen. Aus dem Gel ist ersichtlich, dass die
unspezifischen Nebenreaktionen durch den Zusatz von 200 mM HEPES, MES oder MOPS
um mehr als 50 % reduziert werden konnten (Spuren 3, 4 und 5). Auch durch Bicine konnte
eine Reduktion erreicht werden (Spur 2), wiahrend Tris keinen Einfluss hatte (Spur 6).

HEPES, MES, MOPS waren am wirksamsten. Diese Verbindungen liegen bei dem pH-Wert
von 7,9 als Zwitterionen vor. Besonders bet MOPS und HEPES wird aber auch ein gewisser
Anteil der Molekiile eine negative Nettoladung tragen. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse
kann jedoch keine Aussage dariiber gemacht werden, ob diese Eigenschaft den beobachteten
Effekt bewirkt. HEPES, MES, MOPS und Bicine besitzen im Gegensatz zu Tris eine tertidre
Aminogruppe. Die Reduktion der unspezifischen Nebenreaktionen koénnte auch hiermit

zusammenhéngen.
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Im dem fiir die Experimente standardméfig verwendeten E. coli-Einfangpuffer ist HEPES in
einer Konzentration von 20 mM vorhanden. Um eine Vergleichbarkeit der durchgefiihrten
Experimente zu ermoglichen wurde diese Konzentration bei sdmtlichen Experimenten
beibehalten. Vor dem Hintergrund der oben aufgefiihrten Ergebnisse konnte es in Zukunft
jedoch sinnvoll sein diese Konzentration zu erhéhen. Allerdings sollte vorher genau {iberpriift
werden, ob HEPES nicht auch die Ausbeute an spezifisch eingefangenen Proteinen negativ

beeinflusst.

3.2.11 Gleichzeitiges Einfangen von acht MTasen mit der Fangverbindung
B1-N6-SAH

Die trifunktionellen Fangverbindungen mit der Selektivititsfunktion SAH wurden mit dem
Ziel entwickelt das Methylom eines Organismus moglichst vollstindig zu isolieren, zu
identifizieren und eventuell auch zu quantifizieren. Um dies mit moglichst wenigen
Experimenten erreichen zu konnen ist es erforderlich eine Vielzahl SAH bindender Proteine
gleichzeitig aus einem Gemisch unterschiedlicher Proteine zu isolieren. Um zu {iberpriifen, ob
es prinzipiell mdglich ist, in einem einzigen Experiment mehrere MTasen gleichzeitig
spezifisch einzufangen, wurde ein Experiment mit einem Gemisch aus acht MTasen und der

Fangverbindung B1-N6-SAH durchgefiihrt.
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Abb. 22: Einfangen der MTasen Trm4, M.BseCl, Dim5, M.Taql, M.Sssl, M.Hhal, Cir4
und SspDam (jeweils 0,5 uM) mit der Fangverbindung B1-N6-SAH (25 uyM). Im Kontroll-
Ansatz befand sich zusatzlich SAH (6,66 mM). Das Probenvolumen betrug jeweils 100 pl
und fiir das lIsolieren wurden jeweils 200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel
verwendet. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieRende Silberfarbung.
Unmittelbar vor und nach der Gelfiltration mittels 0,5 ml ZEBA™ Desalt Spin Columns
(PIERCE) wurden 1 % des Ansatzes entnommen und ebenfalls auf das Gel aufgetragen.

Es stellte sich heraus, dass die MTasen mit sehr unterschiedlichen Ausbeuten eingefangen
wurden (vgl. Abb. 22). Dies hatte mehrere Ursachen. Bereits in Abschnitt 3.2.3 wurde
gezeigt, dass verschiedene MTasen mit unterschiedlichen Ausbeuten eingefangen werden,
und dass der Unterschied bei den Ausbeuten auflerdem noch von der Konzentration der
Fangverbindung abhingt. Bei der verhiltnismidfig hohen Fangverbindungskonzentration von
25 uM konnten die DNA-MTasen M.Taql, M.Sssl, M.Hhal und SspDam gut eingefangen
werden. Auch die beiden Protein-MTasen Dim5 und Clr4 und die tRNA-MTase Trm4 wurden
noch in befriedigenden Mengen eingefangen. Bei der Clr4 und der Trm4 gelang dies, obwohl
die verwendeten Proteinchargen schon deutlich degradiert waren (vgl. Spuren 2 und 3). Die
DNA-MTase M.BseCI wurde nur mit sehr schlechter Ausbeute eingefangen.

Auf dem in Abb. 22 dargestellten Gel ist dabei eine weitere, sehr triviale Ursache fiir
unterschiedliche Ausbeuten an spezifisch eingefangenem Protein zu erkennen. Vor dem
Isolieren der kovalent an die Fangverbindung gebundenen Proteine werden die nicht-kovalent

an ein Protein gebundenen Fangverbindungsmolekiile in einem Gelfiltrationsschritt
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abgetrennt. Hierbei kann aber ein betrdchtlicher Teil der Proteine verloren gehen. Das
Ausmal} dieser Verluste ist aber von Protein zu Protein unterschiedlich. So gingen bei dem
ober aufgefiihrten Experiment z.B. iiber 90 % der Dim5 bei der Gelfiltration verloren,
wihrend die Verluste bei M.Hhal lediglich 10 % betrugen. An dieser Stelle sei jedoch darauf
hingewiesen, dass die bei der Gelfiltration auftretenden Verluste starken Schwankungen
unterliegen und die Verluste bei diesem Experiment aullergewohnlich gro3 waren. Der Grund
fiir diese Schwankungen konnte leider nicht genau geklart werden.

Eine naheliegende Losung fiir das Problem wire natiirlich der Verzicht auf den
Gelfiltrationsschritt. Die Biotin-Bindekapazitit der eingesetzten MyOne™ Streptavidin C1
Magnetpartikel betrdgt jedoch lediglich 2500 pmol/mg. Mit den standardméBig verwendeten
200 pg Magnetpartikel konnten also maximal 500 pmol Biotin gebunden werden. Bei dem
typischen Ansatzvolumen von 100 pul wird dieser Wert jedoch schon ab einer
Fangverbindungskonzentration von 5 uM {iberschritten. Proteine, die nur schlecht an die
Selektivitatsfunktion der Fangverbindung binden, miissten jedoch bei deutlich hoheren
Fangverbindungskonzentrationen eingefangen werden (vgl. Abschnitt 3.2.3). Dies wiirde
beim Isolierungsschritt mit den Magnetpartikeln jedoch aus technischen und 6konomischen
Griinden zu Problemen fithren, wenn die {berschiissige Fangverbindung nach der
Photoverkniipfung nicht abgetrennt wiirde. So wéren bei einer Fangverbindungskonzentration
von 250 uM bereits 10 mg der Magnetpartikel erforderlich. Dies wiirde Kosten von iiber
150 € pro Ansatz verursachen (Aktueller Preis fiir 20 mg MyOne™ Streptavidin C1
Magnetpartikel: 316 €, Vertrieb: Invitrogen). Das Waschen einer solchen Menge
Magnetpartikel wére unter Anderem wegen der Ausbildung eines dickeren und festeren
Niederschlags bei der Magnetprézipitation sehr schwierig.

Verluste durch die verwendeten Gelfiltrationssidulen hatten z.T. deutlichen Einfluss auf die
Ausbeute an spezifisch eingefangenem Protein, wenn fiir die Experimente aufgereinigte
MTasen verwendet wurden. Die trifunktionellen Fangverbindungen wurden jedoch
entwickelt, um funktionelle Subproteome aus komplexen Gemischen, wie z.B. Zelllysaten zu
isolieren. Bei dem Einfangen von MTasen aus Zelllysaten hat sich dann herausgestellt, dass
Proteinverluste durch Adsorption an den Probengefden oder den Gelfiltrationssdulen kaum
noch nachweisbar waren. Beim Einfangen von MTasen aus Zelllysaten ist die
Gesamtproteinmenge typischerweise 1000-fach groBer als beim Einfangen aufgereinigter
MTasen. Vermutlich werden potentielle Adsorptionsstellen auf den Materialoberfldchen unter
diesen Bedingungen unspezifisch von Proteinen blockiert, ohne dass die Konzentration der

vorhandenen MTasen dabei nennenswert beeinflusst wird.
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3.2.12 Einfangen von gereinigten MTasen mit der Fangverbindung B1-N6-SAH —

eine Zusammenfassung

Die bis zu diesem Punkt aufgefiihrten Ergebnisse haben deutlich gezeigt, dass das spezifische
Einfangen von MTasen mittels trifunktioneller Fangverbindungen durchaus mdglich ist.
Allerdings wurde dabei auch gezeigt, dass sich diese Technik nicht bei jeder MTase gleich
gut anwenden ldsst, dass die Optimalbedingungen dabei von Enzym zu Enzym verschieden
sein konnen und dass es auch zu unterschiedlichen Problemen kommen kann. Im Folgenden
sind deshalb die beim Einfangen von aufgereinigten MTasen gemachten Erfahrungen

zusammengefasst.
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Abb. 23: Einfangen unterschiedlicher MTasen mit der Fangverbindung B1-N6-SAH.
Alle Experimente wurden unter Standardbedingungen durchgeflhrt. Die eingesetzten
MTasen- Fangverbindungs- und Kompetitor-Konzentrationen variierten jedoch und sind im
Folgenden Aufgefiihrt: BseCl: 1 uM BseCl, 5 yM B1-N6-SAH, 10 mM SAM; M.Hhal: 1 uM
M.Hhal, 5 yM B1-N6-SAH, 7,3 mM SAH; Trm4: 0,5 yM M.Trm4, 20 uM B1-N6-SAH, 4 mM
SAH; Trm1: 1 yM Trm1, 1 uM B1-N6-SAH, 6,8 mM SAH; M.Mval + M.Taql: 5 yM M.Mval,
1 uM M.Tagl, 10 uM B1-N6-SAH, 6,6 mM SAH; M.BcnIB + M.Taql: 5 uM M.BcniB, 1 uM
M.Taql, 10 uM B1-N6-SAH, 6,6 mM SAH; ErmC: 5 uM ErmC, 1 uM B1-N6-SAH, 6,8 mM
SAH; Cir4: 1 uM Cir4, 10 yM B1-N6-SAH, 6,8 mM SAH; EcoDam: 5 yM EcoDam, 5 pM B1-
N6-SAH. Das Probenvolumen der Ansatze betrug jeweils 100 ul und flir das Isolieren wurden
jeweils 200 pg MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte
durch SDS-PAGE und anschlieRfende Silberfarbung.

Abb. 23 zeigt eine Zusammenstellung einiger Resultate und soll einen Eindruck davon
vermitteln, was die Methode prinzipiell leisten kann. Sie zeigt aber auch einige Grenzen auf.
So ist z.B.in den Spuren 10, 12, 14 und 16 eine der jeweils betreffenden MTase zuzuordnende
Bande zu erkennen, obwohl es sich um Kontrollexperimente handelte. Auch konnten einige
der MTasen, wie z.B. die M.BseCI (Spur 1) und die ErmC (Spur 13) lediglich in geringen

Mengen eingefangen werden.
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Insgesamt konnten mit der Fangverbindung B1-N6-SAH von den 14 getesteten MTasen 13
spezifisch eingefangen werden. Drei dieser MTasen lielen sich allerdings nur sehr schlecht
einfangen. Eine Ubersicht iiber die bei den einzelnen MTasen zu erzielenden

Gesamtausbeuten gibt Tab. 1.

Tab. 1: Ubersicht tiber die Gesamtausbeuten, Uber die durch ZEBA™ Desalt Spin
Columns verursachten Verluste und Uber die haufigsten Probleme bei den eingefangenen
MTasen. Dabei handelt es sich um grobe Abschatzungen, die auf den Ergebnissen aller
durchgefiihrten Experimente beruhen.

Enzym-  Substrat Gesamt- Verluste Bemerkungen / Probleme
name ausbeute durch

Zeba™

Column

M.Tagl N6-Adenin (DNA) 20 % 50 % unproblematisch

M.Hhal  N4-Cytosin (DNA) 15 % 20 % unproblematisch

SspDam N6-Adenin (DNA) 15 % 50 % unproblematisch

M.Sssl  C5-Cytosin (DNA) 5% 80 % hohe Verluste durch Zeba-Saule

Trm4 C5-Cytosin (tRNA) 10 % 50 % hohe Fangverbindungskonzentration ndtig
EcoDam N6-Adenin (DNA) 10 % 50 % unproblematisch

M.BcnIB  N4-Cytosin (DNA) 10 % ? neigt zu Nebenreaktionen

M.Mval N4-Cytosin (DNA) 10 % ? neigt zu Nebenreaktionen

Trm1 N1-Adenin (tRNA) 10 % 50 % erscheint als Doppelbande

Clr4 Lys 9 (Histon H3) 10 % 30 % erscheint als Doppelbande, Nebenreaktionen
Dim5 Lys 9 (Histon H3) 2% 60 % Verluste durch Zeba-Saule, Nebenreaktionen

M.BseCl N6-Adenin (DNA) 2% 40 % sehr starke Nebenreaktionen
ErmC N6-Adenin (rRNA) 1% 30 % extrem starke Nebenreaktionen
Trml tRNA 0 % 50 % konnte nicht eingefangen werden

Dabei wurde versucht, die einzelnen MTasen von ,gut einzufangen™ bis ,schlecht
einzufangen™ einzuordnen. Die Rangfolge berlicksichtigt dabei nicht nur die Ausbeuten,
sondern auch die Spezifitit des Einfangens, sowie Probleme wie z.B. Verluste durch die
ZEBA™ Desalt Spin Columns oder eventuelle Ausbildung von Doppelbanden. Die
angegebenen  moglichen  Gesamtausbeuten  beziehen  sich  auf eher  hohe
Fangverbindungskonzentrationen und sind bei einigen MTasen mit dem Auftreten
unspezifischer Nebenreaktionen verbunden (vgl. Spalte ,,Bemerkungen / Probleme*).

Zusammenfassend ldsst sich also sagen, dass iiber 90 % der getesteten MTasen mit der
Fangverbindung B1-N6-SAH mehr oder weniger spezifisch eingefangen werden konnen.
Dabei sind Ausbeuten von 10 % durchaus moglich. Allerdings kdnnen einige MTasen nur mit

deutlich kleinerer Ausbeute eingefangen werden.
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3.3 Geeignete Bedingungen flr das Einfangen SAH bindenden Proteinen

aus E. coli-Zelllysat

Mit den trifunktionellen Fangverbindungen steht der Proteomforschung ein relativ neues
Werkzeug zur Verfligung, welches bislang noch kaum Verwendung gefunden hat. Neben der
Neuartigkeit dieser Technik mag dies besonders an dem fehlenden Wissen um die
geeignetsten Rahmenbedingungen fiir den Einsatz trifunktioneller Fangverbindungen liegen.
Das Ermitteln geeigneter Rahmenbedingungen ist aber nicht trivial. Eine wesentliche
Voraussetzung fiir das Einfangen funktioneller Subproteome ist z.B. das Vorliegen richtig
gefalteter Proteine, was unter anderem denaturierende Bedingungen ausschlieft. AuBBerdem
muss vermieden werden, dass Proteine unspezifisch eingefangen werden, und zwar auch
dann, wenn die Zielproteine im Vergleich zu den restlichen Proteinen um mehrere

GroBenordnungen geringer konzentriert vorliegen.

3.3.1 Herstellung geeigneter Zelllysate aus E. coli

Das gramnegative Bakterium Escherichia coli aus der Familie der Enterobacteriaceae ist
vermutlich der weltweit bestuntersuchte Mikroorganismus. Der am haufigsten verwendete
Stamm K-12 ist nicht pathogen und sehr einfach im Labor zu kultivieren. Auflerdem ist seit
1997 die vollstandige Sequenz seines Genoms bekannt (Blattner et al., 1997). Deshalb diente
E. coli DH5a, ein von E. coli K-12 abgeleiteter Stamm, in dieser Arbeit als Modell
Organismus.

Geeignete Puffer- und Lagerbedingungen fiir Zelllysate zur Proteomanalysen mittels

trifunktioneller Fangverbindungen sollten vier wesentliche Voraussetzungen erfiillen:

1. Die Proteine miissen funktionell bleiben oder zumindest ihre Fahigkeit behalten, spezifisch
an die Selektivititsfunktion einer Fangverbindung zu binden.

2. Es darf zu keiner Prézipitation von Proteinen kommen, da ausgefallenes Protein zu
Problemen bei der Isolierung der eingefangenen Proteine fithren kann.

3. Der verwendete Puffer darf nicht die eingesetzte Fangverbindung, auch nicht im
aktivierten Zustand, zerstoren.

4. Im Zelllysat sollten sich moglichst wenige Molekiile befinden, die Kompetitoren der

eingesetzten Fangverbindung darstellen.
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Beziiglich der Punkte 1 und 2 hat sich ein Puffer als geeignet erwiesen, der sich bereits bei der
Aufreinigung der oben verwendeten DNA-MTase M.Taql bewahrt hatte (E. coli-
Aufschlusspuffer). Auf das Problem der Stabilitit von Fangverbindungen im Puffer (Punkt 3)
soll in Kapitel 3.3.14 ndher eingegangen werden.

Wenn Zellen lysiert werden, so entsteht dabei zunichst ein sehr komplexes Gemisch aus den
16slichen Bestandteilen des Cytosols und anderer Zellkompartimenten, sowie Zelltriimmern
und Membranfragmenten. Durch Zentrifugation lassen sich die 16slichen Bestandteile von den
suspendierten Partikeln trennen. Nach der Zentrifugation enthdlt das Zelllysat neben
Makromolekiilen wie Nukleinsduren, Polysacchariden und Proteinen auch noch kleinere
organische Verbindungen. Hinzu kommen noch verschiedene Salze. Gerade die kleineren
organischen Verbindungen, wie z.B. Zucker, Aminosduren oder verschiedenste Kofaktoren
sind aber Substrate fiir viele Enzyme oder regulatorische Proteine und konnen mit
Fangverbindungen um die entsprechenden Bindungstaschen ihrer Zielproteinen konkurrieren.
Um solche potentiellen Kompetitoren aus den Zelllysaten zu entfernen konnen prinzipiell drei
Verfahren angewendet werden: Dialyse, Gelpermeationschromatographie (Gelfiltration) und
Ultra-Membranfiltration.

Fir die in den ndchsten zwei Kapiteln aufgefiihrten Experimente wurden E. coli DH50—

Zelllysate verwendet, die nach folgender Abfolge von Reinigungsschritten hergestellt wurden:

1. Ernte der Zellen durch Zentrifugation.
2. Lyse der in E. coli-Aufschlusspuffer resuspendierten Zellen durch Ultraschall.
3. Entfernen von Zelltriimmern und weiteren unldslichen Bestandteilen durch Zentrifugation.
4. Aufkonzentrieren des Lysats durch schwerefeldgetriebene Ultra-Membranfiltration.
5. Gelpermeationschromatographie unter Verwendung des E. coli-Aufschlusspuffers.
6. Verdiinnung mit E. coli-Aufschlusspuffer und nochmaliges Aufkonzentrieren
durch Ultra-Membranfiltration.

7. Zusetzen von 50 % Glycerin und Lagerung bei -20°C.

In Abb. 24 ist ein SDS-Gel mit Proben eines Zelllysats von unterschiedlichen Stufen des
Herstellungsprozesses dargestellt. Auch Proben der aufgetretenen Verluste sind aufgetragen
(gewonnen durch Resuspendieren der Zelltrimmer, Abspiilen der eingesetzten

Filtrationsmembranen und Entleeren der verwendeten Gelfiltrationssaulen).
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Ausbeute Verluste

Abb. 24: Proteinausbeuten und -verluste bei verschiedenen Stufen wahrend der
Herstellung von Zelllysaten aus E. coli. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden jeweils
0,0025 % der Gesamtmenge mittels SDS-PAGE analysiert (Coomassie-Farbung). Aus einer
10 | Kultur (aerobe Schiuttelkultur von E. coli DH5a in LB Medium bei 37°C, ODgq ca. 0,8)
wurden 25 g Zellmaterial durch Zentrifugation geerntet (4 200 g, 30 min). Die Zellen wurden
in 100 ml E. coli-Aufschlusspuffer (6,7 mM MES, 6,7 mM NaOAc, 6,7 mM HEPES, 1 mM
EDTA, 10 mM B-Mercaptoethanol, 200 mM NaCl, 0,2 mM PMSF, 10 % Glycerin, pH 7,5)
resuspendiert und mit einem Ultraschalldesintegrator aufgeschlossen. Das resultierende
Rohlysat wurde zentrifugiert (35000g, 60min) und der Uberstand durch
schwerefeldgetriebene Ultra-Membranfiltration eingeengt (500 g, 10 K cut-off Membran). Das
aufkonzentrierte Lysat wurde einer Gelpermeationschromatographie unterzogen (NAP5-
Saulen, equillibriert mit E. coli-Aufschlusspuffer) und danach nochmals mittels
Membranfiltration aufkonzentriert. Vor der Lagerung bei -20°C wurde das Zelllysat mit 50 %
Glycerin versetzt.

In dem Gel ist zu erkennen, dass es bei der Herstellung der Zelllysate zu deutlichen
Proteinverlusten gekommen ist. Besonders beim Abzentrifugieren der Zelltriimmer (Spur 3),
beim anschlieBenden Aufkonzentrieren (Spur4) und wihrend der Gelpermeations-
chromatographie (Spur5) kam es zu groleren Verlusten, wihrend das abschliefende
Aufkonzentrieren praktisch nicht mehr zu Verlusten fiihrte. Bei der Betrachtung der
Proteinbandenmuster in den Spuren 8, 9 und 10 fillt auf, dass beim Abzentrifugieren der
Zelltrimmer andere Proteine verloren gehen als beim Aufkonzentrieren und bei der

Gelpermeationschromatographie. Dies ist damit zu erkldren, dass unter den gewihlten

57



Ergebnisse und Diskussion

Bedingungen (Puffer mit 200 mM NaCl und ohne Detergenzien, Zentrifugation fiir 60 min bei
35000 g) neben den Zellwandtrimmern auch groBere Membranfragmente samt
Transmembran- und membranassoziierten Proteinen sedimentieren. Membranassoziierte
Proteine wiirden sich erst bei Salzkonzentrationen um 1 M von den Membranfragmenten
l6sen. Um Transmembranproteine zu solubilisieren miisste dem Puffer ein Detergenz in
ausreichender Konzentration beigefiigt werden. Obwohl zum quantitativen Entfernen der
Ribosomen stirkere Schwerefelder eingesetzt werden miissen (ca. 100000 g), wird bei den
relativ groBen Zentrifugalkréften von 35000 g wahrscheinlich auch ein Teil der Ribosomen
abzentrifugiert worden sein.

Die Proteinbandenmuster der Verluste durch die Membranfiltration und die
Gelpermeationschromatographie (Spuren 9 und 10) dhneln sich sehr. Auerdem &hneln die
Muster dem des fertigen Zelllysats (Spur 6). Diese Verluste korrelieren also mit der

Haufigkeit der einzelnen Proteine im Zelllysat.

Tab. 2: Ubersicht tiber Proteinmengen und Proteinausbeuten bei der Herstellung von
Zelllysaten aus E. coli DH5a. Fir die Herstellung der Zelllysate wurden 25 g Zellen (Gewicht
des nassen Zellniederschlags) aus 10 | LB-Medium verwendet.

Stufe Gesamtvolumen Proteinkonzentration Gesamtprotein Ausbeute
Rohlysat 125,0 ml 14,8 mg/ml 1,859 100 %
nach Zentrifugation 125,0 ml 13,2 mg/ml 1,65 ¢ 89 %
nach 1. Membranfiltration 17,5 ml 58,5 mg/mi 1,02 g 55 %
nach Gelfiltration 23,0 ml 28,7 mg/mi 0,66 g 36 %
Endprodukt 20,0 ml 35,0 mg/mi 0,70 g 38 %

Ein Vergleich der Proteinbandenmuster von eingesetztem Zellmaterial (Spur 1) und fertig
aufgearbeitetem Zelllysat (Spur 6) zeigt, dass das Proteinbandenmuster weitestgehend
erhalten bleibt. Das ldsst darauf schliefen, dass bei der Aufarbeitung der Zelllysate kein
selektiver Verlust bestimmter Proteine stattfindet. Lediglich beim Abtrennen der festen
Bestandteile nach dem Zellaufschluss gehen einige Proteine selektiv verloren. Vermutlich
handelt es sich hierbei um membranstindige Proteine, die gegebenenfalls durch eine hohe
NaCl-Konzentration oder Detergenzien zum Teil ebenfalls solubilisiert werden kdnnten.

Insgesamt konnten aus 25 g Zellmaterial 1,65 g losliche Proteine gewonnen werden.
Allerdings enthielt der Zellniederschlag noch ca. 25 % Wasser, so dass nur 18,8 g des
Gewichts auf die Bakterienzellen entfdllt. Eine E. coli Zelle besitzt ein Volumen von ca.

0,9 um3, von denen ca. 0,75 um3 auf das Cytosol entfallen (Koolman und Rohm, 1994).
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Nimmt man fiir die E. coli Zellen anndherungsweise eine Dichte von 1 g/ml an, so entfallen
auf die 18,8 g Zellmasse ca. 15,7 g bzw. ml Cytosol. Da hieraus 1,65 g 16sliches Protein
gewonnen wurde kann man die Proteinkonzentration im Cytosol von E. coli Zellen im
exponentiellen Wachstum grob mit 100 mg/ml angeben. Dies entspricht in etwa dem Eiklar

von Huhnereiern.

3.32 Reduktion der SAM- und SAH-Konzentration im Zelllysat von E. coli

Die Spezifitat von trifunktionellen Fangverbindungen resultiert aus der Tatsache, dass sie mit
thren Selektivititsfunktionen Strukturanaloga natiirlicher Substrate oder Kofaktoren
darstellen. Somit konkurrieren die natiirlichen Substrate bzw. Kofaktoren mit den
Fangverbindungen um die aktiven Zentren der Zielproteine und sollten deshalb weitestgehend
aus den eingesetzten Zelllysaten entfernt werden. Im Falle der MTasen und der SAH-
Fangverbindungen sind besonders SAM und sein Reaktionsprodukt SAH von Bedeutung.
Aber auch Adenosin oder Methionin wiren denkbare Kompetitoren. Wegen der relativ
geringen GrofBe dieser Verbindungen konnen sie iiber groendiskriminierende Techniken wie
Dialyse, Ultra-Membranfiltration oder Gelpermeationschromatographie von Makromolekiilen
wie Proteinen getrennt werden. Die letzteren zwei Techniken wurden bei der Herstellung von
Zelllysaten aus E. coli DH5a eingesetzt (vgl. Abschnitt 3.3.1).

Ob, und mit welchem Aufwand SAM und SAH aus den Zelllysaten entfernt werden miissen,
héngt von den natiirlich vorkommenden Konzentrationen dieser Verbindungen ab. Im Fall
von SAM konnten diese mit Hilfe von DNA-Protektionsuntersuchungen ermittelt werden.
Dabei wird eine definierte Menge DNA durch eine DNA-MTase sequenzspezifisch methyliert
und dadurch vor Abbau durch eine kognate Restriktionsendonuklease (REase) geschiitzt. Das
als Methylgruppendonor fungierende SAM kommt dabei ausschlieBlich aus dem zu
untersuchenden Zelllysat, welches einer Reihe einzelner Ansétze, die DNA und eine DNA-
MTase enthalten, in immer geringeren Mengen zugesetzt wird. Nach einer hinreichend langen
Inkubationszeit wird allen Ansédtzen die REase zugesetzt. Nach der Restriktion der DNA
werden die Proben dann mittels Agarosegelelektrophorese analysiert.

Bei dem im Folgenden aufgefiihrten Test wurde Zelllysat, welches lediglich durch
Zentrifugation von unldslichen Zellbestandteilen befreit worden war mit Zelllysat verglichen,
welches wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben aufgearbeitet worden war. Dabei wurde pBR322

Plasmid-DNA, die DNA-MTase M.Taql und die REase R.Taqgl verwendet.
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Abb. 25: Bestimmung der SAM-Konzentration von Zelllysaten durch einen
Protektionstest. Das unaufgearbeitete Zelllysat hatte eine Proteinkonzentration von
18 mg/ml, das fertig aufgearbeitete Zelllysat 13 mg/ml. Ansatze (jeweils 20 pl) mit pBR322
(25 ng/ul), M.Taqgl (200 nM) und einer abnehmenden Menge an Zelllysat (2000 nl — 2 nl)
wurden far 60 min bei 60°C inkubiert, danach mit R.Taql versetzt (jeweils 6 pl mit 3 U/ul) und
30 min bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Proben mit 6-fach Probenpuffer (2 ul) flr
Agarosegelelektrophorese versetzt und in einem 0,8 %igen Agarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt. Ausflhrlichere Angaben zur Durchflihrung dieses Experiments sind dem
Abschnitt Material und Methoden zu entnehmen.

Das Plasmid pBR322 (Bolivar et al., 1977) weist sieben Erkennungsstellen fiir M.Taql bzw.
R.Taql auf, die nur im methyliertem Zustand vor der Restriktion durch R.Taql vollstindig
geschiitzt sind (Gruenbaum et al., 1981). Fiir den vollstindigen Schutz eines Plasmid-
Molekiils werden also 14 Molekiile SAM bendtigt. In jedem Ansatz befanden sich 500 ng
Plasmid-DNA (4361 bp, 2860000 g/mol), das entspricht ca. 1,7 x 10 mol. Zur
vollstindigen Methylierung dieser DNA-Menge sind 24 x 10" mol SAM erforderlich. Bei
Verwendung von unaufgearbeitetem Zelllysat reichten 125 nl des Zelllysats nicht mehr aus
um eine vollstdndige Methylierung der eingesetzten DNA zu gewihrleisten. Bei Verwendung
des aufgearbeiteten Zelllysats reichten bereits 500 nl Zelllysat nicht mehr aus. Im ersteren Fall
lag die SAM-Konzentration also ca. bei 20 uM. Beriicksichtigt man die bei der Herstellung
der Zelllysate erfolgte 1:5 Verdiinnung von Zellmaterial mit E. coli-Aufschlusspuffer, so lasst
sich die SAM-Konzentration im E. coli Cytosol grob auf 100 uM beziffern. Dieser Wert
stimmt relativ gut mit einer kiirzlich durch LC-MS/MS ermittelten Konzentration von
180 uM tiberein (Bennett et al., 2009).

Verglichen mit dem unaufgearbeiteten Zelllysat wies das fertig aufgearbeitete Zelllysat mit
ca. 5 uM eine deutlich geringere SAM-Konzentration auf. Durch die bei der Aufarbeitung
durchgefiihrte Gelpermeationschromatographie wére nach Herstellerangaben jedoch eine
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Reduktion der SAM-Konzentration um mindestens 90 % zu erwarten gewesen und durch die
darauf folgende Membranfiltration eine Reduktion um nochmals 90 %. Insgesamt hétte sich
die SAM-Konzentration im Zelllysat durch die Aufarbeitung also um 99 % verringern sollen.
Tatsachlich konnte die SAM-Konzentration aber nur um 75 % verringert werden.

Die Anwendung gréBendiskriminierender Verfahren zur Reduktion der SAM-Konzentration
in Zelllysaten ist also nur eingeschriankt moglich. Eine Erklarung hierfiir kann sein, dass SAM
sich durch die hohe Affinitit zu den SAM-bindenden Proteinen der Isolierung durch
groBendiskriminierende Verfahren entzieht. Diese These wird auch durch eine Beobachtung
untermauert, die bei der praparativen Aufreinigung von MTasen wie M.Taql oder M.Hhal
gemacht werden konnten. Wenn diese MTasen nach ihrer Expression in E. coli von SAM
befreit werden sollen, so werden sie an einer Kationentauschersdule immobilisiert und die
Saule mit bis zu 200 Sdulenvolumen Puffer gespiilt. Dieser Vorgang dauert iiber 20 h. Dieser
enorme Aufwand ist aber unbedingt erforderlich, wenn iiber 95 % der Enzyme SAM-frei sein
sollen.

Das oben getestete Zelllysat hatte am Ende eine SAM-Konzentration von 5 uM und einen
Proteingehalt von 13 mg/ml. Wére wéhrend der Aufarbeitung des Zelllysats jedes SAM-
Molekiil an ein Protein gebunden gewesen und geht man bei E.coli von einer
durchschnittlichen Proteingrofe von 40 kDa aus, so miissten ca. 1,5 % der Proteine SAM
binden.

Das oben aufgefiihrte Experiment hat gezeigt, dass das Entfernen von SAM aus Zelllysaten
von E. coli nur begrenzt moglich ist. Beim spezifischen Einfangen SAH-bindender Proteine
mittels SAH-Fangverbindungen werden die Zelllysate aber nochmals deutlich verdiinnt. So
enthilt ein typischer Ansatz mit 100 ul Gesamtvolumen nur 10 pl Zelllysat. Im Ansatz betragt
die SAM-Konzentration somit nur noch 0,5 uM und liegt damit deutlich unter dem
entsprechenden Kp-Wert der meisten MTasen (um 5 uM). Deutliche Ausbeuteverluste an
spezifisch eingefangenen Proteinen sind deshalb nicht zu erwarten. Bei der Verwendung
anderer Selektivititsfunktionen, die zu ihren Zielproteinen eine deutlich hohere Affinitét
besitzen, konnte es moglicherweise jedoch zu Problemen mit natiirlich vorkommenden
Kompetitoren kommen. Eine drastische Verdiinnung der Ansdtze und eine erhdhte

Fangverbindungskonzentration kénnen dann Abhilfe schaffen.
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3.3.3 Einfangen des E. coli Methyloms mit der Fangverbindung B1-N6-SAH

E. coli K-12 hat ein Genom mit ca. 4 640 000 bp, auf dem ca. 4 400 Gene codiert sind (Posfai
et al., 2006). Zu den Genprodukten zéhlen neben verschiedenen RNAs 1563 Enzyme, 894
Transporter und Membranproteine, 510 regulatorische Proteine und Proteinfaktoren, sowie
124 Strukturproteine (Serres et al., 2004). Es konnten zwar einige Gene als Pseudogene
identifiziert werden, aber trotzdem verfiigt E. coli vermutlich {iber ein Repertoire von {iiber
4400 unterschiedlichen Proteinen. Das Methylom ist dabei nur ein verhéltnismaBig
iiberschaubares Subproteom, bestehend aus wahrscheinlich 61 Proteinen, die alle dadurch
charakterisiert sind, dass sie SAH, das bei SAM-abhingigen Methylierungsreaktionen
anfallende Reaktionsprodukt, binden konnen. Anderen SAM-bindenden Proteinen, die SAM
zur Durchfithrung radikalischer Reaktionen nutzen, fehlt diese Eigenschaft, da bei solchen
Reaktionen kein SAH als Reaktionsprodukt anfdllt. Nach derzeitigem Wissensstand umfasst
das Methylom von E. coli 44 bekannte MTasen, sowie 17 mutmaBliche Methyltransferasen.
AulBlerdem gibt es noch mindestens ein weiteres Enzym, welches ebenfalls SAH bindet,
nidmlich die MTA/SAH Nucleosidase. Das Isolieren des gesamten Methyloms stellt also eine
Reduktion der Komplexitit des Proteoms um ca. 98,6 % dar.

Eine besondere Herausforderung ergibt sich dabei aus der Tatsache, dass wahrscheinlich viele
der MTasen, wie z.B. die DNA-MTasen, im Vergleich zu Strukturproteinen oder zu Proteinen
der Hauptstoffwechselwege, stark unterreprisentiert sind. Um solche Proteine erfolgreich
einfangen zu konnen, muss nicht nur die angewandte Methodik sehr spezifisch sein.
Zusétzlich muss auch geniigend Ausgangsmaterial eingesetzt werden, um von solchen
MTasen eine fiir die beabsichtigte Analytik ausreichende Menge isolieren zu konnen.

Fiir das im Folgenden aufgefiihrte Experiment wurden pro Ansatz 350 ug Gesamtprotein
eingesetzt. Hierflir wurden je 10 pl Lysat von E. coli DH5a (vgl. Abschnitt 3.3.1) in Ansétzen

mit einem Gesamtvolumen von 100 pl eingesetzt.
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Abb. 26: Einfangen des Methyloms von E. coli mit der Fangverbindung B1-N6-SAH.
Fir das Experiment wurde Zelllysat von E. coli DH5a eingesetzt (Glycerinlagerung mit
35 mg/ml, Endkonzentration 3,5 mg/ml). Es wurde die Fangverbindung B1-N6-SAH (2,5 uM)
verwendet. Kontrollansatze wurden unter Verwendung des Fangverbindungsgrundgerusts
B1 (2,5 uM), unter Zugabe von SAH (4,5 mM), ohne Bestrahlung mit der Blitzlampe oder
ohne Zugabe der Fangverbindung oder deren Grundgerist durchgefihrt. Fiir einen weiteren
Kontrollansatz wurden Magnetpartikel eingesetzt, die zuvor fir 10 min mit Biotin behandelt
wurden (5 nmol). Das Probenvolumen der Ansatze betrug jeweils 100 pl und fir das Isolieren
wurden je 200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte
durch SDS-PAGE und anschlieltende Silberfarbung. Die wichtigsten spezifischen Banden
sind mit blauen Pfeilen markiert.

Beim Vergleich der Spur 1 und den Spuren 3 — 8 fillt sofort auf, dass die Proteinmengen in
den einzelnen Spuren immer weiter abnehmen. Besonders der Unterschied zwischen Spur 1
und den anderen Spuren zeigt dabei die starke Reduktion der Proteinmenge. In Spur 1 ist
lediglich 0,1 % der eingesetzten Proteinmenge aufgetragen, wéhrend die anderen Spuren
100 % der eingefangenen Proteine zeigen. Es ist wihrend des Einfangens der Proteine also zu
einer Reduktion der Proteinmenge um einen Faktor von ca. 1 000 gekommen.

Die Spuren 4 und 5 sehen fast identisch aus. In beiden Féllen handelt es sich um Proteine, die
mit Bl oder BI-N6-SAH unspezifisch eingefangen wurden. Dabei macht es keinen
Unterschied, ob die Selektivitdtsfunktion fehlt, wie im Fall von B1, oder die Fangverbindung
durch einen groBen Uberschuss des Kompetitors SAH aus den aktiven Zentren der

Zielproteine verdrangt wird.
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Im Vergleich zu den Spuren 4 und 5 sind in Spur 3 mehrere, teils sehr starke Banden zu
sehen, die auf spezifisches Einfangen von Proteinen zurlickzufiihren sind (gekennzeichnet
durch blaue Pfeile). In Abwesenheit der Selektivititsfunktion oder in Anwesenheit des
Kompetitors SAH fehlen diese Banden vollig. Leider machen diese spezifisch eingefangenen
Proteine grob geschétzt aber nur 20 % der eingefangenen Proteinmenge aus. Zusétzlich gibt
es eine sehr starke Bande, die in Spur 8 fehlt. Bei diesem Ansatz wurden Magnetpartikel
eingesetzt, bei denen die Biotin-Bindestellen des Streptavidins zuvor durch Biotin blockiert
worden waren, so dass diese Magnetpartikel keine freie Bindekapazitit fiir biotinylierte
Molekiile mehr besaflen. Dieser Befund und die Tatsache, dass die betreffende Bande auch
dann zu sehen war, wenn die Ansétze nicht mit der Blitzlampe bestrahlt wurden oder lediglich
Zelllysat enthielten, weist darauf hin, dass es sich hierbei um ein natiirlicherweise
biotinyliertes Protein handelt. Durch eine Suche in Proteindatenbanken konnte bestdtigt
werden, dass es in E. coli tatsdchlich ein biotinyliertes Protein gibt. Es handelt sich um das
Biotin Carboxyl Carrier Protein (BCCP), eine Untereinheit des Acetyl-CoA Carboxylase
Komplexes, der aus insgesamt acht Untereinheiten besteht. BCCP katalysiert den Transfer
einer Carboxylgruppe auf Acetyl-CoA, wodurch Malonyl-CoA entsteht. Da es sich hierbei
um einen fiir die Synthese von Fettsduren grundlegenden Reaktionsschritt handelt,
verwundert es nicht, dass BCCP im Zelllysat in nicht unerheblichen Mengen vorhanden ist.
Da dieses Protein natiirlicherweise biotinyliert ist, wird es beim Einfangen von Proteinen aus
E. coli-Zelllysat wahrend des Isolierungsschritts ebenfalls beobachtet. Die einzige
Moglichkeit dies zu verhindern besteht darin, dieses Protein bereits vor der Zugabe der
Fangverbindung mittels streptavidinbeschichteter Magnetpartikel aus den Ansédtzen zu

entfernen.

3.34 Einfluss der Konzentration von Proteinen und Fangverbindung auf Ausbeute

und Spezifitat

Beim spezifischen Einfangen von funktionellen Subproteomen mittels trifunktioneller
Fangverbindungen ist die Fangverbindungskonzentration ein verhdltnismiBig einfach zu
variierender Parameter. Auch die Proteinkonzentration im Ansatz kann variiert werden.
Anders als beim Einfangen von aufgereinigten Enzymen kann man sich dabei aber nicht an
einzelnen Dissoziationskonstanten orientieren. Das Ziel-Subproteom ist hierfiir in der Regel
zu komplex und enthélt zudem eine nicht bekannte Anzahl unbekannter Zielproteine.

Um den Einfluss von Fangverbindungs- und Proteinkonzentration auf Spezifitit und Ausbeute

an spezifisch eingefangenem Protein zu untersuchen wurden mehrere Experimente mit
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variierenden Fangverbindungs- und Proteinkonzentrationen durchgefiihrt. Alle anderen

Parameter inklusive des Ansatzvolumens wurden dabei nicht variiert.

Protein-
konzentration

A 154/l

27 kDa Bande

~BCCP

+ Streptavidin
Monomer

B 3 g/l «27 kDa Bande
~BCCP
+ Streptavidin
Monomer
C 0649l
~27 kDa Bande
~BCCP
+ Streptavidin
Monomer
Abb. 27: Einfangen des Methyloms aus E. coli mit der Fangverbindung B1-N6-SAH. Als

Kontrollen dienten Ansatze mit dem Fangverbindungsgrundgerist B1. Dargestellt sind die
Ergebnisse von Experimenten mit unterschiedlichen Proteinkonzentrationen (15 mg/ml,
3 mg/ml und 0,6 mg/ml). Dabei wurden jeweils 3 unterschiedliche
Fangverbindungskonzentrationen getestet (0,2 yM, 1 yM und 5 puM). Das Volumen der
Ansatze betrug jeweils 100 ul. Fir das Isolieren der eingefangenen Proteine wurden jeweils
200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch
SDS-PAGE und anschlielende Silberfarbung.
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Erwartungsgemall lieBen sich bei hohen Fangverbindungs- und Proteinkonzentrationen
groere  Proteinmenge  einfangen als bei niedrigen Fangverbindungs- und
Proteinkonzentrationen  (vgl. Gel A/Spur2 mit Gel C/Spur 6). Mit einer
Fangverbindungskonzentration von 0,2 uM lieBen sich auch bei sehr hohen
Proteinkonzentrationen kaum Proteine spezifisch einfangen (Gel A/Spur 6). Zwei Banden bei
ca. 25kDa sind der einzige Unterschied zum Kontrollansatz. Auch bei
Fangverbindungskonzentrationen von 1 pM sind lediglich diese zwei Banden als Unterschied
zu erkennen (vgl. jeweils die Spuren 4 mit Spuren 3). Mit Fangverbindungskonzentration von
5 uM konnten mehrere Proteine zwischen 30 kDa und 60 kDa ausschlieBlich spezifisch
eingefangen werden. Dies funktionierte besonders gut bei hoheren Proteinkonzentrationen
(vgl. jeweils die Spuren 2). Allerdings fiihrten hohere Fangverbindungskonzentrationen auch
zu mehr unspezifisch eingefangenen Proteinen. Das war besonders bei mittleren
Proteinkonzentrationen der Fall (vgl. Gel A/Spur 3 mit Gel B/Spur3).

Die vorliegenden Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass zum Isolieren von funktionellen
Subproteomen aus komplexen Proteingemischen hohe Proteinkonzentrationen und hohe
Fangverbindungskonzentrationen am giinstigsten sind. Allerdings wurden bei dem oben
aufgefiihrten Experiment lediglich niedrige Fangverbindungskonzentrationen getestet.
Typische Dissoziationskonstanten zwischen MTasen und SAH liegen im unteren
mikromolaren Bereich. Die eingesetzten Fangverbindungskonzentrationen bewegten sich also
eher um oder unterhalb dieses Wertes. Ob hohere Fangverbindungskonzentrationen noch zu
deutlich besseren Ausbeuten fithren konnten, ldsst sich anhand der vorliegenden Ergebnisse
nicht sagen. Niedrige Fangverbindungskonzentrationen, die deutlich unterhalb der zu
erwartenden Dissoziationskonstanten liegen, sind aber eindeutig ungeeignet.

Von den getesteten Proteinkonzentrationen hat sich die hochste Konzentration als die
giinstigste erwiesen. Allerdings ging unter den gewédhlten Versuchsbedingungen die hohere
Konzentration mit einer hoheren Stoffmenge einher, da das Volumen wegen der benutzten
Zeba™ Desalt Spin Columns das Ansatzvolumen auf 100 ul beschrinkt war.

Vergleicht man bei den Ansédtzen mit 5 uM Fangverbindung das Verhéltnis zwischen
spezifisch eingefangenem Protein und unspezifisch eingefangenem Protein im Kontrollansatz,
so fallt auf, dass durch die Steigerung der Proteinkonzentration von 3 mg/ml auf 15 mg/ml
auch die Menge an spezifisch eingefangenem Protein gestiegen ist, die Menge an unspezifisch
eingefangenem Protein aber praktisch nicht. Im Ansatz mit der hohen Proteinkonzentration
war die Spezifitdt also deutlich groBer. Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dass die

Proteinkonzentration sich aus praktischen Griinden nicht beliebig steigern ldsst. Hiufig steht
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das Probenmaterial nur in sehr begrenzten Mengen zur Verfiigung, und die
Proteinkonzentration der verwendeten Zelllysate ist bereits sehr gering. Zudem werden
Zelllysate oft in Puffern mit Reduktionsmitteln und 50 % Glycerin gelagert. Zwar macht sich
das Glycerin bis zu einer Konzentration von 30 % nicht negativ bemerkbar, aber eventuell
vorhandene Reduktionsmittel, insbesondere Dithiothreitol (DTT) kann in millimolaren
Konzentrationen bereits deutlich storen.

GroBere Mengen an eingesetztem Zelllysat bergen aber noch ein weiteres Problem. In E. coli
gibt es das Biotin Carboxyl Carrier Protein (BCCP), welches einen kovalent gebundenen
Biotinrest trigt. Auch knapp unterhalb von 15 kDa befindet sich eine relativ dicke Bande.
Diese Bande findet sich auch in den Kontrollansidtzen und wéchst mit der eingesetzten
Proteinkonzentration an. Sie ist auch in Abb. 26 zu schen, selbst in den Anséitzen, die nicht
bestrahlt wurden oder keine Fangverbindung enthielten. Es ist also anzunehmen, dass es sich
hierbei ebenfalls um ein biotinyliertes Protein handelt. Allerdings findet sich bislang in keiner
E. coli Proteindatenbank ein biotinyliertes ein Protein mit ca. 15 kDa. Biotinylierte Proteine
stellen ein besonderes Problem dar. Sie konnen eine Analyse durch Massenspektrometrie
erschweren, wenn sie im Vergleich zu den spezifisch eingefangenen Proteinen in zu grofen
Mengen auf den Magnetpartikeln immobilisiert wurden. Auflerdem konnen sie dazu flihren,

dass die Biotin-Bindekapazitit der eingesetzten Magnetpartikel {iberschritten wird.

3.35 Einfluss groRerer Fangverbindungskonzentrationen auf Ausbeute und

Spezifitat

Das vorangehende Experiment hat gezeigt, dass Fangverbindungskonzentrationen, die
deutlich unterhalb der zu erwartenden Dissoziationskonstante zwischen Fangverbindung und
Zielprotein liegen, nicht geeignet sind, die Proteine effizient einzufangen. Die Frage welchen
Einfluss deutlich héhere Fangverbindungskonzentrationen auf Ausbeute und Spezifitit haben,
blieb dabei offen und soll an dieser Stelle gekléart werden.

Hierzu wurden Ansétze mit Fangverbindungskonzentrationen von 2,5 uM bis 20 uM unter
identischen Bedingungen durchgefiihrt. Als Kontrollen dienten Ansdtze mit dem

Fangverbindungsgrundgeriist.
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Abb. 28: Einfangen des E. coli Methyloms mit unterschiedlichen Fangverblndungs-
konzentrationen. Die Konzentrationen der Fangverbindung B1-N6-SAH bzw. des
Fangverbindungsgrundgerists B1 variierten zwischen 2,5uM und 20 puM. Die
Proteinkonzentration betrug in allen Ansatzen 3,5 mg/ml. Das Probenvolumen der Ansatze
betrug jeweils 100 pl und fiir das Isolieren wurden jeweils 200 ug MyOne™ Streptavidin C1
Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieRende
Silberfarbung. Erklarungen zu den mit Pfeilen markierten Banden finden sich im Text.

Da das Gel bei diesem Experiment sehr stark angefarbt wurde und einige Banden nicht mehr
klar zu unterscheiden sind, kdnnen fiir die Auswertung nicht mehr alle Banden herangezogen
werden. So erscheinen die Proteine, die in den Abbildungen 26 und 27 als klare Doppelbande
bei ca. 25 kDa erkennbar waren, hier nur noch als eine sehr dicke Bande, deren Intensitét sich
zwischen den einzelnen Ansédtzen kaum unterscheidet. Im Bereich zwischen 40 kDa und
50 kDa gibt es aber eine spezifische Bande, die klar erkennbar ist (mit einem blauen Pfeil
gekennzeichnet). Verglichen mit einigen anderen Banden wurde dieses Protein nur in
verhdltnisméBig kleinen Mengen eingefangen. Die entsprechende Bande ist in keinem der
Kontrollansitze  sichtbar.  Vergleicht man die Banden bei unterschiedlichen
Fangverbindungskonzentrationen (vgl. Spuren 3, 5, 7 und 9) so fillt auf, dass sie bei 5 uM
B1-N6-SAH  deutlich  stirker ist als bet 2,5uM. Eine Erhohung der
Fangverbindungskonzentration auf 10 pM brachte jedoch keine deutliche Steigerung mehr
und bei 20 uM B1-N6-SAH scheint die Bandenstirke sogar wieder etwas abzunehmen.

Auch die Menge an unspezifisch eingefangenen Proteinen steigt mit zunehmender BI-
Konzentration deutlich an (vgl. Spuren 4, 6 und 8). Bei einer B1-Konzentration von 20 uM ist

sie aber wieder etwas kleiner.
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Die Tatsache, dass die Menge an spezifisch eingefangenem Protein mit steigender
Fangverbindungskonzentration zunichst deutlich zunimmt um dann ab einer gewissen
Konzentration stagniert, entspricht den Erwartungen. Ist die Fangverbindungskonzentration
deutlich groBer als der zugehorige Kp-Wert des betreffenden Proteins, so hat im Moment der
Photoaktivierung der Fangverbindung praktisch jedes Protein ein Fangverbindungsmolekiil
gebunden. Eine Erhohung der Fangverbindungskonzentration kann somit nicht zu einer
Erh6hung der Menge an spezifisch eingefangenem Protein fiihren.

Anders verhélt es sich aber bei den unspezifisch eingefangenen Proteinen. Bei einem
Vergleich der Spuren 6 und 8 ist festzustellen, dass es durch eine Erhohung der Bl-
Konzentration von 5 uM auf 10 uM zu einer deutlichen VergroBerung der Menge an
unspezifisch eingefangenen Proteinen kommt (vgl. z.B. rote Pfeile). Das Ergebnis dieses
Experiments fiihrt also zu dem Schluss, dass fiir das spezifische Einfangen von Proteinen eine
Fangverbindungskonzentration, die deutlich iiber dem zu erwartenden Kp-Wert der
einzufangenden Proteine liegt, keinen Sinn macht.

Eine Auffilligkeit beim diesem Experiment ist die Tatsache, dass die Menge an
eingefangenem Protein bei der groten Fangverbindungskonzentration wieder etwas geringer
war. Auch die Menge an eingefangenem BCCP oder des vermutlich biotinylierten 20 kDa-
Proteins (vgl. Doppelpfeil) ist in diesem Ansatz geringer. Die Erklarung fiir dieses Phdnomen
ist in der beschrinkten Bindekapazitit der verwendeten Magnetpartikel zu suchen. Auch die
nicht-kovalent an ein Protein gebundenen Fangverbindungsmolekiile tragen nach ihrer
Photoaktivierung noch einen Biotinrest und konnen somit Bindungsstellen auf der Oberfléche
der Magnetpartikel belegen. Mit den zu ihrer Abtrennung verwendeten ZEBA™ Desalt Spin
Columns kann leider nur ein Teil von ihnen abgetrennt werden. Die Kapazitit der

Magnetpartikel reicht dann eventuell nicht aus, um alle biotinylierten Proteine zu binden.
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3.3.6 Beeinflussung von Ausbeute und Spezifitat durch die Magnetpartikelmenge

Das vorhergehende Experiment hat gezeigt, dass die fiir die Isolierung der biotinylierten
Proteine verwendeten streptavidinbeschichteten Magnetpartikel bei hohen Fangverbindungs-
und Proteinkonzentrationen an die Grenzen ihrer Bindekapazitit stoBen. Die MyOne™
Streptavidin C1 Magnetpartikel von Dynal haben sich als besonders geeignet erwiesen
(personliche Mitteilung von Thomas Lenz, Caprotec GmbH), da sie die Vorteile relativ grof3er
Kapazitit und besonders geringer unspezifischer Wechselwirkungen vereinen. Dabei
enthalten sie kein BSA als Blockierungsreagenz. Die hydrophilen Magnetpartikel weisen bei
pH-Werten oberhalb von 6 ein negatives Zeta-Potenzial von ca. 40 mV auf und besitzen fiir
freies Biotin eine Bindekapazitit von mindestens 2500 pmol/mg (Herstellerangaben).

Bei den meisten Experimenten wurden fiir das Isolieren 200 ng Magnetpartikel verwendet.
Die Biotin-Bindekapazitit dieser Menge betrigt 500 pmol. Da die Fangverbindungen mit ca.
1,1 kDa ein relativ geringes Molekulargewicht aufweisen, kann angenommen werden, dass
sie in ebenso grofBer Menge gebunden werden wie freies Biotin. Bei einem Ansatzvolumen
von 100 pl ist die Kapazititsgrenze bei einer Fangverbindungskonzentration von 5 uM
erreicht.

Die vor dem Isolieren angewandten ZEBA™ Desalt Spin Columns sollten 95 % der nicht an
Proteine gebundenen Fangverbindungsmolekiile abtrennen (nach Herstellerangaben). Das in
Abschnitt 3.3.5 aufgefiihrte Experiment hat jedoch gezeigt, dass bereits bei einer
Fangverbindungskonzentration von 20 uM im Ansatz und einer Proteinkonzentration von
0,35 mg/ml die Bindekapazitit der eingesetzten 200 ug Magnetpartikel iiberschritten wird.
Dies mag zum Teil daran liegen, dass im Zelllysat von E. coli mindestens ein Protein, BCCP,
natiirlicherweise biotinyliert vorliegt und zudem in relativ groBen Mengen vorhanden ist. Die
MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel haben fiir biotinylierte Antikorper nach
Herstellerangaben aber eine Bindekapazitit von 25 pg/mg. Die 200 pg Magnetpartikel sollten
also 5 pg Protein binden kdnnen. Dies ist eine relativ gro3e Menge, da Nachweisgrenze fiir
Proteine in einem silbergefarbten SDS-PAGE-Gel erfahrungsgemial3 deutlich unterhalb von
10 ng pro Bande liegt. Bei den meisten mit E. coli-Zelllysat durchgefiihrten Experimenten lag
die mit den Magnetpartikeln isolierte Gesamtproteinmenge aber unterhalb von 1 ug, so dass
davon ausgegangen werden muss, dass die in Abschnitt 3.3.5 beobachtete Uberschreitung der
Kapazititsgrenze auf noch vorhandene Fangverbindung zuriickzufiihren ist. Die verwendeten
ZEBA™ Desalt Spin Columns trennen demnach lediglich ca. 75% der eingesetzten
Fangverbindung ab, ein Umstand der bei der Planung von Experimenten beriicksichtigt

werden sollte.
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Wenn in einem Experiment hohere Fangverbindungskonzentrationen eingesetzt werden
sollen, so kann die Proteinlosung vor dem Isolieren auch mehrfach mit ZEBA™ Desalt Spin
Columns umgepuffert werden. Dies fiihrt aber in keinem Fall zu einer vollstindigen
Abtrennung der Fangverbindung und kann zu Proteinverlusten fiihren, so dass eventuell eine
Erhohung der verwendeten Magnetpartikelmenge sinnvoll sein kann. Die Voraussetzung
hierfiir ist jedoch, dass dies nicht zu einer groeren Menge unspezifisch eingefangener
Proteine fiihrt. Deshalb wurde ein Experiment durchgefiihrt, bei dem alle Ansdtze gleich

behandelt wurden und lediglich die eingesetzte Magnetpartikelmenge variierte.

400 pg 200 pg 100 pg
0451’ Magnetpartikel Magnetpartikel Magnetpartikel
?. ‘l \e\ L3 ) \b L} \z\ 1
0\0 é\ é(b é(b X\“b

Abb. 29: Einfangexperiment mit variierender Menge Magnetpartikel. Die Ansatze
enthielten B1-N6-SAH oder B1 (2,5uM), sowie Zelllysat aus E.coli DH5a
(Proteinkonzentration im Ansatz 0,35 mg/ml) bei einem Ansatzvolumen von 100 pl. Fur das
Isolieren wurden unterschiedliche Mengen MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel
eingesetzt (400 pg, 200 ug und 100 ug). Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE mit
anschlief3ender Silberfarbung.

Bei der Betrachtung des Gels fillt zundchst auf, dass alle Ansdtze, bzw. Kontrollansitze
relativ gleich aussehen. Allerdings nimmt die Intensitit der mit den Magnetpartikeln in
Zusammenhang stehenden 27 kDa Bande (vermutlich Streptavidin Dimer) mit steigender
Magnetpartikelmenge erwartungsgemill zu, da die Menge an Streptavidin zunimmt. Die
Menge des isolierten BCCP ist bei allen Ansétzen gleich grofl. Auch die Intensitét der bei ca.
15 kDa liegenden Bande ist in allen Spuren gleich stark. Dies spricht dafiir, dass in keinem
der Ansdtze die Kapazititsgrenze der eingesetzten Magnetpartikel iiberschritten wurde.
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Allerdings gibt es oberhalb von 85kDa einige Banden, die mit steigender
Magnetpartikelmenge an Intensitdt zunehmen. Dies konnte daran liegen, dass sehr grof3e
Proteine aus sterischen Griinden schlechter an die Magnetpartikel binden und die
Immobilisierung der gréferen biotinylierten Proteine nach 30 min noch nicht abgeschlossen
ist. Eine Erhohung der Magnetpartikelmenge wiirde das Binden in diesem Fall beschleunigen.
Die zwei dicksten unspezifischen Banden finden sich etwas oberhalb von 50 kDa und
zwischen 85 kDa und 100 kDa. Diese unspezifischen Banden, auf die am Ende von Kapitel
3.3 noch ausfiihrlich eingegangen werden soll, zeigen eine deutliche Abhingigkeit von der
eingesetzten Magnetpartikelmenge. Abgesehen von diesen Banden wird die Menge der
meisten unspezifisch eingefangenen Proteine durch eine Erhohung der Magnetpartikelmenge
aber nicht wesentlich beeinflusst. Somit kann fiir das Isolieren der biotinylierten Proteine
auch eine groflere Menge der Magnetpartikel eingesetzt werden. Allerdings zeigt ein
Vergleich der mit BI-N6-SAH durchgefiihrten = Ansdtze, dass bereits eine
Magnetpartikelmenge von 100 pg ausreichend war. Die standardmiflig verwendete
Magnetpartikelmenge von 200 pg ist bei Experimenten mit Fangverbindungskonzentrationen

von 2,5 uM also vollig ausreichend.

3.3.7 Einfluss von Biotin auf die Spezifitat beim Einfangen des Methyloms von
E. coli

Im vorangegangenen Abschnitt wurde festgestellt, dass das unspezifische Einfangen von
Proteinen weitestgehend unabhingig von der eingesetzten Magnetpartikelmenge ist. Das
Ereignis, welches zum unspezifischen Einfangen von Proteinen fiihrt, findet also bereits vor
dem Isolierungsschritt statt, ndmlich bei der Photoverkniipfung. Eine denkbare Mdoglichkeit
wire hierbei, dass einige der Proteine aus dem Zelllysat nicht an die Selektivitatsfunktion der
Fangverbindung binden, sondern an einen anderen Teil des Molekiils, wie z.B. an den
Biotinrest. Um dies zu untersuchen wurde bei einem Experiment einem der Kontrollansitze

Biotin zugefiigt.
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Streptavidin Monomer

Abb. 30: Einfangen des Methyloms aus Zelllysat des M.Taql expremierenden E. coli
Stamms ER2267-pA1. Fir das Einfangen des Methyloms wurde die Fangverbindung B1-N6-
SAH benutzt (5 uM). Fir die Kontrollansatze wurde das Fangverbindungsgrundgerist B1
verwendet (5 uM). Die Proteinkonzentration in den Ansatzen betrug 2 mg/ml. Das
Probenvolumen der Ansatze betrug 100 ul. Zwei der Kontrollansatze enthielten zusatzlich
noch SAH (7,5 mM) oder Biotin (50 uM). Fiir das Isolieren wurden jeweils 200 ug MyOne™
Streptavidin T1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und
anschlief3ende Silberfarbung.

Bei diesem Experiment wurde Zelllysat von E. coli ER2267-pA1l verwendet. Dieser E. coli
Stamm verfligt liber einen Expressionsvektor, in den das M.Taql-Gen kloniert wurde (Pues et
al., 1997). Die eingefangene M.Taql ist in Spur 3 deutlich zu erkennen und erscheint bei den
Kontrollansitzen nur als schwache Bande (Spuren 4, 5 und 6). Auffallend ist dabei, wie stark
M.Taql durch das Einfangen im Vergleich zum Zelllysat angereichert wurde, wihrend andere
Proteine, die im Zelllysat stark vertreten waren nicht eingefangen wurden (vgl. Spuren 2 und
3).

Bei der Betrachtung der Kontrollansétze fillt auf, dass sie praktisch identisch aussehen. Dies
beweist, dass SAH nicht als photochemischer Quencher wirkt. Wiirde SAH z.B. durch seine
UV-Absorption die Menge unspezifisch eingefangener Proteine verringern, dann diirfte dieser
Effekt nicht in einem Kontrollansatz mit nur dem Fangverbindungsgrundgeriist zu beobachten
sein.

Die Anwesenheit von 50 uM Biotin im Ansatz fiihrte ebenfalls zu keiner Reduktion
unspezifisch eingefangener Proteine. Dies weist darauf hin, dass die unspezifischen

Nebenreaktionen nicht auf einer Bindung der betreffenden Proteine an den Biotinrest der
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Fangverbindung beruhen. In diesem Fall hétte das zugesetzte Biotin das B1 zumindest
teilweise aus den entsprechenden Bindungstaschen der betroffenen Proteine verdridngen
sollen. Allerdings muss dieser Effekt nicht zwingendermallen so groB sein, dass er durch
Unterschiede in der Proteinbandenintensitit detektiert werden kann. Wenn eine postulierte
unspezifische Vorbindung einer Fangverbindung an ein nicht-Zielprotein so schwach ist, dass
z.B. nur 1 % der betreffenden Proteine liberhaupt eine Fangverbindung gebunden haben, dann
hat die Anwesenheit eines zehnfachen Uberschusses eines Kompetitors praktisch keinen
Einfluss. Eine Mdglichkeit wire dann mit noch groBeren Mengen des Kompetitors zu
arbeiten. Im vorliegenden Fall ist dies aus praktischen Griinden jedoch problematisch, da
durch die Verwendung einer ZEBA™ Desalt Spin Column das Biotin nicht quantitativ
abgetrennt werden kann und Biotin beim Isolierungsschritt die Bindestellen auf den

Magnetpartikeln blockiert.

3.3.8 Fangverbindungsanalogon zur Reduktion unspezifischer Nebenreaktionen

Das iiber 700 Da schwere Grundgeriist der B1-Fangverbindungen (Abb. 3.2.1) weist eine
Reihe potenzieller Ipitope auf, die Proteine binden kénnten. Der Biotinrest mit einer sehr
hohen Affinitdt zu Streptavidin ist nur ein Beispiel. Auch an den PEG-Linker konnten
Proteine binden.

Um solche unerwiinschten Wechselwirkungen zu unterdriicken, wurde ein Analogon zum
Fangverbindungsgrundgeriist B1 (bzw. zum B2-Grundgeriist) synthetisiert, welchem im
Vergleich zu Bl lediglich die Azidfunktion fehlt (bzw. im Vergleich zu B2 der
Triflurmethyldiazirinrest). Mit diesem als BO bezeichneten Fangverbindungsderivat kdnnten
sich unerwiinschte Wechselwirkungen zwischen der eingesetzten Fangverbindung und nicht-
Zielproteinen deutlich reduzieren lassen, da es mit der Fangverbindung um die
entsprechenden Bindestellen an diesen Proteinen konkurriert. Lediglich die Bindung an die
Selektivitatsfunktion SAH sollte nicht beeinflusst werden, da B0 keine Selektivitatsfunktion

aufweist.
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Abb. 31: Strukturformeln  der Fangverbindung B1-N6-SAH und des B1/B2-
Grundgerustanalogons BO. Der rote Kreis markiert die fehlende Reaktivitatsfunktion.

Der Einfluss des Fangverbindungsanalogons B0 auf unspezifische Nebenreaktionen bei der
Verwendung der Fangverbindung B1-N6-SAH wurde in einem vergleichenden Experiment
tiberpriift. Dabei wurde BO im Vergleich zu B1-N6-SAH oder Bl in einem 50-fachen

Uberschuss eingesetzt.

reptavidin Monomer—

Abb. 32: Einfangen des Methyloms von E. coli mit der Fangverbindung B1-N6-SAH
(10 yM) und Kontrollansatze mit dem Fangverbindungsgrundgerist B1 (10 uM). Zwei
Ansatze enthielten zusatzlich BO (500 uM). Alle Ansatze enthielten Zelllysat von E. coli DH5a
(3,5 mg/ml). Abweichend zum Standardprotokoll wurden aufeinanderfolgend zwei ZEBA™
Desalt Spin Columns eingesetzt. Fiir das Isolieren wurden jeweils 200 ug MyOne™
Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE mit
anschlielRender Silberfarbung. Erklarungen zu den Pfeilen und Banden finden sich im Text.
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Wegen der grofen Mengen an BO mussten aufeinanderfolgend zwei ZEBA™ Desalt Spin
Columns eingesetzt werden, da ansonsten die Kapazitit der verwendeten Magnetpartikel zu
gering gewesen ware.

Ein Vergleich der Kontrollansidtze (Spuren 4 und 6) ldsst sofort erkennen, dass die
Anwesenheit von BO nur einen sehr geringen Einfluss auf die unspezifischen
Nebenreaktionen hat. Lediglich 2 unspezifische Banden waren bei Anwesenheit von B0
deutlich schwicher (markiert mit roten Pfeilen). Der Befund, dass aber die Mehrzahl der
Banden sich nicht durch die Zugabe von B0 unterdriicken lie3, kann damit erklirt werden,
dass den unspezifischen Nebenreaktionen keine unerwiinschte, nicht-kovalente Vorbindung
zwischen Fangverbindung und Protein zugrundeliegt. Es konnte jedoch auch sein, dass eine
solche Vorbindung stattfindet, die entsprechende Dissoziationskonstante jedoch deutlich
grofler ist als die eingesetzte BO-Konzentration. Der Kompetitor hitte in diesem Fall kaum
einen Einfluss. Wegen der begrenzten Kapazitit der fiir die Isolierung verwendeten
Magnetpartikel und der ungeniigenden Trennleistung der ZEBA™ Desalt Spin Columns sind
B0-Konzentrationen im millimolaren Bereich aber praktisch nicht einsetzbar.

In einigen hier nicht aufgefiihrten Experimenten wurden PEG 8000, Asparaginsdure und p-
Azidobenzoesdure in hoheren Konzentrationen als Kompetitoren getestet. Dabei konnte
teilweise ein kleiner Einfluss auf einige der unspezifisch eingefangenen Proteine festgestellt
werden. Allerdings fiihren groBere Mengen an p-Azidobenzoesdure zu Photoquenching, da sie
ein dhnliches Absorptionsspektrum wie die Fangverbindung aufweist. Eine deutliche

Verringerung unspezifischer Nebenreaktionen konnte dabei nicht erreicht werden.

3.39 Adenosin und L-Methionin als Kompetitoren der Selektivitatsfunktion SAH

Das spezifische Einfangen von Proteinen mittels trifunktioneller Fangverbindungen beginnt
mit einem spezifischen, nicht-kovalenten Bindungsereignis zwischen Zielprotein und der
Selektivititsfunktion der Fangverbindung. Um die Spezifitit zu {berpriifen, kann unter
Anderem auch die Selektivititsfunktion in freier Form als Kompetitor zugefiigt werden. So
konnte mit der Fangverbindung B1-N6-SAH in Gegenwart eines groBen Uberschusses an
SAH keine der gereinigten MTasen eingefangen werden.

Dieser Umstand lésst sich prinzipiell nutzen, um Informationen iiber die Bindungsverhéltnisse
im aktiven Zentrum der betreffenden Enzyme zu gewinnen. Prinzipiell konnten dazu
Fangverbindungen mit verdnderten Selektivititsfunktionen eingesetzt werden. Die
Verwendung unterschiedlicher Kompetitoren ist jedoch eine deutlich kostengiinstigere

Variante, da hierzu keine neuen Fangverbindungen synthetisiert werden miissen.
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Im vorliegenden Beispiel sollte untersucht werden, wie grof3 der Einfluss des Adenosyl- und
des Methionylrests von SAH auf die Bindung im aktiven Zentrum SAH-bindender Proteine in

E. coli ist.
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SAM SAH Adenosin L-Methionin
Abb. 33: Strukturformeln von SAM, SAH, Adenosin und L-Methionin.

SAM, der von MTasen als Methylgruppendonor genutzte Kofaktor, kann formal aus
Adenosin und L-Methionin unter Eliminierung von Wasser gebildet werden (vgl. Abb. 33).
Diese beiden Verbindungen sollten also ebenfalls in die entsprechende Bindungstasche von

MTasen passen.

+27kDa Bande
25

Streptavidin Monomer
N

Abb. 34: Einfangen des Methyloms aus Zelllysat des M.Tagl expremierenden E. coli
Stamms ER2267-pA1. Dabei wurde die Fangverbindung B1-N6-SAH (5 pM) und Zusatze
von SAH, Adenosin oder L-Methionin (jeweils 7,5 mM) verwendet. Die Proteinkonzentration
war in allen Ansdtzen 2 mg/ml. Fir das Isolieren wurden jeweils 200 ug MyOne™
Streptavidin T1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und
anschlief3ende Silberfarbung. Erklarungen zu den mit roten Pfeilen markierten Banden finden
sich im Text.

Erwartungsgemél konnten mit der Fangverbindung B1-N6-SAH aus dem Zelllysat viele

Proteine eingefangen werden, die in Anwesenheit von SAH nicht eingefangen wurden (vgl.
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Spuren 2 und 3). Bereits frither konnte in vielen Experimenten bestdtigt werden, dass in
Anwesenheit eines groBen Uberschusses SAH keine Proteine mehr spezifisch eingefangen
werden und sich das Ergebnis eines solchen Experiments nicht von dem eines unter
Verwendung des Fangverbindungsgrundgeriists Bl  durchgefiihrten = Experiments
unterscheidet. Interessanterweise ist aber auch Adenosin in der Lage die Selektivitdtsfunktion
der Fangverbindung B1-N6-SAH aus den Bindetaschen der Zielproteine zu verdringen. Zwar
gilt dies nicht fiir jedes der spezifisch eingefangenen Proteine gleichermafen (vgl. Spuren 3
und 4, rote Doppelpfeile), aber M.Taql z.B. kann in Anwesenheit von 7.5 mM Adenosin
praktisch nicht mehr eingefangen werden. Anders verhélt sich dies jedoch bei Zugabe von
L-Methionin (Spur 5). Das resultierende Bandenmuster unterscheidet sich kaum von dem in
Spur 2. Allerdings wurde mindestens eines der zwei Proteine, die eine Doppelbande bei ca.
25 kDa verursachen deutlich schlechter eingefangen. Einige Banden erscheinen hingegen
sogar etwas stirker. Aus dem Ergebnis des vorliegenden Experiments ldsst sich also der
Schluss ziehen, dass fiir die spezifische Bindung zwischen SAH und den meisten SAH-
bindenden Proteine besonders der Adenosylrest des SAH von Bedeutung ist. Der
Methionylrest spielt dabei nur eine untergeordnete Rolle. Der wesentliche Anker der
Kofaktorbindung ist also der Adenosylteil.

Eine besonders schone Demonstration, welche Moglichkeiten Bindungs- und
Kompetitionsstudien mit trifunktionellen Fangverbindungen und deren Kompetitoren bieten,
gelang 2009 Thomas Lenz (Dalhoff et al. 2010). Durch Versuchsreihen mit nur zehn
verschiedenen B1-N6-SAH - bzw. SAH-Konzentrationen konnten die Kp-Werte des B1-N6-
SAH-M.Taql Komplexes (1,4 uM) bzw. des SAH-M.Taql Komplexes (2,3 uM) bestimmt
werden. Natlirlich ergibt sich damit auch die Moglichkeit eine Vielzahl weiterer
Verbindungen (z.B. Medikamente) hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitit zur entsprechenden
Bindetasche eines Proteins zu untersuchen.

Kompetitionsstudien mit trifunktionellen Fangverbindungen und potentiellen Kompetitoren
der Selektivititsfunktion, sind eine einfache und kostengiinstige Mdglichkeit, Informationen
tiber die Bindungsverhiltnisse in den aktiven Zentren der betreffenden Proteine zu erhalten.
Sie ermdglichen die gleichzeitige Untersuchung mehrerer Proteine, z.B. in einem Zelllysat.
Aullerdem konnen dabei selbst mit der einfachen Analysetechnik SDS-PAGE gute
quantitative Ergebnisse erzielt werden, wenn die untersuchten Proteinmengen im linearen

Bereich der verwendeten Farbetechnik liegen.
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3.3.10 Abreicherung unspezifisch bindender Proteine durch

Fangverbindungsgrundgeriste

Eine denkbare Moglichkeit die Spezifitit beim Einfangen von funktionellen Subproteomen
aus Zelllysaten zu erhéhen ist das Abtrennen von Proteinen, die unspezifisch eingefangen
werden. Dies konnte z.B. dadurch erfolgen, dass die betreffenden Proteine in einem ersten
Schritt mit dem Fangverbindungsgrundgeriist reagieren und dann durch MyOne™
Streptavidin C1 Magnetpartikel oder andere Biotin-bindende Materialien entfernt werden.

Dies wurde in einem Experiment iiberpriift, bei welchem das Fangverbindungsgrundgeriist B1
in verhiltnisméBig hoher Konzentration zugesetzt und nach erfolgter Photoverkniipfung

zusammen mit den biotinylierten Proteinen wieder abgetrennt wurde.

Streptavidin Monomer—'-

Abb. 35: Abreicherung unspezifisch bindender Proteine durch das
Fangverbindungsgrundgerist B1. Bevor das Experiment gemafl der Standardmethode
durchgefiihrt wurde, wurde die Halfte der Ansatze mit 20 uM B1 versetzt. Dann wurden alle
Ansatze bestrahlt. Danach erfolgte bei allen vier Ansatzen eine Abtrennung biotinhaltiger
Verbindungen durch den Einsatz von SoftLink™ Soft Release Avidin Resin (100 pl
Fdllmenge). Zu den so vorbehandelten Proben wurde die Fangverbindung B1-N6-SAH
(2 yM) bzw. deren Grundgertist B1 (2 uM) hinzugefligt. Alle Ansatze enthielten Zelllysat von
E. coli DH5a (3,5 mg/ml). Fiir das Isolieren wurden jeweils 200 ug MyOne™ Streptavidin C1
Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieRende
Silberfarbung.

Durch die Abtrennung biotinylierter Proteine und Kleinmolekiile konnte unter Anderem auch
das Biotin Carboxyl Carrier Protein (BCCP) abgetrennt werden. Allerdings gelang dies in den
zuvor mit Bl versetzten Ansdtzen nicht vollstandig (Spuren 4 und 6). Dies kann nur damit

erkliart werden, dass das eingesetzte SoftLink'™ Soft Release Avidin Resin eine etwas zu
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geringe Bindekapazitit besal um B1 und BCCP vollstindig ab zu trennen. Prinzipiell hitten
die zur Abreicherung verwendeten 2 nmol B1 auch durch die Verwendung von jeweils 100 pl
MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel erfolgen konnen.

Ein Vergleich der Kontrollansétze zeigt, dass durch die dem eigentlichen Einfangexperiment
vorausgehende Photoverkniipfung mit B1 keine Reduktion von unspezifisch eingefangenen
Proteinen erfolgt ist (vgl. Spuren 5 und 6). Lediglich eine Bande fehlt in dem zuvor
abgereicherten Ansatz (mit einem Pfeil markiert). Eine Erklarung fiir diesen Befund leitet sich
aus den anzunehmenden Bindungsverhiltnissen zwischen dem Fangverbindungsgrundgeriist
Bl und den daran eventuell bindenden Proteinen ab. Wie bereits in Abschnitt 3.2.3
beschrieben, ist fiir eine solche Bindung von einer gréBeren Dissoziationskonstante
auszugehen, als bei der spezifischen Bindung zwischen der Selektivititsfunktion einer
Fangverbindung und deren Zielprotein. Bei einer Dissoziationskonstante im unteren
millimolaren Bereich wiren bei einer B1-Konzentration von 20 uM nur wenige Prozent der
betreffenden Proteine an ein BI1-Molekiil gebunden. AuBerdem liegen die realisierbaren
Photoverkniipfungsausbeuten bei 1-10 % (Tab. 1), so dass nur ein geringer Teil der Proteine
auf diese Weise entfernt werden kann. Der zu erwartenden Effekt einer Abreicherung

unspezifisch eingefangener Proteine ist also eher klein.

3.3.11 Einfluss von sehr hohen HEPES-Konzentrationen

Das groBite Problem beim spezifischen Einfangen funktioneller Subproteome unter
Verwendung trifunktioneller Fangverbindungen ist das Auftreten unspezifischer
Nebenreaktionen. Deren Ausmal ist abhingig von den Konzentrationen der Fangverbindung
und der Proteine. Eine Reduktion der Nebenreaktionen durch Zusatz von Strukturanaloga des
Fangverbindungsgrundgeriists ist nicht effektiv moglich (vgl. Abschnitt 3.3.8). Auch eine
Abreicherung solcher Proteine mit dem Fangverbindungsgrundgertist ist nicht effektiv (vgl.
Abschnitt 3.3.10). Diese Beobachtungen legen die Schlussfolgerung nahe, dass ein Grofteil
dieser unspezifischen Nebenreaktionen nach der Photoaktivierung der Fangverbindung durch
Kollision der entstehenden reaktiven Spezies mit den in der Losung befindlichen Proteinen
erfolgt. Soll das Ausmal solcher unspezifischer Nebenreaktionen begrenzt bleiben, so sollten
zuerst die Konzentrationen der eingesetzten Fangverbindung und des zu untersuchenden
Zelllysats optimal gewéhlt werden. Im Falle von E. coli wiren z.B. Proteinkonzentrationen
zwischen 3 mg/ml und 10 mg/ml und Fangverbindungskonzentrationen um 5 uM giinstig
(vgl. Abschnitt 3.3.4). Eine weitere Moglichkeit das Ausmal3 unspezifischer Nebenreaktionen

zu begrenzen liegt in der Verwendung verschiedener Additive. Diese konnen entweder die
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freien reaktiven Spezies der Fangverbindung abfangen, bevor sie unspezifisch mit einem
Protein reagieren konnen, oder sie konnen unspezifische Vorbindungen zwischen
Fangverbindung und den Proteinen vermindern.

Eine Moglichkeit das Ausmall unspezifischer Nebenreaktionen beim Einfangen einiger
aufgereinigter MTasen zu verringern war der Zusatz grofSerer Mengen der puffernden

Komponente HEPES.

27 kDa Bande

Abb. 36: Einfluss von HEPES auf das Einfangen des Methyloms von E. coli mit der
Fangverbindung B1-N6-SAH. Alle Ansatze enthielten B1-N6-SAH oder B1 (10 uM) und
Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml). Die Halfte der Ansatze enthielt zusatzlich 200 mM
HEPES. Das Probenvolumen der Ansatze betrug jeweils 100 ul und fur das Isolieren wurden
jeweils 200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte
durch SDS-PAGE und anschlieRende Silberfarbung. Erklarungen zu den mit Pfeilen
markierten Banden finden sich im Text.

Im Experiment mit E. coli-Zelllysat zeigte sich jedoch fast kein Effekt. Im zusétzlich mit
HEPES versetzten Kontrollansatz wurden nur unwesentlich weniger Proteine eingefangen als
in dem unter Standardbedingungen durchgefiihrten Kontrollansatz (vgl. Spuren 4 und 6).
Lediglich eine unspezifische Bande fallt deutlich geringer aus (rote Pfeile). Dafiir ist aber
auch die Intensitét einer spezifischen Bande drastisch verringert (blaue Pfeile).

Die vorliegenden Ergebnisse legen also den Schluss nahe, dass eine Erhohung der HEPES-
Konzentration keine geeignete Mallnahme zur Reduktion unspezifischer Nebenreaktionen

darstellt.
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3.3.12 Einfangen funktioneller Subproteome aus Zelllysaten mit sehr hohen

Glycerin-Konzentrationen

Glycerin ist ein in der Natur weit verbreitetes Solut. Ahnlich wie Glucose und Prolin wird es
von unterschiedlichsten Organismen vermehrt synthetisiert, wenn Proteine bei Frost- oder
Trockenstress vor dem Denaturieren geschiitzt werden miissen.

Welche Funktion Glycerin dabei genau iibernimmt, ist nicht bekannt. Sicherlich erfiillt es
mehr als einen Zweck. Einerseits flihrt es zu einer Gefrierpunktserniedrigung im Zytoplasma,
anderseits bindet es osmotisch Wasser. Beziiglich der Problematik der unspezifischen
Nebenreaktionen sind jedoch andere Eigenschaften von Interesse. So kann Glycerin mit
seinen drei OH-Gruppen zwar Wasserstoffbriickenbindungen eingehen, besitzt im Vergleich
zu Wasser jedoch eine geringere Polaritdt. Es kann somit teilweise Wassermolekiile von der
Proteinoberfliche verdringen und beeinflusst dabei die Moglichkeiten des Proteins, mit
anderen Molekiilen in Wechselwirkung zu treten. So fallen viele Proteine in Anwesenheit von
Glycerin z.B. weniger leicht aus.

Ein anderer, moglicherweise positiver Effekt ist die Erhohung der Viskositit.
Diffusionsvorgénge, wie z.B. die Diffusion einer reaktiven Fangverbindung nach der
Photoaktivierung werden dadurch verlangsamt.

Haufig werden Enzyme oder Zelllysate mit 50 % Glycerin versetzt und bei -20°C gelagert.
Auch beim Aufreinigen von Enzymen oder beim Aufschluss von Zellmaterial kommen sehr
hiufig Puffer mit Glycerin zum Einsatz. Auf diese Weise gelangt beim Einfangen von
Subproteomen mit trifunktionellen Fangverbindungen oft ein ausreichender Anteil Glycerin
in die Ansédtze und stabilisiert die gelosten Proteine. Wird ein Glycerinanteil von 5 %
unterschritten, sollte beim Zusammenstellen der Ansétze an Stelle des hdufig verwendeten 10-
fach Einfangpuffers ein 5-fach Einfangpuffer zugesetzt werden, der 50 % Glycerin enthélt
und somit den Glycerinanteil im Ansatz auf mindestens 10 % anhebt.

Da viele Experimente gezeigt hatten, dass der Glycerinanteil in weitem Bereich keinen
Einfluss auf Ausbeute und Spezifitit hat, wurde ein Experiment durchgefiihrt, bei dem der
Effekt eines extrem geringen und eines extrem hohen Glycerinanteils direkt mit einander

verglichen wurde.
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Abb. 37: Einfangen des Methyloms von E. coli bei sehr geringem und sehr hohem
Glycerinanteil im Einfangpuffer. Alle Ansatze enthielten Zelllysat von E. coli DH5a
(3,5 mg/ml) und die Fangverbindung B1-N6-SAH (10 uM) bzw. das Fangverbindungs-
grundgerust B1 (10 yM). Die verwendeten Einfangpuffer unterschieden sich im Glycerinanteil
(5 % bzw. 55 % v/v). Das Probenvolumen betrug jeweils 100 yl und fir das Isolieren wurden
je 200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch
SDS-PAGE und anschlieBende Silberfarbung. Erklarungen zu den mit Pfeilen markierten
Banden finden sich im Text.

In dem resultierenden Gel ist gut zu erkennen, dass ein grofler Unterschied im Glycerinanteil
einen geringen, aber deutlichen Einfluss auf die Spezifitit zeigt. So fallen drei der als
unspezifisch einzustufenden Proteinbanden bei 55 % Glycerin im Einfangpuffer deutlich
schwicher aus (vgl. rote Pfeile). Leider gilt dies aber auch fiir eine der als spezifisch
einzustufenden Banden (vgl. blaue Pfeile). Eine andere spezifische Bande bei ca. 35 kDa ist
hingegen bei hohem Glycerinanteil etwas stirker ausgeprégt.

Der Einfluss von Glycerin ist nach den vorliegenden Ergebnissen somit eher als positiv zu
bewerten. Bereits in Abschnitt 3.2.8 konnte gezeigt werden, dass beim Einfangen
aufgereinigter MTasen das Ausmal} unspezifischer Nebenreaktionen durch Glycerin deutlich
verringert wurde. Jedoch kann ein zu hoher Glycerinanteil beim Einfangen einiger Proteine
auch zu einer verringerten Ausbeute fiihren. Ein Glycerinanteil von 55 % ist zu hoch. Bei fast
allen durchgefiihrten Experimenten lag der Glycerinanteil im Einfangpuffer zwischen 10 %
und 25 %. Innerhalb dieses Bereiches konnte praktisch kein Einfluss festgestellt werden.
Allerdings sei an dieser Stelle deutlich darauf hingewiesen, dass auf keinen Fall

Einfangpuffer ohne Glycerin verwendet werden sollte.
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3.3.13 Einfluss unterschiedlicher Detergenzien auf unspezifische Nebenreaktionen

Im Vergleich zu Glycerin weisen Detergenzien bereits in sehr geringen Konzentrationen einen
Effekt auf Proteine auf. Einige Proteine, wie z.B. EcoDam, prézipitieren sehr schnell, wenn
sie sich in einer Losung ohne ein geeignetes Detergenz befinden. Andere Proteine wie z.B.
Membranproteine konnen erst durch den Einsatz von Detergenzien in wéssrigen Losungen
solubilisiert werden. Da Detergenzien mit den Oberflichen von Proteinen in Wechselwirkung
treten, kdnnten sie eventuell unspezifische Nebenreaktionen zwischen Proteinoberfldche und
Fangverbindung beeinflussen.

Es gibt eine groBe Menge unterschiedlicher Detergenzien. Einige davon sind im Folgenden

aufgefiihrt.
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Abb. 38: Strukturformeln der in dieser Arbeit verwendeten Detergenzien. Die ersten
sechs aufgefiihrten Detergenzien wurden bei dem im Folgenden aufgefihrten Experiment
getestet. Das Detergenz CHAPS wurde zur Herstellung eukaryontischer Zelllysate
verwendet (Abschnitt 3.5) und ist deshalb an dieser Stelle ebenfalls aufgefiihrt.

Sechs dieser Detergenzien wurden auf ihren Einfluss hinsichtlich unspezifischer
Nebenreaktionen getestet: SDS (Natriumdodecylsulfat, ein starkes, anionisches Detergenz),
Triton X-100  (Polyethylen(9-10)-glycol-[p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-phenyl]-ether,  ein
mittel-starkes, nichtionisches  Detergenz), Tween 20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-
monolaurat, ein mittelstarkes, nichtionisches Detergenz), DDM (n-Dodecyl-B-D-maltosid, ein
mittelstarkes, nichtionisches Detergenz), Octylglucosid (n-Octyl-B-D-glucopyranosid, ein

relativ schwaches, nichtionisches Detergenz) und CTAB (N,N,N-
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Trimethylhexadecylammoniumbromid, ein relativ starkes, kationisches Detergenz). Die

Detergenzien wurden den Ansétzen in einer Konzentration von 1 % (w/v) zugesetzt.

27 kDa Bande

P W ) “—
BCCP

Streptavidin — -
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Abb. 39: Unspezifisches Einfangen von Proteinen aus E. coli. Alle Ansatze enthielten
Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml) und das Fangverbindungsgrundgerist B1 (10 uM).
Zusatzlich wurden die Ansatze mit unterschiedlichen Detergenzien versetzt (1 % wi/v). Das
Probenvolumen betrug jeweils 100 pl und fiir das Isolieren wurden je 200 ug MyOne™
Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und
anschlief3ende Silberfarbung.

In dem Experiment konnte mit den meisten Detergenzien kein Effekt festgestellt werden
(Abb. 39). Sowohl Bandenmuster als auch Bandenintensitdt stimmen in fast allen Spuren
tiberein. Triton X-100 zeigte eventuell einen kleinen Effekt (vgl. Spuren 2 und 4). Mit dem
kationischen Detergenz CTAB ergab sich jedoch ein stark abweichendes Bandenmuster.
Allerdings ist die Gesamtmenge an unspezifisch eingefangenem Protein vergleichbar mit den
anderen Ansidtzen. Da auch einige andere verwendete Detergenzien aliphatische Reste
aufweisen, muss ein Zusammenhang zwischen dem beobachteten Effekt und dem

kationischen Charakter dieser Verbindung bestehen.

3.3.14 Einfluss von Quenchern auf Spezifitdt und Ausbeute beim funktionsbasierten

Einfangen von Subproteomen

Thiole und besonders Dithiole sind literaturbekannte Quencher bei photochemischen

Reaktionen mit Arylaziden (Bayley und Staros, 1984). Der Einsatz solcher Quencher birgt
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natiirlich die Gefahr einer Ausbeutenminderung. Da hierfiir aber eine Kollision zwischen
aktivierter Fangverbindung und dem Quencher erforderlich ist und spezifisch an ein Enzym
gebundene Fangverbindungsmolekiile sterisch abgeschirmt sind, sollten besonders die frei in
Losung befindlichen Fangverbindungsmolekiile vom Quenchen betroffen sein. Wenn
unspezifische Nebenreaktionen durch eine Kollision aktivierter Fangverbindungsmolekiile
mit beliebigen Proteinen erfolgen, sollten sie durch photochemische Quencher also deutlich
reduziert werden kdnnen.

DTT und B-Mercaptoethanol sind in der Molekularbiologie die am hiufigsten verwendeten
Reduktionsmittel. Im Konzentrationsbereich um 10 mM eingesetzt, sollen sie biologisches
Material wie z.B. Proteine vor oxidativer Schidigung schiitzen. Auf diesem Wege kann es
somit passieren, dass diese Verbindungen unbeabsichtigt mit dem Probenmaterial in einen
Ansatz gelangen. Das Wissen um ihren Einfluss beim funktionsbasierten Einfangen von

Subproteomen aus Zelllysaten ist also von besonderer Bedeutung.

. +25 mM
" Standardbedingungen +5mMDTT B-Mercaptoethanol
>

Abb. 40: Einfangen des Methyloms von E. coli in Anwesenheit von DTT (5 mM) oder -
Mercaptoethanol (25 mM). Alle Ansatze enthielten Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml) und
die Fangverbindung B1-N6-SAH (10 uM). Die Kontrollansatze enthielten zusatzlich SAH
(5 mM). Das Probenvolumen betrug jeweils 100 pl und fir das Isolieren wurden je 200 ug
MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE
und anschlieRende Silberfarbung.
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Aus dem oben abgebildeten Gel ist ersichtlich, dass in Gegenwart von 5 mM DTT deutlich
weniger Proteine eingefangen wurden als unter Standardbedingungen (vgl. Spuren 5 und 3).
Auch durch 25 mM B-Mercaptoethanol wurde die Menge an eingefangenem Protein
herabgesetzt, allerdings nicht so stark wie durch DTT (vgl. Spuren 7 und 3). Dieser Effekt
betrifft die spezifisch eingefangenen Proteine und die unspezifisch eingefangenen Proteine
gleichermaflen (vgl. Spuren 5 und 6, bzw. 7 und 8). Eine Erhdhung der Spezifitit wurde somit
nicht erreicht. Dieser Befund konnte damit zu erkldren sein, dass die unspezifischen
Nebenreaktionen nicht auf der Kollision der aktivierten Fangverbindung mit Proteinen beruht,
sondern auf einer unspezifischen Vorbindung zwischen Fangverbindung und Protein.
Interessanterweise gibt es in Spur 7 eine Bande bei ca. 120 kDa, die nur in Gegenwart von
25 mM B-Mercaptoethanol deutlich auftritt. Ein Vergleich mit anderen Experimenten zeigt
jedoch, dass dieses Protein in manchen Experimenten eingefangen wurde, in anderen nicht.
Ein ursdchlicher Zusammenhang zwischen dem Auftreten dieser Bande und der Anwesenheit
von B-Mercaptoethanol im Ansatz muss folglich nicht zwingendermalen bestehen.

Das aufgefiihrte Experiment hat gezeigt, dass B-Mercaptoethanol, besonders aber DTT das
spezifische Einfangen funktioneller Subproteome mit Bl-Fangverbindungen deutlich stéren
kann. Allerdings waren die eingesetzten Konzentrationen verhéltnisméig hoch gewdhlt. In
einigen hier nicht aufgefiihrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass mit 1 mM DTT
oder 5mM B-Mercaptoethanol nur noch ein geringer Einfluss festzustellen ist. Diese
Konzentrationen sollten bei der Planung von Experimenten als Obergrenze betrachtet und

beriicksichtigt werden.

3.3.15 Trypton bewirkt eine Reduktion unspezifischer Nebenreaktionen

Einige der gemachten Beobachtungen konnten mit der These erklart werden, dass
unspezifischen  Nebenreaktionen ein  unspezifisches  Bindungsereignis  zwischen
Fangverbindung und Protein vorausgeht. So erniedrigen Quencher z.B. lediglich die Ausbeute
ohne dabei jedoch die Spezifitdt zu erhohen.

Proteine tendieren dazu miteinander oder mit Oberflichen in Wechselwirkung zu treten. Dies
kann zur Immobilisierung von Proteinen auf Oberflichen oder im schlimmsten Fall zur
Prizipitation von Proteinen fithren. Um dies zu verhindern kann versucht werden, eine dem
Cytosol dhnliche Umgebung zu schaffen, etwa durch die Zugabe von Glycerin, Detergenzien
und Salzen. Sehr hdufig werden enzymatische Reaktionsansédtze aber auch mit BSA versetzt,
um optimale Stabilitdt und Aktivitit der eingesetzten Enzyme zu gewiéhrleisten. Da aber ein

einzelnes Protein, in gewaltigen Mengen zugesetzt, durch nicht spezifische Nebenreaktionen
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ebenfalls eingefangen wird, ist diese Vorgehensweise keine gute Losung. Eine Alternative ist
aber die Zugabe von Peptidgemischen wie Pepton oder Trypton. Diese konnen auch mit den
Oberfldchen von Proteinen in Wechselwirkung treten, tauchen nach einer SDS-PAGE jedoch
nicht als Bande im Gel auf, da sie zu klein sind. In einem Experiment wurde Trypton den
Ansitzen in verhéltnismiBig hohen Konzentrationen zugesetzt, um den Einfluss auf Ausbeute

und Spezifitdt zu liberpriifen.
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Abb. 41: Einfangen des Methyloms von E. coli in Anwesenheit von Trypton. Alle

Ansatze enthielten Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml) und die Fangverbindung B1-N6-
SAH (10 yM) bzw. deren Grundgerust B1 (10 uM). Die Halfte der Ansatze wurde zusatzlich
mit Trypton aus Casein versetzt (25 mg/ml). Das Probenvolumen betrug jeweils 100 ul und
fir das Isolieren wurden je 200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die
Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieliende Silberfarbung.

In dem Gel ist deutlich zu erkennen, dass die Zugabe von Trypton eine sehr deutliche
Reduktion der unspezifischen Nebenreaktionen bewirkt (vgl. Spuren 4 und 6). Leider wurden
aber auch spezifische Banden beeinflusst, wenn auch in unterschiedlichem AusmaB. So fehlt
z.B. eine spezifische Bande bei ca. 30 kDa vollig, wihrend andere Banden wie z.B. eine der
Banden bei ca. 25 kDa kaum beeinflusst wurden (vgl. Spuren 3 und 5). Generell werden
durch Trypton die unspezifischen Reaktionen stirker unterdriickt als spezifische Reaktionen.

Dies wirft die Frage auf, nach welchem Mechanismus dies verlduft.
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Eine mogliche Erklirung konnte sein, dass ein gewisser Anteil der Fangverbindung
unspezifisch an einige der tryptischen Peptide bindet und die effektive
Fangverbindungskonzentration im Ansatz damit sinkt. Proteine mit hdheren Kp-Werten wiren
davon stérker betroffen.

Eine andere Erkldarung konnte sein, dass die zugesetzten Peptide mit den Oberflachen der
Proteine interagieren und dabei unspezifische Bindungen zwischen Fangverbindung und den
betreffenden Proteinen storen. Dies konnte auch erkldren, warum in gewissem Malle
spezifische Reaktionen beeinflusst werden. Die im aktiven Zentrum eines Proteins gebundene
Fangverbindung kann nach ihrer Photoaktivierung auch mit einem Peptid reagieren, wenn
dieses zufallig auf der Oberflache des Proteins neben dem aktiven Zentrum gebunden hat.
Natiirlich ist bei der duBlerst begrenzten Datenlage jede Erkldrung hoch spekulativ. Eine
massenspektrometrische Analyse des eingefangenen Materials kdnnte zeigen, welche Peptide
und in welchem Ausmall diese eingefangen werden. Allerdings konnte sich dabei auch
herausstellen, dass eingefangene Peptide des Tryptons das Massenspektrometer deutlich
storen. In diesem Fall wére Trypton lediglich dann zur Erhohung der Spezifitit geeignet,

wenn die eingefangenen Proteine mittels SDS-PAGE analysiert werden sollen.

3.3.16 Fangverbindung mit umgekehrten Proportionen: Grol3er Abstand zwischen
Selektivitatsfunktion und Reaktivitatsfunktion, kleiner Abstand zwischen

Reaktivitatsfunktion und Isolierfunktion.

Es ist zu vermuten, dass die Proportionen einer Fangverbindung Auswirkungen auf ihre
Funktion haben. In dem gestreckten Molekiil mit seinen drei Funktionen lassen sich zwei
Abstinde festlegen. Der erste Abstand ist der zwischen Reaktivitidtsfunktion und
Isolierfunktion (Phenylazid — Biotin) und entspricht im Wesentlichen dem
Fangverbindungsgrundgeriist. Der zweite Abstand ist der zwischen Reaktivitdtsfunktion und
Selektivititsfunktion (Phenylazid — SAH) und wird im Fall der Bl-Fangverbindungen
hauptsidchlich durch einen Linker bestimmt, iiber den die Selektivitidtsfunktion bei der
Synthese der Fangverbindung mit deren Grundgeriist verkniipft wird. Bei P1-N6-SAH ist
dieser Abstand etwa doppelt so groB3 ist wie bei BI-N6-SAH (Abb. 42). Der Abstand
Reaktivitdtsfunktion — Isolierfunktion ist hingegen nur etwa halb so grofl wie bei B1-N6-

SAH.
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Abb. 42: Vergleich der Strukturen der Fangverbindungen B1-N6-SAH und P1-N6-SAH.

In einem vergleichenden Experiment wurden B1-N6-SAH und P1-N6-SAH zum Einfangen
des Methyloms aus E. coli eingesetzt, um die Auswirkungen der strukturellen Unterschiede

auf Ausbeute und Spezifitit zu untersuchen.

Abb. 43: Einfangen des Methyloms von E. coli mit den Fangverbindungen B1-N6-SAH
und P1-N6-SAH. Alle Ansatze enthielten Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml) und B1-N6-
SAH (5 uM) oder P1-N6-SAH (5 uM). Die Kontrollansatze enthielten zusatzlich SAH (6 mM).
Das Probenvolumen betrug jeweils 100 pl und fiir das Isolieren wurden je 200 uyg MyOne™
Streptavidin C1 Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und
anschliel’ende Silberfarbung. Erklarungen zu den mit Pfeilen markierten Banden finden sich
im Text.

Die Abbildung des Gels (Abb. 43) ldsst erkennen, dass Ausbeute und Spezifitit bei beiden

Fangverbindungen recht dhnlich waren. Bei genauem Hinsehen fiéllt auf, dass ein spezifisches
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Protein, welches mit B1-N6-SAH eingefangen werden konnte, bei P1-N6-SAH fehlt
(dunkelblaue Pfeile). Eine weiter spezifische Bande ist im Fall von P1-N6-SAH deutlich
schwicher ausgeprégt (hellblaue Pfeile). Unspezifische Nebenreaktionen traten bei P1-N6-
SAH etwas stirker auf. Allerdings gibt es zwischen 40 kDa und 50 kDa eine Anzahl von sehr
schwachen Banden, die zumindest zum Teil spezifisch zu sein scheinen. Sie sind bei P1-N6-
SAH etwas starker ausgepragt.

Die vorliegenden Ergebnisse legen also den Schluss nahe, dass die Unterschiede zwischen
den zwei verwendeten Fangverbindungen unter den fiir dieses Experiment gewéhlten
Bedingungen wenig Einfluss auf Ausbeute und Spezifitit haben. Der kurze Abstand
Reaktivitatsfunktion — Selektivititsfunktion bei B1-N6-SAH beeinflusst demnach nicht die
Bindung an die Zielproteine und der lange Abstand beim P1-N6-SAH wirkt sich nicht negativ
auf die Effizienz der Photoverkniipfung aus. Da mit P1-N6-SAH praktisch genau so viel
Protein isoliert werden konnte wie mit B1-N6-SAH kann auBlerdem davon ausgegangen
werden, dass der kurze Abstand zwischen Reaktivitdatsfunktion und Isolierfunktion bei P1-N6-

SAH die Bindung an das Streptavidin der Magnetpartikel nicht negativ beeinflusst.

3.3.17 Auswirkungen eines vergrofRerten Abstands zwischen Reaktivitatsfunktion
und Selektivitatsfunktion bei B1-N6-SAH

Von der Fangverbindung B1-N6-SAH stand eine Variante mit verldngertem Abstand
zwischen Reaktivitdtsfunktion und Selektivititsfunktion zur Verfiigung (vgl. Abschnitt 3.2.6).
Im Vergleich zu B1-N6-SAH ist dieser Abstand bei B1-N6-SAH-lang etwa doppelt so groB3,
wiahrend der Abstand zwischen Reaktivitdtsfunktion und Isolierfunktion bei beiden
Molekiilen identisch ist. In einem Experiment wurden diese beiden Fangverbindungen direkt
verglichen. Fiir den Kontrollansatz wurde das Fangverbindungsgrundgeriist B1 verwendet,

welches bei beiden Fangverbindungen identisch ist.
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Abb. 44: Einfangen des Methyloms von E. coli mit den Fangverbindungen B1-N6-SAH
und B1-N6-SAH-lang. Alle Ansatze enthielten Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml) und B1-
N6-SAH, B1-N6-SAH-lang oder B1-Grundgerust (jeweils 2 uM). Das Probenvolumen betrug
jeweils 100yl und fiir das lIsolieren wurden je 200 pug MyOne™ Streptavidin C1
Magnetpartikel eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieRende
Silberfarbung. Erklarungen zu den mit Pfeilen markierten Banden finden sich im Text.

Das Resultat des Experiments war, dass mit B1-N6-SAH von einigen spezifisch
eingefangenen Proteinen deutlich mehr eingefangen werden konnte als mit B1-N6-SAH-lang
(vgl. hellblaue Pfeile). Allerdings war dieser Unterschied bei mindestens einem der spezifisch
eingefangenen Proteine nur sehr schwach (vgl. dunkelblaue Pfeile). Es gibt jedoch keine
einzige spezifische Bande, die bei B1-N6-SAH-lang stirker ausgeprigt wire. Insgesamt
scheint es aber, als lieBen sich mit der kurzen Fangverbindung mehr Proteine spezifisch
einfangen als mit der langen Variante. Allerdings sind auch viele der unspezifischen Banden
bei B1-N6-SAH stérker ausgeprégt als bei B1-N6-SAH-lang oder B1.

Die vorliegenden Ergebnisse fiihren zu dem Schluss, dass der Abstand zwischen
Fangverbindungsgrundgeriist und der Selektivititsfunktion im Fall von B1-N6-SAH vollig
ausreichend ist, da durch eine Verldngerung dieses Abstand keine weiteren Proteine

zusitzlich eingefangen werden konnten.
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3.3.18 Fangverbindungen mit anderen Reaktivitatsfunktionen und veranderter

Verknupfungsstelle an der Selektivitatsfunktion

In den vorangegangenen zwei Abschnitten wurde gezeigt, dass ein verdnderter Abstand
zwischen Isolierfunktion und Reaktivitiatsfunktion, bzw. zwischen Reaktivitiatsfunktion und
Selektivitdtsfunktion der Fangverbindung einen gewissen Einfluss auf Ausbeute und
Spezifitidt beim Einfangen des Methyloms von E. coli hat. Dieser Einfluss ist aber nicht sehr
grof3 und betrifft nicht jedes der eingefangenen Proteine gleichermalen.

Im Abschnitt 3.2.7 hat sich herausgestellt, dass eine Verdnderung der Reaktivitdtsfunktion
oder unterschiedliche Verkniipfungspositionen an der Selektivititsfunktion der
Fangverbindungen bei den DNA-MTasen M.Taql und M.Hhal einen deutlicheren Einfluss
gezeigt haben als eine Verdnderung des Abstands innerhalb des zwischen Selektivitéts- und
Reaktivitdtsfunktion. Es lag also auf der Hand zu untersuchen, ob sich dies beim Einfangen

des Methyloms von E. coli ebenso verhiilt.

Abb. 45: Einfangen des Methyloms von E. coli DH5a mit den Fangverbindungen B1-
N6-SAH, B1-C8-SAH, B2-N6-SAH und B2-C8-SAH (je 2 uM). Fir die Kontrollansatze
wurden die Fangverbindungsgrundgeriste B1 und B2 verwendet (je 2 pM). Die
Proteinkonzentration in den Ansatzen betrug 3,5 mg/ml. Das Probenvolumen betrug jeweils
100 pl und fiir das Isolieren wurden je 200 ug MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel
eingesetzt. Die Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieRende Silberfarbung.
Erklarungen zu den mit Pfeilen und Sternchen markierten Banden finden sich im Text.
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Die Strukturformeln der hierbei getesteten Fangverbindungen wurden bereits in Abb. 15
vorgestellt. Beim spezifischen Einfangen des Methyloms von E. coli mit verschiedenen
Fangverbindungen zeigt sich, dass die strukturellen Unterschiede zwischen den
Fangverbindungen recht verschiedene Auswirkungen auf Ausbeute und Spezifitit haben.
Abb. 45 zeigt das Ergebnis eines Experiments, welches einen direkten Vergleich zwischen
den vier wichtigsten Fangverbindungen erméglicht. Leider verlief das Anfarben dieses Gels
nicht ganz gleichférmig (deutlich sichtbar an den mit weiflen Sternchen markierten Stellen),
so dass im Folgenden eine genaue und kritische Betrachtung des Gels erforderlich ist.

Auf den ersten Blick unterscheiden sich die Ausbeuten an spezifisch eingefangenen Proteinen
zwischen den Ansédtzen mit B1-N6-SAH und B1-C8-SAH besonders drastisch (vgl. Spuren 3
und 4). Dies betrifft auch die Doppelbande bei ca. 25 kDa. Ein solcher Unterschied durch die
N6- oder C8-Verkniipfungsposition wére aber auch bei den B2-Fangverbindungen zu
erwarten, was aber nicht der Fall ist (vgl. Spuren 6 und 7). Hier verhilt es sich sogar
umgekehrt wie im Fall der Bl-Fangverbindungen. Der Grund hierfiir liegt in der
ungleichméfigen Einfirbung des Gels. Weitere Experimente, die hier nicht aufgefiihrt sind,
haben gezeigt, dass die betreffende Doppelbande auch bei B1-C8-SAH etwas stérker ist als
bei B1-N6-SAH. Bei einer sehr genauen Betrachtung der betreffenden Doppelbande in Spur 4
ist auch deutlich zu erkennen, dass nur das linke Viertel gut eingefarbt wurde.

Etwas oberhalb von 40 kDa ist eine Bande stirker ausgefallen, wenn die Selektivitatsfunktion
der verwendeten Fangverbindung in N6-Position verkniipft war (vgl. dunkelblauer
Doppelpfeil). Eine dhnliche Beobachtung konnte bereits in Abschnitt 3.2.7 beim Einfangen
der DNA-MTase M.Taql gemacht werden.

Eines der spezifisch eingefangenen Proteine wurde, anders als das mit dem dunkelblauen
Doppelpfeil markierte Protein, mit den B1-Fangverbindungen besser eingefangen als mit den
B2-Fangverbindungen (vgl. hellblauer Doppelpfeil). Zwar konnte in vielen Experimenten die
Beobachtung gemacht werden, dass mit den B2-Fangverbindungen die Ausbeuten der meisten
Proteine etwas hoher ausfallen als mit den entsprechenden B1-Fangverbindungen, aber das
aufgefiihrte Proteine zeigt deutlich, dass diese Aussage nicht fiir jedes Protein zutriftt.

Fiir die Brauchbarkeit einer Fangverbindung ist nicht nur die Ausbeute an spezifisch
eingefangenem Protein von Bedeutung, sondern auch das Ausmal, in dem Proteine
unspezifisch eingefangen werden. Erwartungsgemdfl hat die Verkniipfungsposition der
Selektivitdtsfunktion an das Fangverbindungsgrundgeriist auf das unspezifische Einfangen
kaum einen Einfluss. Das schwache Ausfallen der als unspezifisch anzusehenden Banden in

Spur 4 und eventuell auch in Spur 5 ist als ein Artefakt, bedingt durch unregelmiflige
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Anfiarbung, zu betrachten. Einige der deutlichsten, unspezifischen Banden fielen bei
Verwendung der Bl-Fangverbindungen deutlich stirker aus (vgl. rote Doppelpfeile). Es ist
jedoch auch mindestens eine unspezifische Bande zu erkennen, die bei den B2-
Fangverbindungen (auler in Spur 8) stirker ausgepragt ist (vgl. oranger Doppelpfeil). Wieder
andere unspezifische Banden sind in allen Spuren praktisch gleich stark.

Insgesamt konnte durch eine Vielzahl von Experimenten bestdtigt werden, dass das Ausmaf
unspezifischer Nebenreaktionen durch die Wahl der Ankniipfstelle der Selektivititsfunktion
kaum beeinflusst wird. Allerdings verdndert sich bei Verwendung der B2-Fangverbindungen
im Vergleich zu den Bl-Fangverbindungen das Bandenmuster der unspezifisch
eingefangenen Proteine, wenngleich die Gesamtmenge recht dhnlich ausfallt.

Interessant sind zwei Banden, die nur in dem Kontrollansatz, der mit dem B2-Grundgertist
durchgefiihrt wurde, beobachtet werden konnten (vgl. griine Pfeile). Durch ein hier nicht
aufgefiihrtes Experiment, bei dem 4-(1-Azi-2,2,2-triflurmethyl)-benzoeséure als Kompetitor
eingesetzt wurde, konnte gezeigt werden, dass die betreffenden Proteine spezifisch an den 4-
(1-Azi-2,2,2-triflurmethyl)-benzoesédurerest des B2-Grundgeriists binden.

Das oben aufgefithrte Experiment hat gezeigt, dass sowohl eine Verdnderung der
Reaktivitdtsfunktion, als auch unterschiedliche Verkniipfungspositionen an der
Selektivitatsfunktion der Fangverbindungen einen Einfluss auf Ausbeute und Spezifitit beim
Einfangen des Methyloms von E. coli haben. Dieser Einfluss wirkt sich jedoch nicht auf jedes
der eingefangenen Proteine in gleicher Weise aus, so dass keine der getesteten

Fangverbindungen als ,,die beste Fangverbindung® bezeichnet werden kann.

3.3.19 Unspezifische Nebenreaktionen

Besondere Aufmerksamkeit galt bei den bislang aufgefiihrten Experimenten den
unspezifischen Nebenreaktionen. Diese stellen beim Einfangen funktioneller Subproteome
aus komplexen Proteingemischen wie Zelllysaten immer wieder ein Problem dar, welches an
dieser Stelle noch einmal zusammenfassend diskutiert werden soll.

Fiir das Zustandekommen dieser unspezifischen Nebenreaktionen gibt es zwei prinzipielle

Erklarungen.

Erkldrung 1: Nach der Photoaktivierung diffundiert die aktivierte Fangverbindung durch die
Losung, kollidiert mit Proteinen, und es kommt zur Ausbildung einer kovalenten Bindung

zwischen Fangverbindung und diesen Proteinen.
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Erkldrung 2: Die Fangverbindung bindet an einige Proteine unspezifisch und reagiert nach
erfolgter Photoaktivierung sofort mit diesen Proteinen. Eine solche unspezifische Vorbindung
konnte dabei entweder vollig unspezifisch (Erkldrung 2a) erfolgen oder auch das Resultat
,sungewollter Spezifitit™ sein (Erklarung 2b). So wire es z.B. denkbar, dass einige Proteine

spezifisch an den Biotinrest der Fangverbindung binden.

Leider kann auf Grundlage des bislang vorliegenden Datenmaterials keine dieser Erklédrungen
eindeutig belegt oder wiederlegt werden. Trotzdem konnen einige mehr oder weniger gut
belegbare Schlussfolgerungen gezogen werden:

Als gesichert betrachtet werden kann, dass das unspezifische Einfangen von Proteinen im
Wesentlichen eine Folge der Photoverkniipfung zwischen Proteinen und Fangverbindung und
nicht eine Folge von z.B. ungeniigendem Waschen der Magnetpartikel ist, da ohne eine
Photoaktivierung oder ohne Fangverbindung auch keine Proteine unspezifisch eingefangen
werden (ausgenommen die natiirlicherweise biotinylierten Proteine wie z.B. BCCP).
AuBerdem werden nicht mehr Proteine unspezifisch eingefangen, wenn fiir die Experimente
mehr Magnetpartikel verwendet werden.

Einigen der unspezifisch eingefangenen Proteine lassen sich mittlerweile mit hoher
Wabhrscheinlichkeit auf eine ,,ungewollte Spezifitit“ zuriickfiihren. Zum Verstindnis der

zugrundeliegenden Zusammenhénge ist im Folgenden ein kleiner Exkurs erforderlich.

Abb. 46: VergrofRerte Darstellung der Spuren 2 bis 5 aus Abb. 45. Zur besseren
Unterscheidbarkeit der Banden wurde die Abbildung zusatzlich in Langsrichtung gestreckt.
Erklarungen zu den mit Pfeilen markierten Banden finden sich im Text.
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In Abb. 46 sind einige Spuren des in Abb. 45 dargestellten Gels vergroBert und in
Langsrichtung gestreckt abgebildet. Dabei sind einige Banden mit roten Doppelpfeilen
markiert. Bei diesen Banden handelt es sich hochstwahrscheinlich um die drei Komponenten
des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes (Vogel et al., 1972). Jede dieser drei Komponenten
konnte nach Experimenten mit E. coli-Zelllysat in den Kontrollansitzen eindeutig
massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex
katalysiert die Reaktion: Pyruvat + CoA + NAD" — Acetyl-CoA + CO, + NADH. Er besteht
aus drei unterschiedlichen Proteinen mit verschiedenen Funktionen (E1, E2 und E3). El
katalysiert die Addition des Kofaktors Thiaminpyrophosphat (TPP) an Pyruvat und eine
nachfolgende Decarboxylierung, wobei CO, und Hydroxyethyl-TPP entstehen. Desweiteren
katalysiert E1 die Folgereaktion, bei der die Hydroxyethylgruppe unter Oxidation auf eine
Liponamidgruppe iibertragen, welche kovalent an E2 gebunden ist. Das dabei entstehende,
kovalent an E2 gebundene Acetylliponamid wird in einer von E2 katalysierten Reaktion auf
CoA {bertragen. Die aus dieser Reaktion hervorgehende, kovalent an E2 gebundene
Dihydroliponamidgruppe wird von E3 wieder zu Liponamid oxidiert, wobei NAD" reduziert
wird.

Der kovalent an einen langen, flexiblen Arm von E2 gebundenen Liponamidgruppe kommt
dabei eine zentrale Rolle zu. Sowohl E1, E2 als auch E3 besitzen eine Bindetasche, fiir diese
Gruppe. Bei der Verwendung der in dieser Arbeit vorgestellten trifunktionellen

Fangverbindungen kann dies aber durchaus zu Problemen fiihren.

R1\NJ\/\/'-.,, ;32 J\/\/ ( J\/\/ \/_ oH
H
H
HNTNH
(0]
Biotinamid Liponamid Dihydroliponamid
Abb. 47: Strukturformeln der Biotinamidgruppe der Fangverbindungen und der

Liponamid- oder Dihydroliponamidgruppe der E2-Untereinheit im Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplex.

Wie aus Abb. 47 hervorgeht, kann man Biotinamid durchaus als ein Strukturanalogon von
Liponamid oder Dihydroliponamid auffassen. Als gesichert gilt, dass die Liponamidgruppe
von E2 auch an das Streptavidin der zur Isolierung eingefangener Proteine verwendeten
Magnetpartikel binden kann (Hale et al., 1992). Und tatsdchlich wurden die entsprechenden
Gelbanden auch bei nicht bestrahlten Proben oder bei Proben ohne Fangverbindung

beobachtet, wenn auch als sehr schwache Banden (Abb. 26). Es ist aber auch mdglich, dass
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die Fangverbindungen an die entsprechenden Liponamid-Bindetaschen des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes binden. Aullerdem wiirde ein Binden der Fangverbindung an eine
der moglichen Bindetaschen im Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex die Fangverbindung mit
ihrer photoreaktiven Gruppe in rdumliche Ndhe zum Dithiol Dihydroliponamid bringen.
Zumindest die BIl-Fangverbindungen sollen aber bereits ohne Photoaktivierung zu
Reaktionen mit Dithiolen neigen (Czarnecki et al., 1979).

Weil der Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex aus insgesamt 60 Untereinheiten (drei
verschiedene Proteine) besteht und relativ stabil ist (Bates et al., 1977) ist, kann er
wahrscheinlich in seiner Gesamtheit isoliert werden, wenn nur eine der Untereinheiten durch
eine Fangverbindung kovalent biotinyliert wurde. Dies ist vermutlich die Erkldrung dafiir,
dass ungeniigend starkes und ungeniigend hiufiges Hoch- und Runterpipettieren wéhrend der
Waschschritte ein stirkeres Auftreten der betreffenden Gelbanden zur Folge hat, wihrend der
Rest der unspezifisch eingefangenen Proteine hiervon nicht beeinflusst wird. Es ist somit
nicht davon auszugehen, dass die Mehrheit der unspezifisch eingefangenen Proteine als
Komplex isoliert wird. Allerdings konnen bei massenspektrometrischer Analyse der
eingefangenen Proteine immer wieder eine Vielzahl ribosomaler Proteine nachgewiesen
werden, wenngleich deren Menge in den Proben nicht so grof ist, dass sie als Gelbande
sichtbar sind.

Es ist auch sehr unwahrscheinlich, dass alle anderen unspezifisch eingefangenen Proteine eine
Folge ,ungewollter Spezifitit“ sind. Es konnten durch Zugabe des nicht reaktiven
Fangverbindungsderivats BO lediglich zwei der unspezifischen Banden deutlich reduziert
werden (Abschnitt 3.3.8). Somit trifft Erkldrung 2b wohl auf einige der unspezifischen

Banden zu, die Mehrzahl dieser Banden kann damit aber nicht erklart werden.

Einige der gemachten Beobachtungen passen eher zu Erklarung 1. Zu erwidhnen ist hier z.B.
die starke Abhédngigkeit zwischen der Fangverbindungskonzentration und den unspezifischen
Nebenreaktionen. Dies weist ndmlich auf eine Reaktion zweiter Ordnung hin.

Eine Beobachtung, welche gegen Erklarung 1 spricht ist, dass Quencher (z.B. DTT) die nach
der Photoaktivierung mit der aktivierten Fangverbindung reagieren, sowohl spezifische als
auch unspezifische Reaktionen gleichermaBlen unterdriicken. Die Reaktion zwischen
(Ziel)protein und gebundener Fangverbindung ist kinetisch betrachtet eine intramolekulare
Reaktion und sollte durch solche Quencher weniger stark beeinflusst werden als die
intermolekulare Reaktion zwischen einem Protein und frei in Losung befindlicher

Fangverbindung.
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Eine weitere Beobachtung, die gegen Erkldrung 1 spricht ist, dass das Bandenmuster der
unspezifisch eingefangenen Proteine keinerlei Ahnlichkeit mit dem Bandenmuster des
untersuchten Zelllysats aufweist. Falls die Fangverbindung nach der Photoaktivierung frei
durch die Losung diffundiert und dann statistisch mit Proteinen kollidiert und reagiert, so
sollte die Haufigkeit einer solchen Kollision aber mit der Haufigkeit eines Proteins in der
Losung korrelieren, was nicht der Fall ist. Andererseits konnte es jedoch auch grof3e
Unterschiede in der Reaktivitdt der Proteine geben, so dass einige Proteine relativ inert
gegeniiber der aktivierten Fangverbindung sind, andere hingegen reagieren besonders gut.
Dies konnte auch die groBen Unterschiede bei den Ausbeuten der spezifisch eingefangenen
Proteine erkldren. Eine Quantifizierung einzelner unspezifisch eingefangener Proteine ist bei
einer auf SDS-PAGE und Silberfirbung beruhenden Analytik allerdings ohnehin
problematisch, da nicht alle Proteine gleich gut angefirbt werden und eine Bande im Gel
nicht zwangsldufig nur durch ein einziges Protein verursacht werden muss.

Bislang noch kaum abschdtzbar ist, welche Rolle Aggregationsphinomene beim
unspezifischen Einfangen von Proteinen spielen. Beim oben diskutierten Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplex  sind  zumindest begriindete =~ Vermutungen {iiber den
zugrundeliegenden Mechanismus moglich. Aggregate denaturierter Proteine, funktionelle
Proteinkomplexe (z.B. Ribosomen) oder vielleicht sogar kleinere Mizellen konnten gemal3
Erklarung 1 nach erfolgter Photoaktivierung einfach mit der aktivierten Fangverbindung
kollidieren. Je nach Stabilitdt des Konstrukts konnten dadurch wihrend des Isolierungsschritts
sehr viele Proteine an den Magnetpartikeln haften bleiben, obwohl nur wenige davon kovalent
biotinyliert sind. Auch eine unspezifische Vorbindung zwischen solchen Aggregaten und der
Fangverbindung (Erklidrung 2a) ist denkbar.

Leider liegt bislang keine befriedigende Erkldrung fiir das Zustandekommen der
unspezifischen Nebenreaktionen vor. Dies mag vielleicht daran liegen, dass es keinen
einfachen Mechanismus gibt, mit dem jedes der unspezifisch eingefangenen Proteine erklart
werden kann. Vielmehr muss davon ausgegangen werden, dass mehrere oder sogar alle oben
aufgefiihrten Mechanismen in unterschiedlichem MaBe zu einer gewissen Begrenzung der
Sperzifitit des Verfahrens beitragen. Zur Losung dieses Problems ist deshalb eine drastische
Anderung der Vorgehensweise bei der Verwendung trifunktioneller Fangverbindungen nétig,

wie im nichsten Kapitel geschildert werden soll.
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3.4 Einfangen von SAH-bindenden Proteinen mit Fangpartikeln

34.1 Das Konzept der Fangpartikel

Das spezifische Einfangen funktioneller Subproteome unter Verwendung trifunktioneller
Fangverbindungen funktioniert zwar verhdltnismédfig gut, wie in den vorangehenden
Experimenten gezeigt werden konnte, aber die Methodik beinhaltet auch eine Reihe von
Nachteilen. So muss besonders fiir das Einfangen von Proteinen mit hohen Kp-Werten eine
hohe Konzentration an Fangverbindung eingesetzt werden. Der Uberschuss muss
anschlieBend wieder abgetrennt werden, da die fiir das Isolieren der kovalent an eine
Fangverbindung gekniipften Proteine bendtigten Magnetpartikel nur eine begrenzte
Bindekapazitit besitzen. Beim Abtrennen iiberschiissiger Fangverbindung durch Gelfiltration
kommt es zudem zu Proteinverlusten.

Ein weiterer Nachteil ist die verhéltnismdBig geringe Ausbeute. Wegen der geringen
Ausbeute miissen relativ grofe Mengen an Probenmaterial eingesetzt werden. Der grofite
Nachteil ist jedoch das Auftreten unspezifischer Nebenreaktionen. Zwar weist die Methodik
eine beachtliche Spezifitit auf, aber wenn relativ kleine Mengen eines spezifischen Proteins in
Gegenwart eines gewaltigen Uberschusses an unspezifischen Proteinen eingefangen werden
sollen, wire eine noch hdhere Spezifitit wiinschenswert.

Um Spezifitit, Ausbeute und Bindung zwischen Zielprotein und Fangverbindung zu
verbessern, wurde ein oberflichenbasiertes Verfahren entwickelt. Dabei werden die
streptavidinbeschichteten Magnetpartikel zuerst vollstdndig mit der Fangverbindung beladen
und es entstehen sogenannte Fangpartikel. An die Selektivitdtsfunktion der immobilisierten
Fangverbindungsmolekiile konnen nun spezifisch Proteine binden. Ein groBer Vorteil ist
hierbei, dass die lokale Konzentration der Selektivitdtsfunktion sehr hoch ist, so dass auch
Proteine mit groBeren Kp-Werten binden sollten. Zudem koénnen die nach der
Photoaktivierung entstehenden reaktiven Spezies der Fangverbindungen nicht mehr frei durch
die Losung diffundieren und dort zuféllig mit unspezifischen Proteinen reagieren. Ein
Abtrennen iiberschiissiger Fangverbindung nach der Photoverkniipfung ist auch nicht mehr
notig. Damit entfdllt nicht nur ein Arbeitsschritt, sondern es werden auch die damit
verbundenen Proteinverluste vermieden.

Der Einsatz von Fangpartikeln ist fiir das spezifische Einfangen von funktionellen
Subproteomen also eine erfolgversprechende Alternative zu frei in Losung befindlichen
Fangverbindungen, und deren Mdglichkeiten, Vor- und Nachteile werden in den folgenden

Abschnitten ndher untersucht.
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Schema 6 gibt einen Uberblick iiber die Vorgehensweise beim Einfangen funktioneller

Subproteome mit Fangpartikeln.

hv

Selektion:

Die Fangverbindung ist bereits an die Magnet-
partikel gebunden und bildet mit diesen die
sogenannten Fangpartikel.

Die immobilisierte Fangverbindung bindet

mit ihrer Selektivitatsfunktion (blau) spezifisch,
jedoch nicht-kovalent an die Zielproteine
(blauer Kreis).

Photoaktivierung:
Durch Licht wird die Reaktivitatsfunktion (rot)
der Fangverbindung aktiviert.

Photoverkniipfung:

Nach der Photoaktivierung der Reaktivitats-
funktion gehen die zuvor an ein Zielprotein
gebundenen Fangverbindungsmolekiile

mit dem Zielprotein eine kovalente Bindung
ein (roter Kreis).

Isolierung:

Kovalent gebundene Proteine werden durch
mehrmalige Magnetprazipitation und Waschen
der Magnetpartikel von nicht kovalent gebun-
denen Proteinen getrennt.

Analyse:

Die isolierten Proteine kdnnen z.B. durch
Massenspektrometrie oder Gelelektrophorese
identifiziert und quantifiziert werden.

Schema 6: Einfangen funktioneller Subproteome unter Verwendung von Fangpartikeln.
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Die praktische Vorgehensweise bei Verwendung von Fangpartikeln ist etwas anders als bei
frei in Losung befindlicher Fangverbindung. So findet die Bindung zwischen dem Biotin-Rest
der Fangverbindung und den streptavidinbeschichteten Magnetpartikeln bereits vor dem
Zusatz der zu untersuchenden Zelllysate statt. Die zur Herstellung der Fangpartikel notige
Beladung der Magnetpartikel mit der gewiinschten Fangverbindung kann schon Tage vorher
erfolgen, da die fertigen Fangpartikel bei 4°C mindestens eine Woche gelagert werden
konnen.

Wie bei Verwendung von frei in Losung befindlicher Fangverbindung ist die Ausbildung
einer sehr spezifischen, nicht-kovalenten Bindung zwischen Selektivititsfunktion und der
entsprechenden Bindetasche der Zielproteine der selektive Schritt (blauer Kreis in Schema 6).
Im Gegensatz zu frei in Losung verwendeten Fangverbindungen ist die lokale Konzentration
der Selektivitdtsfunktion dabei jedoch sehr hoch. Sie ist aulerdem auch bei gleichbleibender
Menge der eingesetzten Fangpartikel unabhiangig vom Volumen der Proben.

Die Photoaktivierung der immobilisierten Fangverbindung funktioniert im Prinzip wie die
Photoaktivierung geloster Fangverbindung, ist wegen der durch die Magnetpartikel stark
getriibten Ansétze jedoch etwas aufwindiger. Nach erfolgter Photoverkniipfung sind die
Zielproteine kovalent mit den Fangverbindungsmolekiilen auf der Fangpartikeloberflache
verbunden (roter Kreis in Schema 6). Anders als bei Verwendung von frei in LOsung
befindlicher Fangverbindung muss aber keine {iberschiissige Fangverbindung mehr abgetrennt
werden. Unmittelbar nach der Photoaktivierung kann mit dem Waschen der Partikel begonnen
werden.

Am Ende sind die kovalent mit einer Fangverbindung verkniipften Proteine, genau wie bei
Verwendung von frei in Losung befindlichen Fangverbindungen, auf der Oberfliche der

magnetischen Partikel immobilisiert und kdnnen weiter analysiert werden.

3.4.2 Bendotigte Zeit fur die Vorbindung der Proteine an Fangpartikel

Die nicht-kovalente Vorbindung zwischen Selektivititsfunktion einer Fangverbindung und
dem Zielprotein ist ein bimolekulares Ereignis, da hierbei zwei frei bewegliche Molekiile
aufeinander treffen. Die verhéltnisméBig kleine Fangverbindung (ca. 1,1 kDa) ist dabei im
Vergleich zum Zielprotein sehr beweglich. Experimente mit Fangverbindungen im
mikromolaren Bereich haben gezeigt, dass fiir die nicht-kovalente Vorbindung nur sehr wenig
Zeit bendtigt wird, so dass die Ansidtze nach dem Zusammenmischen praktisch sofort

bestrahlt werden konnen.
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Beim oberflichengekoppelten Einfangen von Proteinen mit Fangpartikeln sind die
Verhéltnisse anders. Hierbei ist die Selektivititsfunktion immobilisiert und die
Bindungsgeschwindigkeit konnte in diesem Fall deutlich geringer sein.

Die Zeit, die zur Bindung der relativ kleinen Fangverbindung an die streptavidinbeschichteten
Magnetpartikel benotigt wird ist sehr gering. Zur Herstellung der Fangpartikel werden jeweils
2 pl der Fangverbindung (1 mM) direkt zu 20 pl einer Suspension streptavidinbeschichteter
Magnetpartikel (MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel im Lagerpuffer des Herstellers)
gegeben. Nach fiinfminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur wird der Uberstand nach
Magnetprézipitation verworfen und die Fangpartikel einmal mit dem jeweiligen
Einfangpuffer gewaschen. Nach erneuter Magnetprizipitation und Entfernung des Uberstands
konnen die in 10 pl Einfangpuffer resuspendierten Fangpartikel direkt zu den vorbereiteten
Ansitzen gegeben werden.

Proteine sind jedoch um ein Vielfaches groBer als Fangverbindungen, und die spezifische
Bindung der Proteine an die Selektivititsfunktion der auf den Magnetpartikeln

immobilisierten Fangverbindung ist deutlich schwécher als die Biotin-Streptavidin Bindung.

Bindezeit
3 min 30 min 60 min 180 min

o

Streptavidin Monomer

Abb. 48: Einfangen des Methyloms von E. coli unter Verwendung von B1-N6-SAH-
bzw. B1-Fangpartikeln. Jede Probe (Probenvolumen 100 pl) enthielt 200 ug Fangpartikel und
Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml). Die Proben wurden nach dem Zusammenmischen
unterschiedlich lange inkubiert, bevor sie 60mal mit der Blitzlampe bestrahlt wurden. Die
Analyse erfolgte durch SDS-PAGE und anschliel3ende Silberfarbung.
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Beim oberflichengekoppelten Einfangen von Proteinen mit Fangpartikeln koénnte die
Vorinkubation, die vor der Bestrahlung der Proben zu erfolgen hat, somit durchaus eine
kritische Grofe sein, die einer genaueren Betrachtung bedarf.

Die Bedeutung einer geniigenden Vorinkubationszeit wurde durch das oben aufgefiihrte
Experiment bestitigt (vgl. Abb. 48).

Aus dem Ansatz, der unmittelbar nach dem Zusammenmischen bestrahlt wurde, konnte nur
verhéltnismédBig wenig Protein isoliert werden (Spur 2). Man beachte, dass in den Spuren 1
und 2 eine deutliche Keratin- Verunreinigung zu sehen ist, bei der es sich nicht um im
Experiment eingefangenes Protein handelt. Mit zunehmender Vorinkubationszeit stieg in
diesem Experiment die Menge an spezifisch eingefangenem Protein deutlich an (Spuren 4, 6
und 8), wihrend die Menge an unspezifisch eingefangenem Protein praktisch gleich blieb
(Spuren 3, 5 und 7). Dabei war bei den meisten Banden nach 60 min schon fast die maximale
Stiarke erreicht gewesen. Allerdings gibt es auch eine spezifische Bande bei ca. 70 kDa, die
erst nach einer 180miniitigen Vorinkubation in nennenswerter Stirke auftrat (Spur 8).

Das vorliegende Ergebnis legt den Schluss nahe, dass die nicht-kovalente Vorbindung der
Proteine an die Fangpartikel ein Prozess ist, der sich einer Sittigung ndhert, wobei die
zugrundeliegende Halbwertszeit nicht bei allen Proteinen gleich ist. Nach 60 min scheinen
jedoch bei fast allen Proteinen 80 — 90 % des Wertes nach 180 min erreicht zu sein.

Beim Einfangen von Subproteomen unter Verwendung von Fangpartikeln ist die gewdhlte
Vorinkubationszeit ein Kompromiss. Zwar fiithren lange Vorinkubationszeiten (z.B. 12 h) zu
etwas hoheren Ausbeuten als mittlere Inkubationszeiten (1 h — 3 h). Der Vorteil ist dabei
jedoch so gering, dass er den erforderlichen zeitlichen Mehraufwand nicht rechtfertigt.
AuBerdem konnte beobachtet werden, dass es bei einigen Zelllysaten nach langen
Vorinkubationszeiten zu Degradation und Ausfallen von Proteinen kam. Fiir das Einfangen
vom Methylom aus E. coli mit Fangpartikeln wird deshalb eine minimale Vorinkubationszeit

von 1 h und eine maximale Vorinkubationszeit von 3 h empfohlen.

3.4.3 Erforderliche Bestrahlung bei Verwendung von Fangpartikeln

Der Einsatz von Fangpartikeln birgt im Gegensatz zu frei in Losung befindlichen
Fangverbindungen eine Besonderheit: Die Fangpartikel sind lichtundurchldssig. Die zum
Immobilisieren der Fangverbindungen verwendeten streptavidinbeschichteten MyOne™ C1
Partikel besitzen einen Ferritkern, der ca. 40 % ihrer Masse ausmacht (Herstellerangaben) und
weisen einen Durchmesser von ca. 1 um auf. Wenn sie von oben mit einer Blitzlampe

bestrahlt werden, wird jeweils nur eine Seite der runden Partikel bestrahlt. Wie die Intensitét
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der Sonneneinstrahlung auf der Erdoberfliche, hdangt die Lichtintensitit an der bestrahlten
Seite der Fangpartikel stark vom Winkel zur Lichtquelle abhidngt. Allerdings kann dieser
Effekt vermutlich zum Teil durch die Verwendung des Aluminiumreflektors ausgeglichen
werden.

Problematisch ist auch die starke Triibung einer Suspension aus Fangpartikeln. Fiir die
meisten Experimente wurden 200 pg der Partikel eingesetzt. Diese Menge entspricht ca.
2x10° Partikel (Herstellerangaben). Die lichtundurchlissigen Partikel konnen sich
gegenseitig beschatten. Die in einem Standardexperiment verwendete Anzahl der 1 pM
groBen Partikel kann eine Fliche von ca. 1,6 cm® decken. Die kegelformige Oberfliche einer
100 pl groBen Probe in einem 0,5 ml EppendorfgefiB betrigt hingegen nur ca. 1,3 cm?, wenn
sich die Fliissigkeit im konischen Ende des Gefdlles befindet. Nur die Lichtmenge, die iiber
diese Oberflidche in die Probe eindringt steht fiir die Aktivierung der Fangverbindung zur
Verfligung. Die ausreichende Bestrahlung einer Suspension aus Fangpartikeln ist also nicht
trivial und bedarf besonderer Sorgfalt.

J
P

&
0@
Y
o\e '39
&

N

5

NS

p— —
o —
13—

B e
—

5 e—

-_——
25— -

C—

15 SN

Abb. 49: Einfangen des Methyloms von E. coli mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln. Alle
Ansatze enthielten Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml), B1-N6-SAH-Fangpartikel (200 ug)
und besallen ein Volumen von 100 yl. Die Proben wurden in einem eiswassergefullten
Aluminiumreflektor schwimmend mit einer B1600 Studio Blitzlampe (AlienBees)
unterschiedlich oft bestrahlt. Nach jeweils 5 Blitzen wurden die Proben durch
Fingerschnippen kurz durchmischt. Die Analyse der Proben erfolgte durch SDS-PAGE und
anschlief3ende Silberfarbung.
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In einem Experiment wurden identische Ansédtze mit E. coli-Zelllysat und B1-N6-SAH-
Fangpartikeln unterschiedlich oft mit einer Blitzlampe bestrahlt, um den Einfluss der
Bestrahlung auf die Ausbeute zu untersuchen.

Das Experiment hat gezeigt, dass die maximal mogliche Ausbeute auch nach 10 Blitzen noch
nicht erreicht war. Nach 40 Blitzen war die Ausbeute hingegen fast genau so grofl wie nach
60 Blitzen (vgl. Spuren 6 und 7). In Spur 7 ist jedoch eine leichte Hintergrundfirbung zu
beobachten, die sich iiber die ganze Spur hinzieht. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass
es bei einer solch extremen Bestrahlung zu ersten UV-Schiden oder Schiden durch
Erwdrmung an den Proteinen kommt.

Das vorliegende Ergebnis ldsst darauf schlieBen, dass bei dem angewandten
Bestrahlungsverfahren und den verwendeten Fangpartikelmengen eine Anzahl von 20 — 40
Blitzen vollig ausreichend ist. Fiir die meisten Experimente mit Fangpartikeln wurde deshalb

mit 33 Blitzen gearbeitet.

344 Uberpriifung der Waschschritte bei Verwendung von Fangpartikeln

Die zur Herstellung der Fangpartikel verwendeten MyOne™™ Streptavidin C1 Magnetpartikel
enthalten nach Herstellerangaben 7 — 12 x 10° Partikel pro mg und besitzen eine Biotin-
Bindekapazitidt von 2,5 nmol/mg. Nach Rastersekundérelektronenmikroskop Aufnahmen des
Herstellers haben die Partikel eine relativ glatte Oberfliche. Die Gesamtoberflache von 1 mg
der 1 pm groBen Partikel ist demnach ca. 3,14 x 10° m’. Wenn auf dieser Oberfliche
2,5nmol (entspricht 1,5 x 10"> Molekiile) einer Fangverbindung immobilisiert sind, so
entspricht deren mittlerer Abstand nur etwa 1,45 nm. Es konnte aber auch sein, dass die
Magnetpartikel eine nicht ganz glatte, und damit groBere Oberfliche besitzen. Der mittlere
Anstand zwischen den einzelnen Fangverbindungsmolekiilen wire dann etwas groBer.

Da die Beladung der Fangverbindungsmolekiile auf der Oberfliche der Magnetpartikel sehr
dicht ist, ist auch die lokale Konzentration der Selektivitdtsfunktion sehr hoch. Deshalb ist es
denkbar, dass spezifische Proteine sehr stark an die Fangpartikel binden und sich nur noch
schwer wieder wegwaschen lassen. Ein solcher Effekt wird z.B. bei einer
Affinitdtschromatographie bewusst ausgenutzt. Ob dieser Effekt auch bei frei in Suspension

befindlichen Fangpartikeln eine Rolle spielt, wurde in einem Experiment untersucht.
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mit Bestrahlung ohne Bestrahlung

Streptavodin Monomer

Abb. 50: Untersuchung der verschiedenen Waschschritte nach der Isolierung des
Methyloms aus E. coli mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln. Die zwei vorbereiteten Ansatze
enthielten jeweils Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml), sowie 400 ug B1-N6-SAH-
Fangpartikel und besallen ein Volumen von 200 pl. Nach einer Vorinkubation von 4 h wurde
nur einer der Ansatze 25mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Dann wurden beide Proben gemaf
der Standardprozedur gewaschen. Allerdings wurden nach jeweils zwei (am Ende drei)
Waschschritten 50 pl der Loésungen entnommen (einspricht 25 % der Ausgangsmenge) und
nach Magnetpréazipitation und Abnahme des Uberstands sofort mit 1 x SDS-Probenpuffer
versetzt. Die Analyse der Proben erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieRende
Silberfarbung.

Ein Vergleich zwischen zwei Ansédtzen mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln und E. coli-Zelllysat
zeigt deutlich, dass nur dann Proteine stark an den Fangpartikeln haften bleiben, wenn die
Probe vor dem Waschen der Fangpartikel bestrahlt wurde (Abb. 50). Nach zwei
Waschschritten befanden sich sowohl auf den bestrahlten als auch auf den unbestrahlten
Fangpartikeln noch sehr viele Proteine (vgl. Spuren 2 und 6). Allerdings reprisentieren die im
Gel auftretenden Banden nicht die Héufigkeitsverteilung der Proteine im Zelllysat (vgl. mit
Spur 1). Die Proteine, die bei dem bestrahlten Ansatz nach dem Waschen noch an den
Fangpartikeln hafteten waren zum Teil auch in dem nicht bestrahlten Ansatz nach zwei
Waschschritten stark angereichert (vgl. Spuren 5 und 6). Dies betraf vor allem die zwei mit
hellblauen Doppelpfeilen gekennzeichneten Banden. Diese Beobachtung ist damit zu
erkliaren, dass durch die dicht mit Fangverbindung beladenen Partikel tatsdchlich ein mit
Affinitatschromatographie vergleichbarer Effekt (,,pull down®) auftritt, der aber nicht alle
Proteine in gleichem MalBe betrifft. Die mit dunkelblauen Doppelpfeilen gekennzeichneten

Banden waren ohne Bestrahlung bereits nach zwei Waschschritten kaum noch erkennbar.
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Auffallig sind einige Banden, die nur in der bestrahlten Probe zu beobachten waren, die aber
mit steigender Anzahl von Waschschritte immer schwécher wurden (schwarze Pfeile). Dies
kann nicht auf ein Losen der Biotin-Streptavidin Bindung zuriickzufiihren sein, da diese mit
einer Bindungskonstante von 10> M extrem stabil ist (Pahler et al., 1987) und ein solcher
Effekt alle isolierten Proteine gleichermaflen betreffen miisste. Eine mogliche Erklarung
konnte darin bestehen, dass es sich hierbei nicht um SAH-bindende Proteine handelt, sondern
um Proteine, welche mit einem oder mehreren SAH-bindenden Proteinen einen relativ
stabilen Komplex bilden.

Zusammenfassend ldsst sich somit die Aussage treffen, dass mit dem standardmifBig
angewandten Waschprotokoll nur solche Proteine an den Fangpartikeln haften bleiben, die
durch eine Photoverkniipfung kovalent mit einem Fangverbindungsmolekiil verbunden sind.
Durch die Anwendung von weniger stringenten Waschbedingungen koénnte es jedoch
durchaus moglich sein auch Proteine zu isolieren, die mit den eingefangenen Proteinen einen

Komplex bilden.

345 Untersuchungen zur Kapazitat von Fangpartikeln

Eine wichtige Frage, die sich bei der Verwendung von Fangpartikeln stellt, ist die nach der
Kapazitit. Zwar wird die Biotin-Bindekapazitdt der zur Herstellung der Fangpartikel
verwendeten MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel vom Hersteller mit 2,5 nmol Biotin /
mg angegeben, aber iiber die Bindekapazitit der Fangpartikel fiir SAH-bindende Proteine sagt
dies nicht viel aus. Die Bindekapazitit von 1 mg MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikeln
fiir biotinylierte Antikorper wird vom Hersteller mit 20 pg beziffert. Bei einem
Molekulargewicht von ca. 150 kDa wéren dies ca. 0,13 nmol. Angesichts der extrem starken
Bindung zwischen Biotin und Streptavidin konnen diese Werte als eine theoretische
Obergrenze betrachtet werden. Wegen der deutlich schwécheren Bindung zwischen SAH und
SAH-bindenden Proteinen und der nicht 100 %igen Ausbeute bei der Ausbildung von
Photoverkniipfungen ist zu erwarten, dass mit 1 mg Fangpartikeln deutlich weniger als 20 ug
Protein eingefangen werden.

Fiir die Planung von Experimenten stellt sich aber nicht nur die Frage nach der absoluten
Kapazititsgrenze der Fangpartikel, sondern vor Allem die Frage nach dem richtigen
Verhéltnis zwischen eingesetztem Zelllysat und den verwendeten Fangpartikeln. Werden zu
wenige Fangpartikel eingesetzt, werden unter Umstanden nicht alle Zielproteine in
befriedigender Ausbeute eingefangen und es wird kostbares Probenmaterial verschwendet.

Ein zu groBer Uberschuss an Fangpartikeln begiinstigt unspezifische Nebenreaktionen und
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verursacht unnotige Kosten. Deshalb wurden in zwei Experimenten unterschiedliche Protein

zu Fangpartikel Verhiltnisse getestet.

175 pg Protein 350 ug Protein 700 pg Protein 1400 ug Protein
| || [ [

Abb. 51: Einfangen des Methyloms von E. coli mit B2-N6-SAH-Fangpartikeln. Alle
Ansatze enthielten 200 ug B2-N6-SAH-Fangpartikel und hatten ein Volumen von 100 pl. Die
Kontrollansatze enthielten zusatzlich 4 mM SAH. Die Konzentration an Zelllysat von E. coli
DH5a wurde variiert (1,75 mg/ml, 3,5 mg/ml, 7 mg/ml und 14 mg/ml). Die Vorinkubationszeit
der Proben vor dem Bestrahlen betrug 2 h und die Proben wurden 60mal mit der Blitzlampe
bestrahlt. Die Analyse der Proben erfolgte durch SDS-PAGE und anschlielende
Silberfarbung. Nahere Erlauterungen zu den mit Pfeilen markierten Banden finden sich im
Text.

In Abb. 51 ist das Ergebnis eines Experiments gezeigt, bei dem eine konstante Menge an B2-
N6-SAH-Fangpartikeln aber unterschiedlichen Mengen und damit auch Konzentrationen an
Zelllysat von E. coli eingesetzt wurden. Deutlich ist zu erkennen, dass mit zunehmender
Proteinkonzentration die Menge an spezifisch eingefangenem Protein (dunkelblaue Pfeile)
ansteigt (Spuren 2, 4, 6 und 8), die Menge an unspezifisch eingefangenem Protein (rote
Pfeile) aber auch (Spuren 3, 5, 7 und 9). Die kleinste und die grofite eingesetzte
Proteinkonzentration unterscheidet sich um den Faktor acht. Zwar ist ein Quantifizieren bei
silbergefarbten Gelen nur begrenzt moglich, aber dieses Verhiltnis scheint sich bei den
unspezifisch eingefangenen Proteinen durchaus wieder zu spiegeln (vgl. Spuren 3 und 9). Bei
den spezifisch eingefangenen Proteinen kann jedoch maximal ein Faktor von vier beobachtet
werden, eher sogar weniger (vgl. Spuren 2 und 8). Die Ausbeute an spezifisch eingefangenem

Protein scheint sich also einem Sattigungswert zu ndhern.
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Sehr auffillig ist eine spezifische Bande, die mit zunehmender Proteinkonzentration immer
schwicher wurde (hellblauer Pfeil). Unterhalb dieser Bande befindet sich eine unspezifische
Bande (siche VergroBerung), die gleichzeitig immer stirker wurde. Diese Beobachtung legt
den Schluss nahe, dass die Kapazitit der Fangpartikel bereits bei einer Proteinmenge von
350 pg tberschritten war und das betreffende spezifische Protein durch die Konkurrenz mit

anderen, besser bindenden Proteinen nicht mehr an die Fangpartikel binden konnte.

Abb. 52: Einfangen des Methyloms von E. coli mit B2-N6-SAH-Fangpartikeln. Alle
Ansatze enthielten Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml) und hatten ein Volumen von
100 pl. Die Menge an eingesetzten B2-N6-SAH-Fangpartikeln wurde variiert (50 pg, 100 pg,
200 pg und 400 ug). Die Vorinkubationszeit der Proben vor dem Bestrahlen betrug 1 h und
die Proben wurden 25mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Die Analyse der Proben erfolgte
durch SDS-PAGE und anschlieBende Silberfarbung. Nahere Erlduterungen zu den mit
Pfeilen markierten Banden finden sich im Text.

In Abb. 52 ist das Ergebnis eines komplementdren Experiments aufgefiihrt. Hier wurde bei
konstanter Proteinmenge und Konzentration die Menge der eingesetzten Fangpartikel variiert.
Dabei konnten mit 200 pg Fangpartikel (Spur 5) alle spezifisch eingefangenen Proteine in
maximaler Menge eingefangen werden. Eine Erhohung der Fangpartikelmenge auf 400 pg
fiihrte bei keinem der spezifisch eingefangenen Proteine zu einer Vergroflerung der Ausbeute
(Spur 6). Leider fehlte bei diesem Experiment der Kontrollansatz. Durch einen Vergleich mit
anderen Gelen konnten jedoch die unspezifischen Banden identifiziert werden (rote Pfeile).

Bei den unspezifisch eingefangenen Proteinen scheint die Abhéngigkeit von der eingesetzten
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Fangpartikelmenge nicht so stark zu sein wie die im vorangehenden Experiment beobachtete
Abhéngigkeit von der Zelllysatkonzentration (Abb. 51).

In Abb. 51 war eine Bande zu beobachten, die bei zu groBBen Proteinkonzentrationen fast
vollig verschwunden ist. In Abb. 52 ist diese Bande ebenfalls zu sehen (hellblauer Pfeil).
Auch in diesem Experiment wurde dieses Protein scheinbar erst dann eingefangen, wenn auf
der Oberflache der Fangpartikel noch geniigend freie Bindestellen zur Verfiigung standen.

Die beiden vorangehenden Experimente zeigen, dass die Fangpartikel eine Kapazitdtsgrenze
besitzen. Wenn Zelllysat in solchen Mengen eingesetzt wird, dass diese {iberschritten wird, so
werden dadurch nicht mehr Proteine spezifisch eingefangen, sondern es steigt lediglich die
Menge an unspezifisch eingefangenem Protein. Es kann unter diesen Umstdnden sogar
passieren, dass einige spezifisch bindende Proteine durch andere spezifisch bindende Proteine
verdrangt werden, so dass deren Ausbeute sinkt. Es ist deshalb sinnvoller mit einem kleinen
Uberschuss an Fangpartikeln zu arbeiten. Die bendtigte Fangpartikelmenge variiert
vermutlich bei Zelllysaten unterschiedlicher Organismen und sollte im Zweifelsfall durch
Vorexperimente ermittelt werden. Fiir Zelllysate von E. coli sollte ungeféhr eine Menge von

1 ng Fangpartikeln pro 2 pg Gesamtprotein eingesetzt werden.
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Abb. 53: Einfangen von M.Taqgl mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln. Die Ansatze enthielten
unterschiedliche Mengen an M.Taql (0,5ug, 2,5ug, 5ug und 10 ug, das entspricht
Konzentrationen von 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM und 2 pM). Fir jeden Ansatz wurden 200 ug B1-
N6-SAH-Fangpartikel verwendet und das Probenvolumen betrug jeweils 100 ul. Die Analyse
der Proben erfolgte durch SDS-PAGE und anschlieliende Silberfarbung.

Zusitzlich wurden noch zwei weitere Experimente mit aufgereinigter M.Taql und B1-N6-
SAH-Fangpartikeln durchgefiihrt. Dabei wurde im ersten Fall die M.Tagl-Menge bei
gleichbleibender Fangpartikelmengen variiert (Abb. 53), im zweiten Fall wurde die
Fangpartikelmenge bei gleichbleibender M. Taql-Menge verdndert (Abb. 54).
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Aus Abb. 53 ist zu entnehmen, dass die Kapazitit von 200 ng B1-N6-SAH-Fangpartikeln in
einem Ansatz mit 0,5 pg M.Tagl noch nicht voll ausgeschopft ist (Spur 2). Bei 2,5 pg M.Taql
im Ansatz wurde die Kapazititsgrenze der Fangpartikel dann allerdings erreicht (Spur 3).
Eine weitere Erhohung der M.Taql-Menge im Ansatz fiihrte nicht mehr zu einer Erh6hung
der Menge an eingefangener M.Taql (vgl. Spuren 3, 4 und 5). Durch einen Vergleich der
Menge an eingefangener M.Taql mit einem Mengenstandard (Spur 6) ldsst sich die Menge
M.Taql, die mit 200 ug B1-N6-SAH-Fangpartikeln maximal einfangen werden kann grob auf
0,5 ng beziffern. Da die Bandenstirke des Mengenstandards in etwa der Bandenstirke der in

Spur 2 eingefangenen M.Tagql entspricht, betrdgt die erzielte Ausbeute ungefdhr 20 %.
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Abb. 54: Einfangen von M.Tagl mit unterschiedlichen Mengen an B1-N6-SAH-
Fangpartikeln. Alle Ansatze enthielten 0,5 uM (entspricht ca. 2,5 ug) M.Taqgl und hatten ein
Volumen von 100 pl. Es wurden unterschiedliche Mengen an B1-N6-SAH-Fangpartikeln
zugesetzt (100 pg, 200 pg, 300 ug und 400 pg). Ein Kontrollansatz enthielt zusatzlich
6,9 mM SAH. Die Vorinkubationszeit der Proben betrug 1 h und es wurde 30mal mit der
Blitzlampe bestrahlt. Die Analyse der Proben erfolgte durch SDS-PAGE und anschliel’ende
Silberfarbung.

Aus Abb. 54 ist ersichtlich, dass ein linearer Zusammenhang zwischen eingesetzter
Fangpartikelmenge und eingefangener M.Taql-Menge besteht, solange die Kapazitit der
Fangpartikel tiberschritten ist.

Die Frage nach einer Kapazititsgrenze der B1-N6-SAH-Fanpartikel fir M.Taql ist auf
Grundlage der vorliegenden Ergebnisse nicht ganz einfach zu beantworten. Im ersten
Experiment konnten mit 200 pg Fangpartikel ca. 500 ng M.Taql eingefangen werden wéihrend
es im zweiten Experiment nur ca. 200 ng M.Taql waren. Trotzdem soll als sehr grober
Richtwert eine Kapazititsgrenze von 1 ug M.Taql pro mg Fangpartikel genannt sein. Im
Vergleich zu den 20 pg biotinylierter Antikorper, die laut Herstellerangaben mit 1 mg

MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikeln eingefangen werden kénnen, erscheint dieser

112



Ergebnisse und Diskussion

Wert eher klein. Dies mag nicht zuletzt auch an der Ausbeute von 20 % liegen, mit der
M.Taql bei Verwendung von B1-N6-SAH-Fangpartikeln eingefangen wird. Es gibt allerdings
auch Proteine, bei denen diese Ausbeute deutlich hoher liegt, wie im nichsten Kapitel gezeigt

werden soll.

3.4.6 Fraktioniertes Einfangen von Proteinen

Im vorangehenden Abschnitt konnte beobachtet werden, dass Fangpartikel, die im Vergleich
zu den spezifisch bindenden Proteinen im Unterschuss eingesetzt werden, beim Einfangen
dieser Proteine in gewissem Umfang zwischen mehr oder weniger gut bindenden Proteinen
unterscheiden (vgl. z.B. Abb.51 und Abb. 52). Diese Eigenschaft konnte fiir einige
Anwendungen durchaus von Vorteil sein, da sie unter Umstéinden eine Fraktionierung der
eingefangenen Subproteome ermdoglicht.

Um zu untersuchen, ob mit Fangpartikeln ein fraktioniertes Einfangen funktioneller
Subproteome prinzipiell moglich ist, wurde Zelllysat von E. coli mehrfach hintereinander mit
B2-N6-SAH-Fangpartikeln im Unterschuss behandelt.

In Abb. 55 (néchste Seite) ist das Ergebnis des fraktionierten Einfangens des Methyloms von
E. coli dargestellt. Auffillig ist einmal, dass sowohl im Ansatz, als auch im Kontrollansatz in
jeder Fraktion weniger Protein eingefangen wurde als in der vorherigen Fraktion. Bei den
spezifisch eingefangen Proteinen ist dies verstdndlich, wenn man davon ausgeht, dass von den
vorhandenen SAH-bindenden Proteinen ein relativ hoher Anteil in der ersten Fraktion isoliert
werden konnte. Bei den unspezifisch eingefangenen Proteinen ist dies aber liberraschend, da
nicht anzunehmen ist, dass unspezifisch eingefangene Proteine zu einem hohen Anteil aus der
Probe entfernt werden konnen. Trotzdem legt das vorliegende Ergebnis den Schluss nahe,
dass genau dies der Fall ist. Dieses Phdnomen wurde aber nicht weiter untersucht. Es konnte
sich hierbei eine neue Moglichkeit anbieten, unspezifisch bindende Proteine vor dem
Einfangen der Zielproteine aus den Proben zu entfernen. In diesem Fall wiirde man aber
Fangpartikel, die das B1 oder B2 Grundgeriist tragen, zur Abreicherung der unspezifischen

Proteine verwenden.
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Abb. 55: Fraktioniertes Einfangen des Methyloms von E. coli DH5a mit B2-N6-SAH-
Fangpartikeln. Die Spuren 3 bis 6 und 7 bis 10 stellen jeweils das Ergebnis eines Ansatzes
dar. Jeder der zwei Ansatze enthielt 3,5 mg/ml Zelllysat von E. coli DH5a und hatte ein
Volumen von 100 pl. Der Kontrollansatz enthielt zusatzlich 6 mM SAH. Die Ansatze wurden
mit jeweils B2-N6-SAH-Fangpartikeln (100 ug) versetzt, 1 h inkubiert und dann 20mal mit der
Blitzlampe bestrahlt. Danach wurden die Fangpartikel mit einem Magnet prazipitiert und
gemal der Standardprozedur gewaschen. Der Uberstand wurde in einem frischen
Eppendorfgefal® erneut mit der gleichen Menge Fangpartikel (100 ug) versetzt. Dieser
Vorgang wurde insgesamt viermal wiederholt. Am Ende erfolgte die Analyse aller Ansatze
durch SDS-PAGE und anschlieende Silberfarbung. Erlduterungen zu den mit Pfeilen
markierten Banden finden sich im Text.

15—

Die Aussage, dass in jeder Fraktion weniger Protein eingefangen wurde als in der vorherigen
Fraktion, gilt aber nicht fiir jedes der eingefangenen Proteine gleichermaBlen. Bei den mit
dunkelblauen Pfeilen markierten Proteinen war dies zweifelsfrei der Fall. Es gab jedoch auch
ein Protein, bei dem es sich zum Teil auch umgekehrt verhielt (siehe hellblauer Pfeil). Dieses
Protein wurde erst nach dem Entfernen eines Grofteils der anderen spezifisch eingefangenen
Proteine in der zweiten Fraktion (Spur 4) in maximaler Menge eingefangen. Dies passt zu den
Beobachtungen aus dem vorherigen Abschnitt, wo dieses Protein erst eingefangen werden
konnte, wenn ein Uberschuss an Fangpartikeln eingesetzt wurde.

Ein anderes spezifisches Protein wurde in jeder Fraktion praktisch in gleicher,
verhéltnismaBig geringer Menge eingefangen (siehe schwarzer Pfeil). Im vorangehenden
Abschnitt wurde dieses Protein unabhingig von der eingesetzten Zelllysatkonzentration
immer in gleicher Menge eingefangen (vgl. Abb. 51), zeigte bei unterschiedlichen
Fangpartikelmengen aber eine lineare Abhéngigkeit zwischen eingefangener Proteinmenge

und eingesetzter Fangpartikelmenge (vgl. Abb. 52). Es weist somit dhnliche Eigenschaften
114



Ergebnisse und Diskussion

auf, wie sie im vorherigen Anschnitt bei der DNA-MTase M.Taql beobachtet werden

konnten.

3.4.7 Einfluss des Probenvolumens auf die Ausbeute beim Einfangen von

Proteinen mit Fangpartikeln

Anders als bei frei in Losung eingesetzten Fangverbindungen kann bei Verwendung von
Fangpartikeln keine konkrete Fangverbindungskonzentration angegeben werden. Hierbei
stellt sich die Frage, welchen Einfluss eine Vergroerung des Probenvolumens bei
gleichbleibender Menge an Fangpartikeln hat. Da die Fangverbindungsmolekiile auf
Oberflachen immobilisiert sind, dndert sich deren lokale Konzentration in diesem Fall nicht.
Eine VergroBerung des Probenvolumens hat im Wesentlichen eine Verringerung der
Proteinkonzentration zur Folge. Aber hat dies auch einen Einfluss auf die Ausbeute?

Um die Komplexitit des Ergebnisses in einem iiberschaubaren Rahmen zu halten wurde zur
Kldrung dieser Frage ein Experiment mit aufgereinigter M.Taql durchgefiihrt. Dabei wurde
die eingesetzte Stoffmenge an M.Taql und die Menge an Fangpartikeln konstant gehalten und

lediglich das Volumen der Proben variiert.
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Abb. 56: Einfangen von M.Tagl mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln. Alle Anséatze enthielten

200 ug B1-N6-SAH-Fangpartikel und 100 pmol M.Taql. Die Ansatze hatten unterschiedliche
Volumen (20 pl, 100 pl und 500 pl angesetzt in 0,5 yl PCR-Eppendorfgefalen bzw. 1000 ul,
1500 yl und 2000 yl in 2ml Eppendorfgefaflen). Die Ansatze wurden nach dem
Zusammenfligen 1 h inkubiert und dann 30mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Nach dem
Waschen der Partikel erfolgte die Analyse der Proben durch SDS-PAGE und anschlieende
Silberfarbung.

In Abb. 56 ist zu erkennen, dass das Probenvolumen zwar einen eindeutigen Einfluss auf die

Ausbeute an eingefangenem Protein hat, aber auch, dass keine direkte Abhéngigkeit zwischen
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Ausbeute und Konzentration an M.Taql besteht. Bei einem Probenvolumen von 500 pl war
die Ausbeute am grofiten (Spur 4), bei einem Probenvolumen von 20 pl war sie am geringsten
(Spur 2). Diese Beobachtung erscheint zundchst sehr widerspriichlich, da bei der hochsten
Konzentration auch die grofite Ausbeute zu erwarten gewesen wére. Tatsdchlich war die
Ausbeute bei sehr grolen Probenvolumina auch wieder etwas geringer.

Insgesamt schwankte die Ausbeute bei diesem Experiment nur etwa um den Faktor fiinf,
wihrend die M.Taql Konzentration um den Faktor 100 variiert wurde. Diese Tatsache und die
zundchst schwer verstindliche Verteilung der Ausbeuten lassen vermuten, dass die
Unterschiede in der Ausbeute nicht mit den Konzentrationsunterschieden der eingesetzten
M.Taql, sondern mit dem unterschiedlichen Volumen der Proben zusammenhdngen.
Eventuell spielen auch die verwendeten Probengefif3e eine Rolle, denn zwischen den Spuren
5 und 7 (erst ab der Spur 5 wurden 2 ml Eppendorfgefille verwendet) ist nochmals eine
leichte Zunahme der Ausbeuten zu sehen. Eine mogliche Interpretation der vorliegenden
Ergebnisse konnte auf der verschieden guten Photoaktivierung der Fangpartikel beruhen.
Wegen der gegenseitigen Beschattung der Fangpartikel ist eine Bestrahlung kleiner Volumen
besonders schwierig, wihrend groBvolumige Proben wegen ihrer groferen Oberfliche und
ihrer geringeren Partikeldichte deutlich besser vom Licht durchdrungen werden (vgl. auch
Abschnitt 3.4.3). Auch die verwendeten Probengefde unterscheiden sich deutlich in ihrer
Lichtdurchldssigkeit (vgl. Abb. 3.2.4). Beim Einfangen von SAH-bindenden Proteinen mit
Hilfe von frei in Losung befindlichen Fangverbindungen hat sich herausgestellt, dass eine
moglichst gleichzeitige Photoaktivierung aller Fangverbindungsmolekiile durch ein moglichst
starkes Blitzlicht vorteilhaft ist (vgl. Abschnitt 3.2.4). Moglicherweise gilt dies auch bei
Verwendung von immobilisierten Fangverbindungen.

Betreffend des Zusammenhangs zwischen Ausbeute an eingefangenem Protein und der
eingesetzten Proteinkonzentration kann aufgrund der vorliegenden Ergebnisse angenommen
werden, dass die Proteinkonzentration tiber einen weiten Konzentrationsbereich nur einen

kleinen Einfluss auf die Ausbeute hat.
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3.4.8 Ausbeutenvergleich beim Einfangen von SAH-bindenden Proteinen mit

Fangpartikeln oder frei in Losung befindlichen Fangverbindungen

In den vorangehenden Abschnitten wurden viele Ergebnisse préisentiert, die den Schluss
nahelegen, dass sich das Methylom von E. coli mit Fangpartikeln nicht nur viel spezifischer
als bei Verwendung von frei in Losung befindlichen Fangverbindungen einfangen lésst,
sondern dass hierbei auch die Ausbeute an spezifisch eingefangenen Proteinen deutlich grofer
ist. Ein direkter Vergleich steht bisher jedoch noch aus und soll an dieser Stelle nachgeliefert
werden.

Um eine moglichst gute Vergleichbarkeit beider Verfahren zu ermdéglichen wurden alle
Experimente bei identischem Probenvolumen (100 pl) und gleicher Menge an MyOne™
Streptavidin =~ C1  Magnetpartikeln (200 pg)  durchgefiihrt. Da die eingesetzte
Magnetpartikelmenge 500 pmol Fangverbindung binden kann und diese Stoffmenge in einem
Volumen von 100 pl einer Konzentration von 5 pM entspricht wurden Ansétze mit in Losung
befindlichen Fangverbindungen mit dieser Fangverbindungskonzentration durchgefiihrt,
wihrend bei Ansitze mit Fangpartikeln die gleiche Menge der Fangverbindung
partikelgebunden vorlag. Diese Bedingungen sind fiir einen direkten Vergleich beim
Einfangen SAH-bindender Proteine sehr gut geeignet, da eine Fangverbindungskonzentration
von 5 uM bei Verwendung von frei in Losung befindlichen Fangverbindungen einen guten
Kompromiss darstellt. Mit dieser Fangverbindungskonzentration werden bei MTasen
erfahrungsgeméil gute Ausbeuten an spezifisch eingefangenem Protein erzielt, wihrend der
Anteil an unspezifisch eingefangenem Protein noch verhéltnisméBig gering bleibt.

In einem ersten Experiment wurde untersucht, ob die Verwendung von Fangpartikeln beim
Einfangen aufgereinigter M.Hhal im Vergleich zu in Losung befindlichen Fangverbindungen
Vorteile bietet (Abb. 57). Dabei konnten mit den in Lésung befindlichen Fangverbindungen
B1-N6-SAH und B2-N6-SAH Ausbeuten zwischen 4 % und 10 % erzielt werden (Spuren 2
und 6), wobei mit B1-N6-SAH die grofere Ausbeute erzielt wurde.
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in Losung Fangpartikel in Losung Fangpartikel

Abb. 57: Einfangen von aufgereinigter M.Hhal mit B1-N6-SAH und B2-N6-SAH in
Lésung oder unter Verwendung der entsprechenden Fangpartikel. Alle Ansatze hatten ein
Volumen von 100 yl und enthielten 1 uM M.Hhal. Die Kontrollansatze enthielten zusatzlich
7 mM SAH. Die Ansatze, bei denen die Fangverbindungen in Lésung eingesetzt wurden
enthielten diese in einer Konzentration von 5 pM. Die anderen Ansatze enthielten jeweils
200 yg der entsprechenden Fangpartikel. Die Bindezeit der Fangpartikel-Ansatze betrug
80 min. Danach wurden die Ansatze mit Fangpartikeln 60mal mit der Blitzlampe bestrahlt,
die Ansatze mit geldsten Fangverbindungen nur 10mal. Alle Proben wurden gemall dem
Standardprotokoll gewaschen und durch SDS-PAGE mit anschlieRender Silberfarbung
analysiert.

Die Menge an unspezifisch eingefangenem Protein lag in diesem Gel bei allen
Kontrollansitzen unterhalb der Nachweisgrenze (Spuren 3, 5, 7 und 9). Auffallend ist, dass
mit Fangpartikeln sehr viel hohere Ausbeuten erzielt wurden als mit den frei in Losung
befindlichen Fangverbindungen (vgl. Spuren 4 und 8 mit den Spuren 2 und 6). Die Ausbeuten
sind aus diesem Gel zwar schwer abzuschitzen, liegen aber vermutlich zwischen 20 % und
50 %.

In dem Gel ist desweiteren ein Phdnomen zu beobachten, welches im Zusammenhang mit
einer totalen Beladung der MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel schon zweimal
beobachtet werden konnte (siche Abb. 5 und 26, jeweils in Spur 8). In diesen Experimenten
waren alle Biotin-Bindestellen auf den Magnetpartikel durch freies Biotin blockiert, was dann
auf dem Gel eine Abschwichung der Streptavidinbande zur Folge hatte. Offensichtlich tritt
dieses bislang unerklédrliche Phinomen auch dann auf, wenn die Magnetpartikel mit einer

Fangverbindung beladen sind.
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Abb. 58: Einfangen des Methyloms von E. coli mit B1-N6-SAH und B2-N6-SAH in
Lésung oder unter Verwendung der entsprechenden Fangpartikel. Alle Ansatze hatten ein
Volumen von 100 pl und enthielten Zelllysat von E. coli DH5a (7 mg/ml). Die Ansatze, bei
denen die Fangverbindungen in Losung eingesetzt wurden enthielten diese in einer
Konzentration von 5 uM. Die anderen Ansatze enthielten jeweils 200 ug der entsprechenden
Fangpartikel. Die Kontrollansatze enthielten zusatzlich 5 mM SAH. Die Bindezeit der
Fangpartikel-Ansatze betrug 1 h. Danach wurden die Ansatze mit Fangpartikeln 60mal mit
der Blitzlampe bestrahlt, die Ansatze mit gelésten Fangverbindungen nur 10mal. Alle Proben
wurden gemal dem Standardprotokoll gewaschen und durch SDS-PAGE mit
anschlief3ender Silberfarbung analysiert.

Im néchsten aufgefiihrten Experiment diente Zelllysat von E. coli als Substrat (Abb. 58 und
59). Bei einem direkten Vergleich zwischen dem partikelgebundenen Einfangverfahren mit
dem Ergebnis bei Verwendung von frei in Losung befindlichen Fangverbindungen fallt sofort
auf, dass mit Fangpartikeln nicht nur deutlich grofere Ausbeuten an spezifisch
eingefangenem Protein erzielt werden, sondern dass auch viel weniger Proteine unspezifisch
eingefangen werden. Besonders bei Verwendung von B1-N6-SAH-Fangpartikeln waren fast
alle Proteine spezifisch eingefangen (vgl. Spuren 5 und 6), wihrend mit der gleichen
Fangverbindung eingesetzt in Losung der iliberwiegende Teil der Proteine unspezifisch
eingefangen wurde (vgl. Spuren 3 und 4). Mit der Fangverbindung B2-N6-SAH war das
Ergebnis sehr dhnlich (Spuren 7 — 10). Allerdings wurden insgesamt etwas mehr Proteine

unspezifisch eingefangen wihrend einige der spezifischen Banden etwas schwicher ausfielen.
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in Lésung Fangpartikel in Ldsung Fangpartikel

Abb. 59: Einfangen des Methyloms von E. coli mit B1-C8-SAH und B2-C8-SAH in
Lésung oder unter Verwendung der entsprechenden Fangpartikel. Alle Ansatze hatten ein
Volumen von 100 pl und enthielten Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml). Die Ansatze, bei
denen die Fangverbindungen in Losung eingesetzt wurden, enthielten diese in einer
Konzentration von 5 uM. Die anderen Ansatze enthielten jeweils 200 ug der entsprechenden
Fangpartikel. Die Kontrollansatze enthielten zusatzlich 5 mM SAH. Die Bindezeit der
Fangpartikel Ansatze betrug 1 h. Danach wurden die Ansatze mit Fangpartikeln 60mal mit
der Blitzlampe bestrahlt, die Ansatze mit gelésten Fangverbindungen nur 10mal. Alle Proben
wurden gemal dem Standardprotokoll gewaschen und durch SDS-PAGE mit
anschliel3ender Silberfarbung analysiert.

Bei den Fangverbindungen mit einer Verkniipfung an die C8-Position des Adeninrings (Abb.
59), glich das Ergebnis dem mit B1-N6-SAH und B2-N6-SAH (Abb. 58). Allerdings war die
Menge an eingefangenen Proteinen allgemein etwas geringer, da in diesem Experiment eine
geringere Gesamtmenge an Zelllysat eingesetzt wurde. Vermutlich ist die verhdltnismaBig
geringe Menge an eingefangenem Protein in den Spuren 5 und 6 auf einen experimentellen
Fehler zuriickzufiihren, etwa durch den Verlust von Partikeln wiahrend der Waschschritte.
Eine deutlich geringere Ausbeute bei Verwendung von BI1-C8-SAH-Fangpartikeln im
Vergleich zu B2-C8-SAH-Fangpartikeln konnte bei anderen, hier nicht aufgefiihrten
Experimenten nicht beobachtet werden. Die generelle Tendenz, hohere Ausbeute an
spezifisch eingefangenem Protein bei gleichzeitig drastischer Reduktion der Menge an
unspezifisch eingefangenem Protein, ist bei den Ansédtzen mit Fangpartikeln aber auch in
diesem Gel deutlich zu erkennen. Dabei konnten auch Proteine in verhéltnisméBig grofen
Mengen eingefangen werden, die mit in Losung befindlichen Fangverbindungen nur in
kleinen Mengen isoliert werden konnten (vgl. z.B. Spuren 7 und 9). Anhand von Gelen kann

nur grob abgeschitzt werden, um wie viel sich die Ausbeute an spezifisch eingefangenem
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Protein durch den Einsatz von Fangpartikeln erhoht, zumal dies bei den einzelnen Proteinen
ganz unterschiedlich ausfillt. Anhand der aufgefiihrten Ergebnisse und unter
Berticksichtigung vieler, hier nicht aufgefiihrter Experimente kann diese Erhohung der
Ausbeute jedoch um mindestens den Faktor 2, im Extremfall sogar um den Faktor 20 beziffert
werden.

Fangpartikel bieten aber noch einen weiteren Vorteil, der bislang noch nicht erwidhnt wurde.
Da sie keine freie Biotin-Bindestelle mehr aufweisen, konnen sie auch keine Proteine mehr
binden, die im Zelllysat bereits natiirlicherweise biotinyliert vorliegen, wie z.B. BCCP. Bei E.
coli betrifft dies zwar nur ein Protein (eventuell auch zwei Proteine), aber in hdheren
Organismen ist deren Zahl deutlich grofer. Bei einer massenspektrometrischen Analyse der
eingefangenen Proteine konnten Proteine, die natiirlicherweise biotinyliert vorliegen storen.

Dieser Nachteil ist bei Verwendung von Fangpartikeln nicht zu befiirchten.

3.4.9 Verwendung unterschiedlicher Trager-Magnetpartikel zur Herstellung von

Fangpartikeln

Mittlerweile ist eine groe Auswahl unterschiedlichster streptavidinbeschichteter
Magnetpartikel kommerziell erhiltlich. Die MyOne™ Streptavidin Magnetpartikel (von
Dynal®, Vertrieb iiber Invitrogen) haben sich als besonders geeignet erwiesen. Sie sind im
Gegensatz zu einigen Konkurrenzprodukten rund, haben eine sehr einheitliche Gréfle und
besitzen eine verhdltnisméBig glatte Oberfldche (laut Produktbeschreibung des Vertreibers
Invitrogen). Von den MyOne™ Streptavidin Magnetpartikeln gibt es zwei Varianten, die
MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel und die MyOne™ Streptavidin T1 Magnetpartikel.
Erstere basieren auf carboxylaktivierten Partikeln, sind relativ hydrophil und haben beim pH-
Wert des E. coli-Einfangpuffers (pH 7,9) ein Zetapotential von ca. -50 mV, wahrend letztere
auf tosylaktivierten Partikeln basieren, hydrophober sind und beim pH-Wert des E. coli-
Einfangpuffers ein Zetapotential von ca. -20 mV aufweisen (Herstellerangaben). Die
MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel haben 0,01 % Tween20 im Lagerpuffer wihrend
die MyOne™ Streptavidin T1 Magnetpartikel 0,1 % BSA im Lagerpuffer aufweisen.

Fiir fast alle Experimente wurden die die MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikel benutzt,
da diese kein storendes BSA aufweisen. Mit der Einfiihrung der partikelgebundenen
Einfangmethode stellte sich jedoch die Frage, ob auf MyOne™ Streptavidin T1
Magnetpartikeln basierende Fangpartikel eventuell auch Vorteile aufweisen. Dieser

Fragestellung wurde in einem vergleichenden Experiment nachgegangen.

121



Ergebnisse und Diskussion

MyOne™ Streptavidin MyOne™ Streptavidin
C1 Fangpartikel T1 Fangpartikel

Abb. 60: Einfangen des Methyloms von E. coli mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln, die auf
MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikeln oder MyOne™ Streptavidin T1 Magnetpartikeln
basieren. Jeder Ansatz enthielt E. coli DH5a Zelllysat (3,5 mg/ml), 200 pg der B1-N6-SAH-
Fangpartikel und hatte ein Volumen von 100 ul. Die Kontrollansatze enthielten zusatzlich
SAH (6 mM). Alle Ansatze wurden 1,5 h vorinkubiert und 33mal mit der Blitzlampe bestrahlt.
Nach dem Waschen der Partikel erfolgte die Analyse der Proben durch SDS-PAGE und
anschlielende Silberfarbung. Erlauterungen zu den mit Pfeilen markierten Banden finden
sich im Text.

Aus Abb. 60 ist ersichtlich, dass die Wahl der Magnetpartikel keinen sehr gro3en Einfluss auf
das Ergebnis beim Einfangen des Methyloms von E. coli hat. Allerdings konnten mit den
verschiedenen Magnetpartikeln doch einige Unterschiede beobachtet werden. So konnten
zwei der mit MyOne™ Streptavidin C1 Magnetpartikeln spezifisch eingefangenen Proteine
mit MyOne™ Streptavidin T1 Magnetpartikeln kaum eingefangen werden (dunkelblaue
Pfeile). Auch scheint die Gesamtmenge der unspezifisch eingefangenen Proteine bei den
MyOne™ Streptavidin T1 Magnetpartikeln etwas hoher. In Spur 4 ist eine Bande zu sehen,
die bei MyOne™ Streptavidin T1 Magnetpartikeln deutlich stirker ausgeprigt ist, jedoch
nicht eindeutig als spezifisch oder unspezifisch einzuordnen ist (hellblauer Pfeil).

Die Wahl der zur Herstellung der Fangpartikel verwendeten Magnetpartikel hat also einen
nicht zu vernachlissigenden Einfluss auf das Ergebnis beim Einfangen des Methyloms von E.
coli. Insgesamt haben sich die MyOne'™ Streptavidin C1 Magnetpartikel als etwas geeigneter
herausgestellt. Es kann aber nicht endgiiltig ausgeschlossen werden, dass es auch
Anwendungen gibt (z.B. bei Zelllysaten von Eukaryonten), bei denen die Benutzung von

MyOne™ Streptavidin T1 Magnetpartikel vorteilhafter sein mag.
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3.4.10 Einfluss zweiwertiger Kationen auf die Spezifitat beim Einfangen des

Methyloms von E. coli mit Fangpartikeln

Zweiwertige Kationen, insbesondere Mg>", sind an sehr vielen enzymatischen Prozessen
beteiligt. Sie sind dabei nicht nur fiir die korrekte Faltung der Proteine erforderlich, sondern
befinden sich hdufig in unmittelbarer Ndhe des aktiven Zentrums von Enzymen, wo sie direkt
an der Katalyse beteiligt sind.

Viele der in der Molekularbiologie verwendeten Puffer enthalten den Komplexbildner EDTA
(Ethylendiamintetraessigsdure), um Mg*" zu komplexieren und es den Mg*"-abhingigen
Enzymen zu entziehen. Bei Arbeiten mit DNA ist dies auch durchaus sinnvoll, da Nukleasen,
die DNA fragmentieren wiirden, normalerweise auf die Anwesenheit von Mg”™ angewiesen
sind. Beim spezifischen Einfangen funktioneller Subproteome sollten jedoch moglichst
physiologische Bedingungen herrschen, da die Zielproteine zumindest in der Lage sein
miissen, an die Selektivititsfunktion der verwendeten Fangverbindung zu binden. In einem
Experiment wurde deshalb untersucht, welchen Einfluss das Komplexieren zweiwertiger
Kationen durch EDTA auf Ausbeute und Spezifitdt beim Einfangen des Methyloms von E.
coli durch Fangpartikel hat.

Streptavidin  Monomer

Abb. 61: Einfangen des Methyloms von E. coli in Abwesenheit von freiem Mg®*. Jeder
Ansatz enthielt 3,5 mg/ml E. coli DH5a-Zelllysat, 200 ug der B2-N6-SAH-Fangpartikel und
hatte ein Volumen von 100 pl. Die Kontrollansatze enthielten zusatzlich SAH (6 mM). Zwei
Ansitze wurden mit E. coli-Einfangpuffer durchgefiihrt (enthalt u. A. 10 mM Mg®), die
anderen zwei Ansatze enthielten zusatzlich 30 mM EDTA. Alle Ansatze wurden 1h
vorinkubiert und 25mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Nach dem Waschen der Partikel erfolgte
die Analyse der Proben durch SDS-PAGE und anschliefende Silberfarbung.
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Aus Abb. 61 ist ersichtlich, dass sehr viele Proteine unspezifisch eingefangen wurden, wenn
der verwendete Puffer im Verhiltnis zum vorhandenen Mg einen dreifachen Uberschuss an
EDTA aufwies (Spur 6). Fehlte das EDTA, so wurden unter ansonsten identischen
Bedingungen nur sehr wenige Proteine unspezifisch eingefangen (Spur 3).

Das vorliegende Ergebnis konnte natiirlich auch auf die Anwesenheit von EDTA und nicht
auf die Abwesenheit von freiem Mg®" zuriickzufithren sein. In einem weiteren Experiment
wurde deshalb ein Einfangpuffer ohne Mg®" und ohne EDTA verwendet. Verschiedenen

Ansidtzen wurden dann unterschiedliche zweiwertige Kationen zugesetzt.

Streptavidin. Monomer

Abb. 62: Einfluss unterschiedlicher zweiwertiger Kationen auf unspezifische
Nebenreaktionen zwischen B2-Fangpartikeln und Zelllysat von E. coli. Die Ansatze
enthielten 200 ug B2-Fangpartikel. Ein Ansatz mit 200 ug B2-N6-SAH-Fangpartikeln diente
als Positivkontrolle. Alle Ansatze enthielten jeweils Zelllysat von E. coli DH5a (3,5 mg/ml)
und hatten ein Volumen von 100 pl. Die Pufferbedingungen waren 20 mM HEPES, 50 mM
KOAc und 10 % Glycerin, bei pH 7,9. Einige Ansatze enthielten zusatzlich 10 mM MgCl,,
10 mM BaCl;, 10 mM CuCl;, 10 mM Zn(OAc);, 10 mM CaCl, oder 10 mM MnCl,. Alle
Ansatze wurden 1 h vorinkubiert und 33mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Nach dem Waschen
der Partikel erfolgte die Analyse der Proben durch SDS-PAGE und anschlieRende
Silberfarbung. Erlduterungen zu den mit Pfeilen markierten Banden finden sich im Text. Bei
dem Ansatz mit CuCl, kam es gleich nach der Zugabe des CuCl, zu einem extrem starken
Ausfallen von Protein, so dass die Probe nicht weiter bearbeitet werden konnte.

Aus Abb. 62 ist ersichtlich, dass bei Anwesenheit von Mg”" oder Ba®" im Einfangpuffer das
Ausmall unspezifischer Nebenreaktionen am geringsten war (Spuren 5 und 6). Bei
Abwesenheit zweiwertiger Kationen konnten im Vergleich dazu drei zusétzliche

unspezifische Banden beobachtet werden (Spur 4, rote Pfeile). Bei Anwesenheit von Zn®",
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Ca”*" und Mn”" kam es zu einem drastischen Anstieg unspezifischer Nebenreaktionen (Spuren
8, 9 und 10). Interessanterweise unterscheiden sich die Bandenmuster in diesen drei Spuren
deutlich voneinander. Zn**, Ca*" und Mn*" bewirken also, dass ganz unterschiedlich Proteine
unspezifisch eingefangen werden.

Die vorliegenden Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass Mg®" beim spezifischen Einfangen
von Proteinen unter Verwendung von Fangpartikeln eine wichtige Rolle spielt. Bei
Abwesenheit von Mg”* kommt es zu einer deutlichen Erhohung unspezifischer
Nebenreaktionen. Eine Erkldrung hierfiir konnte sein, dass viele Proteine unter diesen
,unphysiologischen® Bedingungen keine korrekte Faltung aufweisen und dadurch eventuell
zu ungewollten Wechselwirkungen mit der Oberflache der Fangpartikel neigen.

Auch groBere Mengen von Ca®" oder der Schwermetallionen Zn*" und Mn”>" bewirken
wahrscheinlich eine unphysiologische Faltung vieler Proteine. Ein Zusammenhang zwischen
einer falschen Tertidrstruktur von Proteinen und unspezifischen Nebenreaktionen ist zwar
durchaus denkbar, kann durch die vorliegenden Ergebnisse aber nicht eindeutig bewiesen

werden.

34.11 Einfluss des Abstands zwischen Selektivitatsfunktion und Reaktivitats-

funktion beim partikelgebundenen Einfangen des Methyloms von E. coli

In  Abschnitt 3.3.17 wurde gezeigt, dass eine VergroBBerung des Abstands
Selektivititsfunktion-Reaktivitiatsfunktion bei trifunktionellen Fangverbindungen keinen
positiven Einfluss auf die Ausbeute beim Einfangen des Methyloms von E. coli hat. Bei
groBBerem Abstand war die Ausbeute sogar etwas geringer (vgl. Abb. 44). Allerdings wurden
die Fangverbindungen bei dem betreffenden Experiment in Losung eingesetzt. In einem
analogen Experiment wurde deshalb B1-N6-SAH-Fangpartikel mit B1-N6-SAH-lang-
Fangpartikeln verglichen.

Aus Abb. 63 (nichste Seite) ist klar ersichtlich, dass mit den B1-N6-SAH-lang-Fangpartikeln
von den meisten spezifisch eingefangenen Proteinen weniger eingefangen wurde als mit den
B1-N6-SAH-Fangpartikeln. (vgl. Spuren 3 und 5). AuBlerdem wurden dabei deutlich mehr

Proteine unspezifisch eingefangen (vgl. Spuren 4 und 6).
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Streptavidin® = Monomer .

Abb. 63: Einfangen des Methyloms von E. coli mit Fangpartikeln der Fangverbindungen
B1-N6-SAH und B1-N6-SAH-lang im Vergleich. Von den B1-N6-SAH-Fangpartikeln und den
B1-N6-SAH-lang-Fangpartikeln wurden jeweils 200 yg verwendet. Die Ansatze enthielten 3,5
mg/ml E. coli DH5a-Zelllysat und hatten ein Volumen von 100 ul. Die Kontrollansatze
enthielten zusatzlich SAH (6 mM). Alle Ansatze wurden 2,5 h vorinkubiert und 25mal mit der
Blitzlampe bestrahlt. Nach dem Waschen der Partikel erfolgte die Analyse der Proben durch
SDS-PAGE und anschlieBende Silberfarbung. Erklarungen zu den mit Pfeilen markierten
Banden finden sich im Text.

Somit hat eine VergroBerung des Abstands zwischen Selektivitdtsfunktion und
Reaktivitdtsfunktion bei Verwendung von Fangpartikeln im Wesentlichen eine
Verschlechterung der Ausbeute und eine Verminderung der Spezifitit zur Folge. Allerdings
gab es bei dem oben aufgefiihrten Experiment auch eine Ausnahme. Von dem mit blauen
Pfeilen markierten Protein wurde mit B1-N6-SAH-lang-Fangpartikeln etwa doppelt so viel
eingefangen wie mit den B1-N6-SAH-Fangpartikeln. Interessanterweise ist dies vermutlich
genau das Protein, welches beim fraktionierten Einfangen des Methyloms von E. coli durch
mehrmaligen Zusatz kleiner Mengen an Fangpartikeln erst in den spéteren Fraktionen
eingefangen wurde (Abb. 55). Dies weist darauf hin, dass dieses Protein an B1-N6-SAH-
Fangpartikel nur schlecht bindet, an B1-N6-SAH-lang-Fangpartikel aber deutlich besser.

Fiir das Einfangen der meisten Proteine ist ein kurzer Abstand zwischen Selektivitdtsfunktion
und Reaktivititsfunktion bei der verwendeten Fangverbindung also giinstiger. Wenn die
Fangverbindung partikelgebunden eingesetzt wird, so kann es fiir einige Proteine aber auch
von Vorteil sein, wenn die verwendete Fangverbindung einen groBeren Abstand zwischen

Selektivitatsfunktion und Reaktivitatsfunktion aufweist.
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3.4.12 Differentielles Einfangen funktioneller Subproteome

Die Menge eines Proteins, welche mit einer trifunktionellen Fangverbindung oder den
entsprechenden Fangpartikeln eingefangen werden hingt mit der in der Probe vorhandenen
Menge des betreffenden Proteins zusammen. Voraussetzung ist allerdings, dass die
Fangverbindung bzw. die entsprechenden Fangpartikel im Vergleich zur vorhanden
Proteinmenge im Uberschuss vorliegen und nicht der limitierende Faktor sind. Somit ist es
durchaus moglich beim Isolieren funktioneller Subproteome aus Zelllysaten auch
Informationen tiber die im Zelllysat vorhandene Menge einzelner Proteine zu gewinnen. Eine
absolute Quantifizierung ist dabei aber schwierig, da sich die Ausbeuten von Protein zu
Protein stark unterscheiden. Ein direkter Vergleich unterschiedlicher Zelllysate ist jedoch

trotzdem moglich, da sich solche Ausbeutenunterschiede in allen Proben gleichermaf3en

auswirken.
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Abb. 64: Einfangen des Methyloms aus unterschiedlichen E. coli-Zelllysaten mit B2-N6-
SAH-Fangpartikeln. Zur Herstellung der Zelllysate dienten Zellen von E. coli DH5a
(logarithmische Wachstumsphase, aerob gewachsen), von E. coli DH5a (stationare
Wachstumsphase, aerob gewachsen), von E. coli DH5a (logarithmische Wachstumsphase,
anaerob gewachsen), sowie von E. coli BL21 (logarithmische Wachstumsphase, aerob
gewachsen). Die Ansatze enthielten jeweils 200 ug B2-N6-SAH-Fangpartikel bzw. B2-
Fangpartikel, sowie 5 mg/ml Zelllysat und hatten ein Volumen von 100 ul. Alle Ansatze
wurden 1 h vorinkubiert und 25mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Nach dem Waschen der
Partikel erfolgte die Analyse der Proben durch SDS-PAGE und anschliefende Silberfarbung.
Erklarungen zu den mit Pfeilen markierten Banden finden sich im Text.
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Zur Demonstration dieser Moglichkeiten wurden verschiedene Zelllysate von E. coli unter
ansonsten identischen Bedingungen untersucht. Die verwendeten E. coli-Zellen waren zuvor
unter unterschiedlichen Bedingungen gewachsen. Auch ein bisher nicht verwendeter Stamm
(E. coli BL21) wurde untersucht und mit E. coli DHS5a verglichen.

Aus Abb. 64 ist ersichtlich, dass sich die aus den verschiedenen Zelllysaten isolierten
Methylome zwar dhnelten aber auch merklich unterschieden. So ist z.B. die spezifische Bande
oberhalb von 40 kDa oder die Doppelbande oberhalb von 25 kDa bei allen Zelllysaten gleich
stark ausgeprégt (vgl. Spuren 2, 4, 6 und 8). Eine andere spezifische Bande zwischen 30 kDa
und 40 kDa ist aber nur bei drei der getesteten Zelllysate gleich stark ausgeprigt, wahrend das
betreffende Protein in den in der stationdren Wachstumsphase geernteten Zellen anscheinend
deutlich schwécher expremiert war (vgl. dunkelblaue Pfeile). Das betreffende Protein konnte
spéter als die Protein-MTase PrmB identifiziert werden, welche Gln 150 des ribosomalen L3-
Proteins in der 50S Untereinheit methyliert (Colson et al., 1979). Es macht durchaus Sinn,
dass die Expression einer Ribosomen-MTase in der stationdren Phase abnimmt, da die Zellen
dann auch kaum noch neue Ribosomen produzieren.

Eine andere Bande zwischen 70 kDa und 85 kDa ist bei E. coli BL21 besonders stark
ausgepragt, wiahrend das entsprechende Protein bei E. coli DH5a deutlich schwécher, bzw. in
der stationdren Wachstumsphase fast gar nicht expremiert wurde (vgl. hellblaue Pfeile).

Auch bei den unspezifisch eingefangenen Proteinen sind Unterschiede zu beobachten.
Auffallend ist, dass aus den Zellen in der stationiren Wachstumsphase besonders viele
Proteine unspezifisch eingefangen wurden (Spur 5). Dies konnte damit zu erkldren sein, dass
in den eingesetzten Zelllysaten sehr viele Proteine bereits denaturiert vorlagen. Die
verwendeten Zellen stammten aus einer ca. 20 h lang gewachsenen und sehr dichten
Ubernacht-Kultur und waren eventuell schon teilweise abgestorben. Unter diesen
Bedingungen wiirde die gemachte Beobachtung zu der Annahme passen, dass zumindest ein
Teil der unspezifischen Nebenreaktionen auf das Vorhandensein von Proteinen mit defekter
Tertidrstruktur zurlickzufiihren ist.

Das Experiment hat gezeigt, dass durch Isolieren funktioneller Subproteome mit
trifunktionellen Fangverbindungen auch Informationen {iiber das Expressionslevel der
betreffenden Proteine gewonnen werden konnen. Eine absolute Quantifizierung ist dabei nicht
moglich. Differenzen zwischen den Expressionsleveln der Proteine unterschiedlicher Proben
sind aber sehr gut feststellbar. Diese Moglichkeit konnte in Zukunft besonders bei der
Erforschung regulatorischer Vorgénge oder in der medizinischen Diagnostik sehr niitzlich

sein.
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3.4.13 Fortschritte bei der Analyse des Methyloms von E. coli

Das ungeféhr 4400 Proteine umfassende Proteom von E. coli K12 beinhaltet nach derzeitigem
Wissensstand 45 nachgewiesene MTasen. Bei 16 weiteren Proteinen handelt es sich aufgrund
von Sequenzhomologien sehr wahrscheinlich ebenfalls um MTasen, ein biochemischer
Beweis steht aber noch aus (Brian Anton, personliche Mitteilung). Neben diesen MTasen gibt
es noch ein Protein, welches am SAH-Abbau beteiligt ist und deshalb ebenfalls SAH binden
sollte. Somit belduft sich die Anzahl der Proteine, die mit trifunktionellen SAH-
Fangverbindungen aus E. coli-Zelllysat theoretisch eingefangen werden konnen auf
mindestens 62 — vorausgesetzt jedes der Proteine wird auch expremiert. Zumindest auf
Transkriptionsebene konnte aber nachgewiesen werden, dass 97 % der bei E. coli bekannten
offenen Leseraster auch transkribiert werden (Selinger et al., 2000).

Nach dem Einfangen von Proteinen mit Fangverbindungen oder Fangpartikeln erfolgte im
Zuge dieser Arbeit in der Regel eine Analyse der Proben durch SDS-PAGE mit
anschlieBender Silberfairbung. Diese Analytik liefert lediglich Information {iber das ungefihre
Molekulargewicht und die ungefihre Menge der eingefangenen Proteine. Ein Vergleich mit
einem Kontrollansatz gibt auBerdem Auskunft dariiber, ob das der betreffenden Gelbande
zugrundeliegende Protein spezifisch an die Selektivitdtsfunktion SAH binden kann. Eine
Zuordnung der betreffenden Gelbande zu einem bestimmten Protein ist aber nicht moglich.
Durch 2DE (oft auch als 2D-PAGE bezeichnet) konnte eine solche Zuordnung bedingt
moglich sein, wenn das betreffende Protein in einer 2DE Datenbank erfasst ist (Appel et al.,
1996). Allerdings ist die 2DE teilweise schwer reproduzierbar und eine genaue Zuordnung
bestimmter Spots nicht immer moglich. Auch ermoglicht dies nicht eine Identifizierung
unbekannter Proteine.

Durch die Kupplung elektrophoretischer und massenspektrometrischer Verfahren ist auch die
Identifizierung vollig unbekannter Proteine moglich (Henzel et al., 1993). Aus einigen der im
Zuge dieser Arbeit zur Analyse der Proben verwendeten SDS-Gele wurden nach der
photographischen Dokumentation einige Banden ausgeschnitten und zur weiteren Analyse an
unterschiedliche Kooperationspartner verschickt. Nach dem Extrahieren der Proteine aus den
Gelstiicken und tryptischer Fragmentierung erfolgte eine Analyse durch MALDI-MS/MS
(durchgefiihrt von Eckhard Nordhoff, Ruhr-Universitdit Bochum) oder LC-ESI-MS/MS
(durchgefiihrt von Olivia Baesler und Mirko Glinski, caprotec™ bioanalytics GmbH, Berlin).
Hierdurch konnten einige der in vielen Gelen sichtbaren Banden bestimmten Proteinen

zugeordnet werden.
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— RImL rRNA-Guanin-N2-MTase, 79 kDa
~~ DnaK Chaperon Protein (ATP-abhangig), 69 kDa

GInA Glutaminsynthetase (ATP-abhangig), 52 kDa
— RIml rRNA-Cytosin-C5-MTase, 44 kDa

— PrmB Protein GIn-MTase, 35 kDa

Tam Trans-Aconitat 2-MTase, 29 kDa
MtnN MTA/SAH Nucleosidase, 24 kDa

HslV ATP-abhangige Protease, 19 kDa

Abb. 65: Typisches Bandenmuster beim Einfangen des Methyloms von E. coli DH5a
mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln und anschlieRender elektrophoretischer Auftrennung der
Proteine in einem 15 %igen SDS-PAA-Gel. Die Visualisierung der Proteine erfolgte durch
Silberfarbung. Die lIdentifizierung der aufgefihrten Proteine erfolgte nicht aus dem hier
abgebildeten Gel, sondern aus mehreren hier nicht weiter aufgeflihrten Gelen. Dazu wurden
die Banden ausgeschnitten, die Proteine herausgewaschen und nach tryptischer
Fragmentierung durch unterschiedliche massenspektrometrische Verfahren identifiziert.
Banden, die nach einer visuellen Auswertung einer Vielzahl anderer Gele als spezifisch
eingeordnet werden kénnen, sind mit blauen Pfeilen markiert, unspezifische Banden mit
roten Pfeilen.

In Abb. 65 sind die Ergebnisse zusammengefasst, die bislang durch massenspektrometrische
Analyse ausgeschnittener Gelbanden erzielt werden konnten.

Bei den so identifizierten Proteinen handelt es sich um die Proteine, welche bei den meisten
der durchgefiihrten Experimente in verhdltnismafig groen Mengen isoliert werden konnten
und nach erfolgter Gelelektrophorese ein charakteristisches Bandenmuster ergeben.

Von besonders hohem Wiedererkennungswert ist eine deutliche Doppelbande auf Hohe der
25 kDa Markerbande. Hierbei handelt es sich um die 24 kDa gro3e MTA/SAH Nucleosidase
(MtnN, Cornell und Riscoe, 1998) und die 29 kDa gro3e Trans-Aconitat 2-MTase (Tam, Cai
und Clarke, 1999). Die MTA/SAH Nucleosidase bindet an SAH, da sie an dessen Abbau
beteiligt ist.

Dariiber befindet sich die Bande der 35 kDa groen Protein-MTase PrmB, welche GIn150 des
Proteins L3 der ribosomalen 50S Untereinheit methyliert (Heurgué-Hamard et al., 2002).
Etwas oberhalb der 40 kDa Markerbande ist die 44 kDa grole rRNA-Cytosin-C5-MTase
RImI zu erkennen, die C1962 in der 23S rRNA methyliert. Als dieses Protein im Juli 2007
nach dem Einfangen mit der Fangverbindung BI1-N6-SAH zum ersten Mal

massenspektrometrisch identifiziert wurde, war es in den Proteindatenbanken noch als YccW
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aufgefiihrt und seine MTase-Aktivitdit wurde lediglich aufgrund von Sequenzhomologien
vermutet. Seine Funktion wurde mittlerweile aufgeklart (Purta et al., 2008).

Oberhalb dieser Bande ist bei ca. 60 kDa eine Bande zu erkennen, die bei den meisten
Experimenten als relativ  spezifisch eingestuft werden musste, jedoch bei
Kontrollexperimenten in Gegenwart des Kompetitors SAH hiufig ebenfalls eingefangen
werden konnte. Dies geschah allerdings in deutlich geringerem Ausmal} als in dem
entsprechenden Ansatz ohne Kompetitor. In Kontrollansidtzen, die unter Verwendung des
entsprechenden Fangverbindungsgrundgeriists durchgefiihrt wurden, wurde dieses Protein
praktisch gar nicht eingefangen. Zudem konnte festgestellt werden, dass dieses Protein in
Gegenwart millimolarer Konzentrationen von ATP ebenfalls nicht mehr eingefangen wird.
Das betreffende Protein konnte als Glutaminsynthetase identifiziert werden (GInA,
Heinrikson und Kingdon, 1971). Die oben beschriebenen Beobachtungen kdnnen alle damit
erklart werden, dass die Glutaminsynthetase neben ATP auch SAH bindet, da beide
Verbindungen einen Adenosylrest aufweisen. In Abschnitt 3.4.5 konnte gezeigt werden, dass
die Glutaminsynthetase mit B2-N6-SAH-Fangpartikeln nur dann gut eingefangen werden
kann, wenn die anderen spezifisch bindenden Proteine nicht die Kapazititsgrenze der
Fangpartikel iiberschreiten (vgl. Abb. 51). Neben der Glutaminsynthetase konnte noch zwei
weitere ATP-abhingige Proteine eingefangen werden, die 19 kDa grofle Protease HslV
(Bochtler et al., 2000) und das 69 kDa groBle Chaperon Protein DnaK, welches auch als
Hsp70 bekannt ist (Pellecchia et al., 2000).

Eine weitere Bande konnte als die 79 kDa gro3e rRNA-Guanin-N2-MTase RImL identifiziert
werden, welche G2445 in der 23S rRNA methyliert (Lesnyak et al., 2006). Die betreffende
Bande trat jedoch immer nur sehr schwach auf.

Durch massenspektrometrische Untersuchung von Proteinen aus ausgeschnittenen Gelbanden
konnten somit fiinf spezifisch an die Selektivitdtsfunktion SAH bindende Proteine identifiziert
werden. Das sind aber nur 8 % der theoretisch zu erwartenden Proteine (62). Ein Grund
hierfiir besteht in der relativ geringen Empfindlichkeit der angewandten Analytik, die
besonders dadurch bedingt ist, dass eine massenspektrometrische Untersuchung von
Proteinen, nach vorangegangener gelelektrophoretischer Trennung mit nachfolgender
Silberfarbung sehr erschwert ist. Diese Vorgehensweise hat aulerdem den Nachteil, dass die
fiir die Massenspektrometrie erforderliche Aufarbeitung der Proben sehr aufwendig ist und
dass immer nur ein einzelnes Protein untersucht werden kann. Deshalb ist solchen
Vorgehensweisen Vorzug zu geben, bei denen die Gesamtheit der isolierten Proteine ohne

vorherige gelelektrophoretische Trennung analysiert wird. Dank der groB3en Fortschritte im
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Bereich massenspektrometrischer Analytik komplexer Proteingemische ist dies mittlerweile

durchaus moglich (z.B. Corbin et al., 2003).

Tab. 3: Methylom von E. coli (+ MTA/SAH Nucleosidase). Proteine, die durch die
CCMS Technologie identifiziert wurden, sind grun hinterlegt. Die letzten 16 aufgefihrten
Proteine sind bislang noch nicht eindeutig als MTasen identifiziert, gelten aber aufgrund von
Sequenzhomologien als mutmalRliche MTasen. In der Tabelle werden folgende Abkirzungen
benutzt: cmo5U: 5-Carboxymethoxyuridin, ho5U: 5-Hydroxyuridin, mnm5s2U: 5-
Methylaminomethyl-2-thiouridin, cmnm5s2U:  5-Carboxymethylaminomethyl-2-thiouridin,
mo5U: 5-Methoxyuridin, DMKH2: Demethyl Menaquinon, MTA: 5'-Methylthioadenosin,
DDMQH2: 2-Polyprenyl-6-methoxy-1,4-benzoquinol, DMQH2: 2-Polyprenyl-3-methyl-6-
methoxy-1,4-benzoquinol, DHHB: 3,4-Dihydroxy-5-hexaprenyl-benzoat, m1G: N1-
Methylguanosin, Gm: Methylguanosin (methyliert am Ribosylteil), Cm: Methylcytosin
(methyliert am Ribosylteil), m5U: C5-Methyluridin, m3U: N3-Methyluridin, Um: Methyluridin
(methyliert am Ribosylteil), m6A: N6-Methyladenosin, m2G: N2-Methylguanosin, m3¥: N3-

Methylpseudouridin, m5C: C5-Methylcytosin, m2A: C2-Methyladenosin, m7G: N7-
Methylguanosin, m4C: N4-Methylcytosin, Hcy: L-Homocystein.

Nr. |Name [Gen Substrat / Produkt |Funktion bzw. vermutete Funktion Literatur

1 Dam b3387 [DNA (m6A) methyliert GA*TC (A* in N6 Position), Steuerung der DNA Replikation und Reparatur Geier & Modrich, 1979

2 [Dcm b1961 |DNA (m5C) methyliert CC*WGG (C* C5 Position), beteiligt an Steuerung der DNA Reparatur Bhagwat et al., 1986

3 [HsdM |b4349 [DNA (m6A) MTaseeinheit des R-M Komplexes EcoKI Sain und Murray, 1980

4 |YhdJ |b3262 [DNA (m6A) mutmaRliche DNA (m6A) MTase, analog zu Broadbent et al., 2007

5 |[CheR |b1884 [Protein (Glu) methyliert MCPs (methyl accepting chemotaxis prot.), erméglicht Adaption bei Chemotaxis Springer & Coshland, 1977
6 |Pcm b2743 |Protein (isoAsp) L-Isoaspartylreste beschadigter Proteine an der Carboxylgruppe Fuetal., 1999

7 |PrmA |b3259 [Protein (Lys, Ala) [Trimethylierung von Ala1, Lys3 und Lys39 des Proteins L11 (50S Untereinheit, Ribosom) Vanet et al., 1994

8 |PrmB_|b2330 [Protein (Gln) Methylierung von GIn150 des Proteins L3 (50S Untereinheit, Ribosom) Colson et al., 1979

9 [PrmC |b1212 [Protein (GlIn) Methylierung der ribosomalen Terminierungsfaktoren RF1 (GIn235) und RF2 (GIn252) Heurgue-Hamard et. al., 2002
10 [HofD |b3335 |Peptide spaltet bestimmte Leaderpeptide ab und methyliert sie N-terminal Whitchurch & Mattick, 1994
11 _[CmoA [b1870 [tRNA (mcmo5U) methyliert 5-Carboxymethoxyuridin (cmo5U) oder 5-Methoxyuridin (mo5U) in tRNA (U34) Lim et al., 2001

12 |CmoB |b1871 [tRNA (mo5U) methyliert 5-Hydroxyuridin (ho5U) zu 5-Methoxyuridin (mo5U) in tRNA (U34) Nasvall et al., 2004

13 |MnmC |b2324 [tRNA (mnm5s2U) [Synthese von 5-Methylaminomethyl-2-thiouridin (mnm5s2U) in tRNA, MTase und Reduktase |Buijnicki et al., 2004

14 [RImAI |b1822 [rRNA (m1G) methyliert 23S rRNA G745 in N1-Position Gustafsson & Persson 1998
15 |RImB |b4180 [rRNA (Gm) methyliert 23S rRNA G2251 mehrfach an der Riboseeinheit Michel et al., 2002

16 _|RumB_ |b0859 [rRNA (m5U) methyliert 23S rRNA U747 in C5-Position Madsen et al., 2003

17 |RumA |b2785 [rRNA (m5U) methyliert 23S rRNA U1939 in C5-Position Lee et al., 2004

18 |RrmJ  |b3179 [rRNA (Um) methyliert 23S rRNA U2552 in an der Riboseeinheit (in 2'Position) Caldas et al., 2000

19 [RImF [b0807 |rRNA (m6A) methyliert 23S rRNA A1618 in N6-Position Sergiev et al., 2008

20 |RImG_|b3084 [rRNA (m2G) methyliert 23S rRNA G1835 in N2-Position Sergiev et al., 2006

21 |RImH |b0636 [rRNA (m3Y¥) methyliert 23S rRNA W1915 in N3-Position Purta et al., 2008

22 [RIml b0967 [rRNA (m5C) methyliert 23S rRNA C1962 in C5-Position Purta et al., 2008

23 [RImL [b0948 [rRNA (m2G) methyliert 23S rRNA G2445 in N2-Position Lesnyak et al., 2006

24 |RsmA |b0051 [rRNA (m6A, m2A) [methyliert 16S rRNA A1518 und A1519 in N6-Position und C2-Position O’Farrell et al., 2004

25 |RsmB_|b3289 [rRNA (m5C) methyliert 16S rRNA C967 in C5-Position Gu et al,, 1999

26 |[RsmC |b4371 [rRNA (m2G) methyliert 16S rRNA G1207 in N2-Position Tscherne et al., 1999

27 |RsmD |b3465 [rRNA (m2G) methyliert 16S rRNA G966 in N2-Position Lesnyak et al., 2007

28 |[RsmE |b2946 [rRNA (m3U) methyliert 16S rRNA U1498 in N3-Position Basturea et al., 2006

29 |[RsmF |b1835 [rRNA (m5C) methyliert 16S rRNA C1407 in C5-Position Andersen & Douthwaite, 2006
30 |RsmH [b0082 [rRNA (m4C) methyliert 16S rRNA C1402 in N4-Position Carrion et al., 1999

31 |RsmL |b3146 [rRNA(Cm) methyliert 16S rRNA C1402 an der Riboseeinheit (in 2'Position) Kimura & Suzuki, 2001

32 [RsmG |b3740 ([rRNA (m7G) methyliert 16S rRNA G527 in N7-Position Romanowski et al., 2002
33 |TrmA |b3965 [tRNA (m5U) methyliert U54 in allen tRNAs in C5-Position Gu et al., 1994

34 |TrmB _ |b2960 [tRNA (m7G) methyliert G46 mindestens bei Met tRNAs in N7-Position De Bie et al., 2002

35 |TrmD |b2607 [RNA (m1G) methyliert G37 bei Leu tRNA in N1-Position Elkins et al., 2003

36 |TrmH |b3651 [tRNA (Gm) methyliert G18 zu 2'-O-Methylguanosin (2'Positoin an der Riboseeinheit) bei versch. tRNAs Persson et al., 1997

37 |TrmJ  |b2532 [tRNA (Gm) methyliert bei Ser1 tRNA C32 und bei GIn2 tRNA U32 an der Riboseeinheit (in 2'Position) Purta et al., 2006

38 |Cfa b1661 [unges. Fettsduren |Bildung von Zyklopropangruppen aus Doppelbindungen in ungesattigten Fettsduren Iwig et al., 2004

39 |CysG |b3368 [Uroporphyrin Ill methyliert Uroporphyrin |ll an C2 und C7, hat Dehydrogenase- und Ferrochelat; ktivitat Warren et al., 1994

40 [MetH [b4019 |Homocystein methyliert Hcy zu Met (Kofaktoren Methyl-cobalamin und Methyltretrahydrofolat) Goulding et al., 1997

41 |MmuM |b0261 [Homocystein methyliert Hcy zu Met (SAM oder S-Methylmethionin als Kofaktor) Thanbichler et al., 1999

42 |Tam b1519 [trans-Aconitat methyliert trans-Aconitat zu (E)-3-(Methoxycarbonyl)pent-2-enedioat Cai & Clarke, 1999

43 |UbiE  [b3833 |DMKH2, DDMQH2 |methyliert DMKH2 zu Menaquinon und DDMQH2 zu DMQH2 Lee etal., 1997

44 |UbiG  |b2232 [DHHB methyliert 3-Demethylubiquinon-9 (DHHB) zu Ubiquinon-9 Leppik et al., 1976

45 |MtnN_ [b0159 |SAH/MTA 5'-Methylthioadenosin/SAH Nucleosidase, keine MTase aber bindet SAH Della Ragione et al., 1985
46 |YfiF b2581 [RNA (Ribose) ? mutmaRliche 2'-O-Ribose MTase fiir RNA (Ahnlichkeit zu RImB und TrmH) Butland et al., 2005

47 |YgdE |b2806 |RNA an Ribose ? |mutmaRliche 2'-O-Ribose MTase fiir RNA (Ahnlichkeit zu RrmJ) Bujnicki & Rychlewski, 2000
48 [YibK [b3606 [RNA an Ribose ? [mutmaRliche 2'-O-Ribose MTase fiir RNA (Ahnlichkeit zu TrmH) Koonin & Rudd, 1993

49 |YjtD b4403 [RNA an Ribose ? [mutmaRliche 2'-O-Ribose MTase fiir RNA (Ahnlichkeit zu TrmH) Burland et al., 1995

50 [PppA |b2972 [Protein ? vermutlich Leaderpeptidase mit MTaseaktivitat, ahnelt PilD aus Vibrio spec. Francetic et al., 1998

51 [BioC  |b0777 [? beteiligt an Biotinsynthese

52 |TehB |b1430 (? vermittelt Tellurresistenz, zeigt Sequenzhomologie zu MTasen, bindet SAM Liu et al., 2000

53 |SmtA |b0921 |? ahnelt UbiG Yamanake et al., 1995

54 |YafE  [b0210 |(?) ahnelt UbiE

55 |YafS |b0213 [(?) ahnelt UbiE

56 [YbcY |b0562 [(?) leichte Ahnlichkeit zu O-MTasen

57 |YfiC b2575 |(?) leichte Ahnlichkeit zu RsmC

58 |YhiQ |b3497 [(?) Sequenz und Kristallstruktur weisen auf eine MTase hin Forouhar et al., pdb 2PGX
59 |YhiR |b3499 ((?) weist deutlich NBA MTasen Motive | und IV auf, kdnnte an DNA-Katabolismus beteiligt sein Finkel & Kolter, 2001

60 |YjhP_ |b4306 [(?) Kristallstruktur weist auf eine MTase hin Kuzin et al., pdb 1INKV

61 [YmfD |b1137 [(?) mutmaRliche MTase aufgrund konservierter Motive

62 [YnbC |b1410 [(?) mutmaRliche MTase aufgrund von Sequenzhomologien
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Von der caprotec™ bioanalytics GmbH wurden verschiedene Proben der mit SAH-
Fangverbindungen eingefangenen Proteine aus E. coli nach tryptischer Fragmentierung
massenspektrometrisch analysiert. Die tryptische Fragmentierung erfolgte dabei entweder
direkt bei den auf den Magnetpartikeln immobilisierten Proteinen oder nach vorheriger
Elution der Proteine von den Magnetpartikeln (mit Wasser/Acetonitril/TFA 69/30/1 (v/v)). Da
bei dieser Vorgehensweise im Gegensatz zu gelelektrophoretisch aufgetrennten Proben ein
verhdltnismdBig komplexes Proteingemisch analysiert wird, werden solche Proben als
»Komplexproben‘ bezeichnet.

Tab. 3 gibt einen Uberblick iiber die theoretisch zu erwartenden und iiber die mittlerweile mit
Hilfe von SAH-Fangverbindungen und anschlieBender MS-Analytik identifizierten SAH-
bindenden Proteine. Diejenigen Proteine, die spezifisch eingefangen und nachgewiesen
werden konnten, sind griin hinterlegt. Insgesamt wurden 29 der theoretisch zu erwartenden 62
Proteine nachgewiesen.

Um nun die Moglichkeiten, sowie die Vor- und Nachteile der neuen, auf trifunktionellen
Fangverbindungen beruhenden Methode zur Proteomanalyse abschédtzen zu konnen, ist ein
Vergleich mit anderen aktuellen Verfahren notig. Der bislang aufwendigste Ansatz zur
Erfassung des E. coli Proteoms basierte auf einer Kombination aus unterschiedlichen Protein-
und Peptidfraktionierungsmethoden, gefolgt von LC-MS/MS Analytik (Ishihama et al.,
2008). Unter den 1103 dabei identifizierten Proteine befanden sich auch 22 der in Tab. 3
aufgefithrten MTasen und die MTA/SAH Nucleosidase. 15 dieser Proteine konnten mit auch
Hilfe von SAH-Fangverbindungen isoliert werden. Dariiber hinaus wurden mit SAH-
Fangverbindungen aber noch 14 weitere MTasen -eingefangen, die bei dem
Gesamtproteomansatz nicht erfasst wurden. Dies verdeutlicht den Vorteil der Anreicherung
funktioneller Subproteome mit Hilfe der Fangverbindungen.

Ein weiterer Ansatz zur moglichst umfassenden Identifizierung des E. coli Proteoms beruht
auf einer Kombination von 2D-Gelelektrophorese und anschlieBender MS-Analytik. Eine
Zuordnung zwischen bestimmten spots auf einem 2D-Gel und dem daraus identifizierten
Protein ist mittlerweile unterschiedlichen Datenbanken zu entnehmen (z.B. SWISS-2D-
PAGE). Eine gute Zusammenfassung aller auf diese Weise identifizierten Proteine aus E. coli
wurde von Han und Lee 2006 verdffentlicht. Zum Zeitpunkt der Verodffentlichung umfasste
die Liste 714 Proteine, inklusive elf MTasen und die MTA/SAH Nucleosidase. Zehn dieser
Proteine konnten mit Hilfe der SAH-Fangverbindungen ebenfalls isoliert werden.

Da die zwei oben aufgefiihrten Verfahren zur Erfassung des E. coli Proteoms sehr aufwendig

sind, wird ebenfalls versucht Proteine aus nicht weiter fraktionierten Zelllysaten mittels LC-
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MS-Analytik nachzuweisen. Mit dieser als ,,Schrotschuss-Verfahren bezeichneten
Vorgehensweise konnen mittlerweile immerhin vier MTasen aus unfraktioniertem Zelllysat
von E. coli nachgewiesen werden (Lu et al., 2007).

Ein Vergleich zwischen den drei aufgefithrten Ansdtzen und der auf trifunktionellen
Fangverbindungen beruhenden Methodik ist natiirlich nur begrenzt moglich, da mit
Fangverbindungen funktionelle Subproteome isoliert werden konnen, wihrend die oben
genannten Methoden die Analyse des ganzen Proteoms zum Ziel haben. Mit trifunktionellen
Fangverbindungen kann immer nur ein bestimmter Ausschnitt des Proteoms untersucht
werden. Dieser scheinbare Nachteil stellt fiir sehr viele Anwendungen jedoch einen
unschitzbaren Vorteil dar, da diese Reduktion auf ein Subprotecom mit einem
Erkenntnisgewinn um die Funktion der betreffenden Proteine einhergeht.

Betrachtet man die Isolierung des Methyloms von E. coli als Primérziel, so erweist sich die
Kombination aus trifunktioneller Fangverbindung und MS-Analytik als die erfolgreichste
Technologie. Mit ihr konnten von den 62 potentiellen Zielproteinen 29 nachgewiesen werden,
wihrend mit eine Kombination aus unterschiedlichen Protein- und
Peptidfraktionierungsmethoden, gefolgt von LC-MS/MS Analytik nur 23 nachgewiesen
wurden, durch die Analyse von spots aus 2D-Gelen zwolf und mit der Schrotschussmethode
nur vier. Als ein weiterer groer Vorteil erweist sich der geringe materielle Aufwand, da die
mit Fangverbindungen isolierten Proteine dhnlich wie bei der Schrotschussmethode mit nur
wenigen MS-Messungen analysiert werden konnen, wéhrend bei den zwei anderen
Vorgehensweisen hunderte Messungen ndtig sind. Sehr wertvoll ist auflerdem die
Information, dass die eingefangenen Proteine die Selektivitdtsfunktion der verwendeten
Fangverbindung tatsdchlich spezifisch binden. Unter den mit SAH-Fangverbindungen
isolierten Proteinen befinden sich auch fiinf, bei denen eine MTase-Aktivitit bislang lediglich
vermutet wird. Die Tatsache, dass diese Proteine spezifisch an SAH binden macht eine

MTasen-Aktivitat nun sehr wahrscheinlich.
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3.5 Eukaryontische Zelllysate

Mittels trifunktioneller Fangverbindungen mit der Selektivititsfunktion SAH ist es gelungen
aus Zelllysaten von E. coli nahezu die Hélfte des Methyloms zu isolieren. Verglichen mit E.
coli stellt die Untersuchung eukaryontischer Proteome jedoch eine erheblich grofere
Herausforderung dar. In einigen Féllen hat dies rein praktische Griinde. So ist es z.B. sehr
aufwendig an eine brauchbare Menge von Nervengewebe aus Drosophila melanogaster zu
gelangen, wihrend E. coli ohne groferen Aufwand im kg-MaBstab kultiviert werden kann.
Eine weitere Schwierigkeit ergibt sich aus der Tatsache, dass eukaryontische Zellen deutlich
starker kompartimentiert sind und dass viele Proteine membranassoziiert, membrangebunden
oder gar als Transmembranproteine vorliegen. Membranen bilden z.B. den Zellkern, das
endoplasmatische Reticulum, die Mitochondrien und bei Pflanzen zusétzlich Chloroplasten
und Vakuolen. Hinzu kommen noch verschiedene visikuldre Systeme, wie z.B. Golgi-
Apparat, Lysosomen etc..

Ein wesentlicher Unterschied zwischen den Proteomen von Prokaryonten und Eukaryonten
betrifft deren Komplexitét. Besteht das Proteom von E. coli aus ca. 4400 unterschiedlichen
Proteinen, so umfasst das menschliche Proteom mindestens 20 000 Proteine (Clamp et al.,
2007) und ist damit ungefdhr fiinfmal komplexer als das Proteom von E. coli. Da viele
Proteine in unterschiedlichen Splei3varianten vorliegen konnen, ist der Unterschied
vermutlich sogar noch deutlich groBer. Dies hat nicht nur zur Folge, dass innerhalb einer
bestimmten Klasse von Proteinen bei Eukaryonten mit deutlich mehr Vertretern zu rechnen ist
als bei Prokaryonten, sondern dass fiir ein Experiment auch eine deutlich hohere Menge an
Ausgangsmaterial veranschlagt werden muss, damit von den einzelnen Proteinen eine
hinreichende Stoffmenge eingesetzt wird.

Bei E. coli konnte nachgewiesen werden, dass ein Grofteil der kodierenden Gene auch
transkribiert wird (Selinger et al., 2000). Bei hoheren Organismen mit differenzierten
Geweben kann natiirlich nicht mit einer zeitgleichen Transkription aller Gene gerechnet
werden.

Im Folgenden soll gezeigt werden, dass der Einsatz trifunktioneller Fangverbindungen zur
Isolierung funktioneller Subproteome auch bei eukaryontischen Zelllysaten durchaus moglich
ist, welche Probleme dabei entstehen konnen und welche Losungsansitze sich fiir diese
Probleme anbieten. Als Modellorganismen fiir Experimente mit Zelllysaten von Eukaryonten
dienten Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand), Glycine max (Soja), Nicotiana tabacum
(Tabak) und Sus scrofa domestica (Hausschwein).
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351 Einfluss des verwendeten Puffers auf die Spezifitat beim Einfangen

pflanzlicher Subproteome mit Fangpartikeln

Bereits beim Einfangen des Methyloms von E.coli hatte sich gezeigt, dass die
Pufferbedingungen einen wichtigen Einfluss auf Ausbeute und Sperzifitdt haben. Diese
Beobachtung wurde sogar noch ausgeprigter mit eukaryontischen Zelllysaten gemacht. Die

folgenden drei Gele fassen einige der wichtigsten dabei gemachten Beobachtungen

zusammen.
&
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Abb. 66: Einfangen des Methyloms von A. thaliana mit B2-N6-SAH-Fangpartikeln bei
unterschiedlichen Pufferbedingungen. Alle Ansatze enthielten 200 ug B2-N6-SAH-
Fangpartikel (bzw. B2-Fangpartikel bei den Kontrollansatzen), hatten ein Volumen von 100 pl
und einen Proteingehalt von ca. 2,5mg/ml (grob geschatzt auf Grundlage von
Erfahrungswerten aus anderen Experimenten). Die eingesetzten Zelllysate wurde jeweils
frisch unter Verwendung der verschiedenen Puffer hergestellt (vgl. Kapitel Material und
Methoden). Alle Ansatze wurden 1 h vorinkubiert und 25mal mit der Blitzlampe bestrahit
Folgende Puffer wurden verwendet: Puffer 1: HEPES (50 mM), EDTA (5 mM), EGTA
(5 mM), Na-Ascorbat (10 mM), Glycerin (20 %), pH 7,5; Puffer 2: HEPES (10 mM), Na-
Acetat (10 mM), MES (10 mM), EDTA (5 mM), EGTA (5 mM), Na-Ascorbat (10 mM),
Glycerin (20 %), pH 7,5; Puffer 3: HEPES (10 mM), Na-Acetat (10 mM), MES (10 mM),
EDTA (5 mM), EGTA (5 mM), Na-Ascorbat (10mM), Glycerin (10 %), pH 7,5; Puffer 4:
HEPES (10 mM), Na-Acetat (10 mM), MES (10 mM), MgCl, (10 mM), Na-Ascorbat (10 mM),
Glycerin (10 %), pH7,5. Die Analyse der Proben erfolgte durch SDS-PAGE und
anschlief3ende Silberfarbung.

Die wichtigste Erkenntnis betrifft dabei die Bedeutung von Mg>™ im Puffer. Das Gel in Abb.
66 ist das Resultat eines Experiments, bei dem mehrere unterschiedliche Puffer beim

Einfangen des Methyloms von A. thaliana verwendet wurden. Jedoch enthielt nur einer dieser
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Puffer freie Mg2+ Ionen. Es ist deutlich zu erkennen, dass mit den Puffern 1, 2 und 3 und B2-
N6-SAH-Fangpartikeln bzw. B2-Fangpartikeln eine sehr grole Menge Protein unspezifisch
eingefangen wurde (Spuren 3 bis 8). Vergleicht man das Bandenmuster dieser unspezifisch
eingefangenen Proteine mit dem Bandenmuster des eingesetzten Zelllysats (Spur 1), so fallt
auf, dass die Menge der unspezifisch eingefangenen Proteine nicht mit deren Haufigkeit im
Zelllysat korreliert. Die mit Sternchen markierten Proteine sind vermutlich die grof3e (55 kDa)
und die kleine (14 kDa) Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat-carboxylase (Rubisco,
Andrews und Lorimer, 1987). Dieses Enzym besteht in seiner aktiven Form aus acht gro3en
und acht kleinen Untereinheiten und katalysiert bei der Photosynthese den CO,-
Fixierungsschritt; die Ubertragung von CO, auf Ribulose-1,5-bisphosphat. In
photosynthetisch aktivem Pflanzengewebe macht dieses Enzym oft einen Grof3teil der
Trockenmasse aus. Trotzdem tritt die entsprechende Proteinbande bei den grofen Mengen
unspezifisch eingefangenen Proteins nur verhiltnismaBig schwach auf.

Alle getesteten Puffer enthalten relativ wenig Salze (50 — 70 mM), zwischen 10 und 20 %
Glycerin und haben einen pH Wert von 7,5. Da die getesteten Puffer sich sehr dhneln ist es
zundchst verwunderlich, dass mit Puffer 4 kaum Proteine unspezifisch eingefangen wurden.
(Spuren 9 und 10). Im Unterschied zu Puffer 3 enthélt Puffer 4 keine Chelatliganden, dafiir
jedoch 10 mM MgCl,. Bei Verwendung von Fangpartikeln in pflanzlichen Zelllysaten ist die
Verfligbarkeit von freiem Mg”" also von besonderer Wichtigkeit, wie die vorliegenden
Ergebnisse deutlich zeigen.

Allerdings ist die Reduktion unspezifischer Nebenreaktionen nur eine der Herausforderungen,
die sich beim Isolieren funktioneller Subproteome stellen. Hauptziel ist es Proteine spezifisch
einzufangen, was in diesem Experiment nicht gelungen ist. Der Grund hierfiir konnte die
relativ kleine Menge an pflanzlichem Zelllysat sein, die fiir dieses Experiment eingesetzt
wurde. Das Proteom von A. thaliana umfasst ca. 25500 Proteine (The Arabidopsis Genome
Initiative, 2000) und ist damit fast sechsmal komplexer als das Proteom von E. coli. Folglich
sollte die eingesetzte Proteinmenge auch sechsmal grofer sein als bei vergleichbaren
Experimenten mit E. coli-Zelllysat.

Fiir die im Folgenden aufgefiihrten Experimente wurden deutlich grof8ere Mengen Zelllysat

eingesetzt und die verwendeten Puffer enthielten keine Chelatliganden, sondern Mg”",
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Abb. 67: Einfangen des Methyloms von A. thaliana mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln bei
unterschiedlichen Pufferbedingungen. Alle Anséatze enthielten 200 pg B1-N6-SAH-
Fangpartikel (bzw. B1-Fangpartikel bei den Kontrollansatzen) und hatten ein Volumen von
300 pl. Folgende Puffer wurden verwendet: Puffer 5: HEPES (20 mM), KOAc (50 mM),
MgCl, (10 mM) Glycerin 10 %, pH 7,9 ; Puffer 6: MES (10 mM), NaOAc (10 mM), HEPES
(10 mM), MgCl, (10 mM), KOAc (10 mM), NaCl (3,8 mM), PMSF (0,1 mM) CHAPS (0,25 %)
Glycerin (10 %) pH 7,9; Puffer 7: MES (10 mM), NaOAc (10 mM), HEPES (10 mM), MgCl,
(10 mM), NaCl (150 mM), CHAPS (0,25 %), Glycerin (10 %) pH 7,5; Puffer 8: MES (10 mM),
NaOAc (10 mM), HEPES (10 mM), MgOAc (10 mM), B-Mercaptoethanol (10 mM), NaCl
(200 mM), PMSF (0,2 mM), Glycerin (10 %), pH 7,5. Die Zelllysate wurden mit
unterschiedlichen Puffern aus 1 g tiefgefrorenem Pflanzenmaterial pro Ansatz frisch
hergestellt und hatten eine Proteinkonzentration von ca. 10 mg/ml. Alle Proben wurden 16 h
vorinkubiert und 30mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Die Analyse der Proben erfolgte durch
SDS-PAGE und anschlielende Silberfarbung.

Abb. 67 zeigt das Ergebnis eines Experiments, bei dem vier weitere Puffer fiir das Herstellen
von A. thaliana Zelllysaten und das anschlieBende Isolieren des Methyloms mit B1-N6-SAH-
Fangpartikeln verwendet wurden. Bei diesem Experiment wurden im Vergleich zu allen
bislang aufgefiihrten Experimenten auch sehr grofle Proteinmengen eingesetzt (ca. 2 mg pro
Ansatz).

Es ist deutlich zu erkennen, dass mit den unterschiedlichen Puffern auch sehr unterschiedliche
Ergebnisse erzielt wurden. Mit Puffer 5, der dem E. coli-Einfangpuffer entspricht, wurden
zwar einige Proteine spezifisch, jedoch auch viele Proteine unspezifische eingefangen (Spuren
2 und 3). Mit Puffer 8 wurden im Vergleich zwar weniger Proteine unspezifisch, aber es
wurden auch weniger Proteine spezifisch eingefangen (Spuren 8 und 9). Deutlich bessere

Ergebnisse wurden mit den Puffern 6 und 7 erzielt, wobei mit Puffer 7 am meisten Proteine
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spezifisch eingefangen wurden, allerdings um den Preis, dass im Vergleich zu Puffer 6 auch
etwas mehr Proteine unspezifisch eingefangen wurden (Spuren 4 — 7).

Eine eindeutige Interpretation der vorliegenden Ergebnisse ist wegen der grofen
Unterschiedlichkeit der getesteten Puffer kaum moglich, aber einige wichtige Tendenzen sind
trotzdem zu erkennen. So dhneln sich Puffer 7 und Puffer 8. Ein wichtiger Unterschied ist
jedoch die Anwesenheit des Detergenzes 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-
propansulfonat (CHAPS) in Puffer 7. Es ist also anzunehmen, dass CHAPS die Ausbeute an
spezifisch eingefangenem Protein beim Arbeiten mit pflanzlichen Zelllysaten erhoht. An
dieser Stelle sei auBerdem erwihnt, dass bei diesem Experiment die der Photoverkniipfung
vorangehende Vorinkubation der Proben iiber Nacht erfolgte und die Ansédtze ohne Detergenz
zum Zeitpunkt der Bestrahlung schon deutlich getriibt waren. CHAPS trédgt bei pflanzlichen
Zelllysaten also deutlich zu einer Stabilisierung der Proteine bei. Allerdings kann
unspezifisches Einfangen von Proteinen nicht mit deren Ausfallen erkldrt werden, da die
Ansitze mit Puffer 8 zwar trilbbe waren, aber nur wenige Proteine unspezifisch eingefangen
wurden.

Der Einfluss der NaCl-Konzentration im Puffer ist ebenfalls nicht einfach zu beschreiben. Die
NaCl-Konzentration stellt den wichtigsten Unterschied zwischen Puffer 6 und Puffer 7 dar,
die sich ansonsten stark dhneln. Die deutlich unterschiedlichen Ergebnisse (vgl. Spuren 4 — 7)
legen den Schluss nahe, dass die NaCl-Konzentration einen Einfluss auf Ausbeute und
Spezifitit hat, dass dieser aber nicht alle Proteine gleichermaBlen betrifft. Eine generelle
Aussage, ob viel NaCl nun ,,gut oder ,schlecht ist, kann bislang aber nicht getroffen
werden. Mit M.Taql konnte jedoch gezeigt werden, dass 250 mM NaCl die Spezifitdt bei
Verwendung von B1-N6-SAH-Fangpartikeln deutlich erhoht. Allerdings sinkt oberhalb von
200 mM NacCl die Ausbeute wieder (in dieser Arbeit nicht aufgefiihrt).

AbschlieBend soll noch ein Experiment aufgefiihrt sein, welches die Bedeutung des

Gelfiltrationsschritts wahrend der Herstellung der Zelllysate verdeutlicht.

139



Ergebnisse und Diskussion

ohne vorherige
Gelfiltration
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Abb. 68: Einfangen des Methyloms von A. thaliana mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln bei
unterschiedlichen Bedingungen. Alle Anséatze enthielten 400 ug B1-N6-SAH-Fangpartikel,
hatten ein Volumen von 2 ml und einen Proteingehalt von 4 mg/ml. Die Kontrollansatze
enthielten zusatzlich SAH (5 mM). Dabei wurde folgender Puffer verwendet: MES (10 mM),
NaOAc (10 mM), HEPES (10 mM), MgCl, (10 mM), NaCl (150 mM) CHAPS (0,25 %)
Glycerin (10 %) B-Mercaptoethanol (5 mM), PMSF (0,2 mM), cOmplete Mini Protease
Inhibitor Cocktail Tab. EDTA-free (1 Tab./10 ml), pH 7,5. Die Zelllysate wurden fiir dieses
Experiment frisch hergestellt und nicht zwischenzeitlich bei -80°C gelagert. Ein Teil des
verwendeten Zelllysats wurde eingesetzt, ohne zuvor einem Gelfiltrationsschritt mittels
Zeba™ Desalt Column unterzogen worden zu sein. Alle Ansatze wurden 3 h vorinkubiert und
40mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Fir die Analyse der Probe durch SDS-PAGE mit
anschlief3ender Silberfarbung wurden von jedem Ansatz 50 % der Magnetpartikel verwendet.
Erklarungen zu den mit Sternchen oder Pfeil markierten Banden finden sich im Text.

In Abb. 68 ist das Ergebnis eines Experiments zu sehen, bei dem sehr groBBe Mengen an
Gesamtprotein eingesetzt wurden (8 mg pro Ansatz). Dabei wurde ein Teil des eingesetzten
Zelllysats wihrend seiner Herstellung nicht einem Gelfiltrationsschritt unterzogen. Dies hatte
zur Folge, dass mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln aus diesem Lysat kaum Proteine isoliert
wurden, weder spezifisch, noch unspezifisch (Spuren 7 und 8). Aus Zelllysat, bei dessen
Herstellung ein Gelfiltrationsschritt erfolgt war, konnten hingegen mehrere Proteine
spezifisch eingefangen werden, wenngleich auch eine geringe Menge an Protein unspezifisch
eingefangen wurde (Spuren 3 und 4). Eine der spezifischen Banden konnte als Caffeoyl-CoA-
O-Methyltrasferase identifiziert werden (blauer Pfeil). Die wahrscheinlichste Erkldrung fiir
diese Beobachtung ist die Tatsache, dass bei der Gelfiltration kleine Molekiile abgetrennt
werden, die beim Binden der Zielproteine an die Selektivitdtsfunktion der Fangverbindung als

Kompetitoren dienen. Mdoglich ist aber auch ein Quenchen der Photoreaktion durch
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Kleinmolekiile wie z.B. Thiole. Die geringere Menge an unspezifisch eingefangenem Protein
wiirde zu dieser Erkldrung passen.

In den Spuren 5 und 6 ist zu erkennen, welchen Einfluss die Anwesenheit von 5 mM ATP auf
das Ergebnis des Experiments hatte. Ahnlich wie beim Einfangen des Methyloms aus E. coli
fiihrte das ATP zu einer deutlichen Steigerung unspezifischer Nebenreaktionen. Besonders
die Rubisco ist hiervon betroffen (Sternchen). Die unspezifischen Banden sind im
vorliegenden Fall so stark ausgeprigt, dass praktisch keine spezifischen Banden mehr zu
erkennen sind. Bedenkt man, dass ATP mit Mg*" einen sehr stabilen Komplex bildet, so kann
die Beobachtung mit dem Fehlen von freiem Mg*" erklért werden. Diese Erklirung deckt sich
auch mit dem Befund, dass Puffer ohne Mg”" zu starken unspezifischen Nebenreaktionen
fiihren.

Die drei in diesem Abschnitt aufgefiihrten Experimente zeigen einige wichtige Aspekte, die
beriicksichtigt werden miissen, wenn Fangpartikel in Eukaryontenlysaten erfolgreich

eingesetzt werden sollen:

1. Die verwendeten Puffer miissen freies Mg®" in ausreichender Menge enthalten. Werden
iiber das Probenmaterial Chelatliganden eingeschleppt, ist dies bei der Pufferwahl zu
beriicksichtigen. Die in dieser Arbeit standardmiBig verwendete Mg”'-Konzentration von
10 mM hat sich bewéhrt, ist aber noch nicht optimiert.

2. Der Zusatz des Detergenz CHAPS bewirkte bei pflanzlichen Zelllysaten nicht nur eine
Erhohung der Ausbeute beim Einfangen von Proteinen mit Fangpartikeln, sondern reduzierte
auch merklich das Ausfallen von Proteinen. Auch fiir eine gute Handhabung der Fangpartikel
ist der Zusatz eines Detergenz wichtig. Eine CHAPS-Konzentration von 0,25 % (w/v) hat sich
bewihrt. Allerdings ist die CHAPS-Konzentration bislang nicht optimiert worden. Die
Verwendung anderer MS-kompatibler Detergenzien ist ebenfalls denkbar.

3. Eine geniigende Salzkonzentration (z.B. von NaCl) sollte im Puffer vorhanden sein. Das
Optimum scheint aber fiir individuelle Proteine unterschiedlich zu sein und muss im
Zweifelsfall experimentell bestimmt werden.

4. Ein Gelfiltrationsschritt ist bei der Herstellung von Zelllysaten duBlerst empfehlenswert.
Durch das Abtrennen von potentiellen Kompetitoren oder photochemischen Quenchern wird
die Ausbeute an spezifisch eingefangenem Protein erhoht. AuBlerdem werden dabei
ausgefallene Proteine, Zelltriimmer, Membranfragmente usw. weitestgehend abgetrennt, ein
Aspekt, der besonders bei der im nichsten Kapitel erwdhnten Herstellung von Zelllysaten aus
Schweinegeweben sehr niitzlich war. Am besten gelang dies mit Hilfe von ZEBA™ Desalt

Spin Columns (PIERCE)
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5. Da Eukaryontenproteome deutlich komplexer sind als bakterielle Proteome, muss auch
deutlich mehr Gesamtprotein fiir ein Experiment eingesetzt werden. Besonders wenn die
Zielproteine nur schwach expremiert werden, ist dies zu beriicksichtigen. Wenn Fangpartikel
statt in Losung befindliche Fangverbindungen verwendet werden, stellt eine Vergroferung
des Probenvolumens aber kein Problem dar.

6. Obwohl in dieser Arbeit nicht genauer darauf eingegangen wird, sei an dieser Stelle die
Verwendung von Proteaseinhibitoren empfohlen. Besonders bei ldngerer Vorinkubation der
Proben konnte ohne Proteaseinhibitoren ein Proteinabbau festgestellt werden. Als
Oxidationsschutz kann -Mercaptoethanol bis zu einer Konzentration von 5 mM zugegeben

werden, ohne dass dies die Photoverkniipfung wesentlich beeinflusst.

Auf Grundlage dieser Punkte wurde ein Puffer entworfen, der sowohl bei der Herstellung
eukaryontischer Zelllysate als auch bei den nachfolgenden Einfangexperimenten verwendet
wurde. Dieser Eukaryonten-Einfangpuffer setzt sich zusammen aus HEPES (10 mM), KOAc
(10 mM), MES (10 mM), MgCl, (10 mM), NaCl (150 mM), B-Mercaptoethanol (5 mM),
PMSF (0,2 mM), CHAPS (0,25 % w/) cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tab.
EDTA-free (1 Tab./10 ml) und Glycerin (10 % v/v), ber pH 7,5. Im Gegensatz zu
Experimenten mit E. coli-Zelllysaten, bei denen 100 pl grolen Ansédtzen typischerweise nur
10 pl des Zelllysats zugesetzt werden, ist bei Experimenten mit eukaryontischen Zelllysaten
der Lysatpuffer auch gleichzeitig der Einfangpuffer, da diese Zelllysate praktisch unverdiinnt

eingesetzt werden.

3.5.2 Einfangen des Methyloms von A. thaliana mit unterschiedlichen

Fangpartikeln

Bereits beim Einfangen des Methyloms aus E. coli mit unterschiedlichen Fangpartikeln hat
sich gezeigt, dass die Fangverbindung zur Herstellung der Fangpartikel einen gewissen
Einfluss auf das Ergebnis hat, wenngleich der Effekt nicht sonderlich groB ist (vgl. Abschnitt
3.3.18).
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Abb. 69: Einfangen des Methyloms aus A. thaliana mit unterschiedlichen Fangpartikeln.
Abweichend vom Standardverfahren wurden bei der Herstellung der Zelllysate PD-10
Columns (GE Healthcare) statt ZEBA™ Desalt Spin Columns verwendet. Fiir jeden Ansatz
wurden 400 ug der entsprechenden Fangpartikel verwendet. Sechs der Kontrollansatze
enthielten zusatzlich SAH (5 mM). Das Ansatzvolumen betrug jeweils 2 ml mit einer
Proteinkonzentration von 1,7 mg/ml. Alle Ansatze wurden 2,5 h vorinkubiert und 50mal mit
der Blitzlampe bestrahlt. Fur die Analyse der Probe durch SDS-PAGE mit anschlieRender
Silberfarbung wurden von jedem Ansatz 50 % der Magnetpartikel verwendet.

In Abb. 69 ist das Ergebnis eines Experiments dargestellt, bei dem alle zu diesem Zeitpunkt
verfiigbaren SAH-Fangverbindungen und deren Fangverbindungsgrundgeriiste als
Fangpartikel immobilisiert zum Einfangen des Methyloms von A. thaliana verwendet wurden.
Dabei konnten unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden. Es wurden insgesamt nur wenige
Proteine unspezifisch eingefangen. (Der Kontrollansatz mit B1-Grundgeriist ist nicht
reprisentativ und dabei deshalb nicht zu beriicksichtigen. Bei dem Kontrollansatz mit P1-N6-
SAH-Fangpartikeln wurde eventuell der Zusatz von SAH vergessen, weshalb die Ergebnisse
dieser Fangpartikel im Folgenden auch nicht weiter diskutiert werden sollen.) Die Ausbeuten
an spezifisch eingefangenem Protein unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer Quantitit
deutlich. So wurde mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln deutlich weniger Protein spezifisch
eingefangen als mit B2-C8-SAH-Fangpartikeln (vgl. Spuren 2 und 13). Auch die Verteilung
des Bandenmusters unterscheidet sich zwischen den einzelnen Fangpartikeln etwas. So ist die
Doppelbande auf Hohe von 30 kDa bei B1-C8-SAH-Fangpartikeln und B2-C8-SAH-
Fangpartikeln starker ausgeprégt als bei B2-N6-SAH-Fangpartikeln (vgl. Spuren 8 und 13 mit
Spur 11). Mit B1-N6-SAH-lang-Fangpartikeln und mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln wurden
diese Proteine praktisch gar nicht eingefangen (Spuren 2 und 4). Es konnte sich hierbei um

Proteine handeln, die die Selektivititsfunktion SAH bevorzugt binden, wenn sie in C8-
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Position verkniipft ist. Bei den anderen spezifisch eingefangenen Proteinen ist dieser
Unterschied weniger stark ausgeprigt. Insgesamt hat sich in diesem Experiment die
Fangverbindung B2-C8-SAH fiir partikelgebundenes Einfangen des Methyloms aus A.
thaliana als die am besten geeignetste Fangverbindung erwiesen, wahrend die Ausbeute mit
B1-N6-SAH auffallend gering war. Allerdings wurden auch vergleichbare Experimente
durchgefiihrt, bei denen die Ausbeute mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln deutlich besser war.
Mittlerweile hat sich herausgestellt, dass bei der Herstellung pflanzlicher Zelllysate eine
Verwendung von PD-10 Columns statt ZEBA™ Desalt Spin Columns aus bislang noch nicht
geklirten Griinden zu geringeren Ausbeuten beim nachfolgenden Einfangen des Methyloms
fiihrt (personliche Mitteilung von Nicola Huck). Die in diesem Abschnitt aufgefiihrten

Ergebnisse sind also unter Umsténden unter nicht optimalen Bedingungen erhalten worden.

353 Pflanzliche Zelllysate aus Glycine max (Soja) und Nicotiana tabacum (Tabak)

Um zu Uberpriifen, ob das fiir A. thaliana entwickelte Protokoll zur Herstellung von
Zelllysaten fiir das Einfangen funktioneller Subproteome mit Fangpartikeln auch bei anderen
Pflanzen anwendbar ist, wurden die Methylome von Glycine max und Nicotiana tabacum mit

Hilfe von B1-N6-SAH-Fangpartikeln isoliert.

Standard-
bedingungen mit 5 mM ATP

Streptavidin Monomer

Abb. 70: Einfangen des Methyloms von Glycine max mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln. Fir
die Herstellung der Zelllysate wurde Blattmaterial junger Pflanzen verwendet (1 g pro
Ansatz). Jeder Ansatz enthielt 400 ug B1-N6-SAH-Fangpartikel und hatte ein Volumen von
2 ml. Die Kontrollansatze enthielten zusatzlich SAH (5 mM). Zwei der Ansatze enthielten
dariber hinaus noch ATP (5 mM). Alle Ansatze wurden 3 h vorinkubiert und 40mal mit der
Blitzlampe bestrahlt. Fir die Analyse der Probe durch SDS-PAGE mit anschlieRender
Silberfarbung wurden von jedem Ansatz 50 % der Magnetpartikel verwendet.
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Aus Abb. 70 ist ersichtlich, dass der verwendete Puffer und das angewandte Verfahren zur
Herstellung der Zelllysate aus Glycine max hervorragend geeignet ist, um aus dem Zelllysat
das Methylom mittels B1-N6-SAH-Fangpartikel zu isolieren. Dabei konnten 15 Proteine
spezifisch eingefangen werden (blaue Pfeile), vier davon sogar in ausgesprochen groflen
Mengen. Unspezifisch wurde lediglich ein einziges Protein eingefangen. In Anwesenheit von
ATP wurden hingegen grofle Mengen an Protein unspezifisch eingefangen, ein Befund, der

sich mit den bereits mit A. thaliana Zelllysat gemachten Beobachtungen deckt (vgl. Abb. 68).
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Abb. 71: Einfangen des Methyloms von Nicotiana tabacum mit B1-N6-SAH-
Fangpartikeln. FUr die Herstellung der Zelllysate wurde Blattmaterial einer alteren, kleinen,
leicht seneszenten Tabakpflanze verwendet (ca. 1 g pro Ansatz). Jeder Ansatz enthielt
400 ug B1-N6-SAH-Fangpartikel und hatte ein Volumen von 1,3 ml. Der Kontrollansatz
enthielt zusatzlich SAH (5 mM). Beide Ansatze wurden 1 h vorinkubiert und 30mal mit der
Blitzlampe bestrahlt Fir die Analyse der Probe durch SDS-PAGE mit anschlieRender
Silberfarbung wurden von jedem Ansatz 50 % der Magnetpartikel verwendet.

Auch aus Zelllysat von Nicotiana tabacum konnten Proteine spezifisch eingefangen werden
(Abb. 71), allerdings nur vier. Die im Vergleich zu Glycine max deutlich geringere Ausbeute
mag darauf zuriick zu fiihren sein, dass die verwendete Tabakpflanze schon recht alt war, nur
noch wenige Blatter besall und vermutlich kurz vor dem Absterben stand.

Die zwei aufgefiihrten Experimente legen aber den Schluss nahe, dass der verwendete

Eukaryonten-Einfangpuffer zumindest fiir pflanzliche Zelllysate gut geeignet ist.
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3.54 Einfangen des Methyloms von Sus scrofa domestica mit unterschiedlichen
Fangpartikeln

Eines der wichtigsten Anwendungsgebiete von trifunktionellen Fangverbindungen ist
sicherlich die Erforschung von Wirkungen und Nebenwirkungen bioaktiver Substanzen, die
als Medikamente eingesetzt werden sollen. Deshalb ist die Moglichkeit mit trifunktionellen
Fangverbindungen funktionelle Subproteome aus tierischen Zelllysaten isolieren zu kdnnen
von besonderer Bedeutung.

Als tierischen Modellorganismus wurde fiir die folgenden Experimente das Hausschwein Sus
scrofa domestica gewahlt, weil es mit dem Menschen genetisch eng verwandt ist und die
Beschaffung grofler Mengen Probematerial mit geringem finanziellem Aufwand méglich ist.
Fiir die Herstellung von Zelllysaten wurde dabei Material von der Leber verwendet, da dieses
Gewebe eine besonders vielfdltige Stoffwechselaktivitit zeigt und zudem eine relativ einfach
zu homogenisieren ist. Dabei wurde der Puffer verwendet, der sich bei den Arbeiten mit

pflanzlichen Zelllysaten am besten bewihrt hat.

Streptavidin Monomer

Abb. 72: Einfangen des Methyloms aus Schweineleberlysat mit unterschiedlichen
Fangpartikeln. Das Ansatzvolumen betrug jeweils 400 pl bei einem Proteingehalt 15 mg/ml.
Fir jeden Ansatz wurden 200 ug der jeweiligen Fangpartikel eingesetzt. Sechs der
Kontrollansatze enthielten zusatzlich SAH (5 mM). Die Vorinkubationszeit betrug 5 h, die
Proben wurden 33mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Nach dem Waschen der Partikel erfolgte
die Analyse der Proben durch SDS-PAGE und anschlieende Silberfarbung. Erklarungen zu
den mit Pfeilen markierten Banden finden sich im Text.
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Abb. 72 zeigt das Ergebnis eines Experiments, bei dem sdmtliche verfiigbaren SAH-
Fangverbindungen und die zugrundeliegenden Fangverbindungsgrundgeriiste als Fangpartikel
zum Einfangen des Methyloms von Sus scrofa domestica verwendet wurden. Dabei konnten
mindestens acht Proteine spezifisch eingefangen werden (in Spur 4 mit blauen Pfeilen
markiert). Allerdings waren Ausbeute und Spezifitdt bei den unterschiedlichen Fangpartikeln
nicht gleich. So wurden z.B. mit B1-N6-SAH-lang-Fangpartikeln besonders viele Proteine
spezifisch eingefangen (Spur 4). Mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln hingegen konnte von dem
spezifisch eingefangenen Protein der Grofle 25 kDa mehr isoliert werden als mit allen anderen
Fangpartikeln (Spur 2). Diese Befunde legen den Schluss nahe, dass eine einfache Aussage,
welche Fangverbindung ,,die Beste® ist, nicht ohne Weiteres getroffen werden kann. In
diesem Experiment konnte mit B2-C8-SAH-Fangpartikeln z.B. nur wenig Protein spezifisch
eingefangen werden (Spur 13). Abb. 69 zeigt jedoch ein vergleichbares Experiment mit
Zelllysaten aus A. thaliana, bei denen mit den gleichen Fangpartikeln mehr Protein spezifisch
eingefangen wurde als mit allen anderen Fangpartikeln.

Die bislang vorliegenden Ergebnisse legen insgesamt den Schluss nahe, dass es im Interesse
maximaler Ausbeuten an spezifisch eingefangenem Protein durchaus sinnvoll sein kann, in
Vorversuchen die optimale Fangverbindung fiir das jeweilige Zelllysat experimentell zu
ermitteln. Dabei ist jedoch damit zu rechnen, dass es keine Fangverbindung gibt, welche fiir
alle Zielproteine gleichermaBen ideal ist. Die Losung fiir dieses Problem konnte im Einsatz

eines Gemischs unterschiedlicher Fangpartikel liegen.

355 Nachweis differentieller Expression des Methyloms von Eukaryonten

Nachweis und Quantifizierung differentieller Expression sind bei sehr vielen eukaryontischen
Proteinen von ganz besonderer Bedeutung. Die verdnderten Expressionsmuster in Tumoren
sind nur ein Beispiel dafiir. Auch fiir das Verstindnis der Vorginge wihrend der
Embryonalentwicklung und Gewebedifferenzierung ist der Nachweis verdnderter
Expressionsmuster unverzichtbar. Die Verwendung von Fangpartikeln macht es mdglich,
Verdnderungen im Expressionsmuster funktioneller Subproteome gezielt nachzuweisen, wie
die im Folgenden aufgefiihrten Experimente zeigen sollen.

Als erstes Beispiel soll ein Experiment dienen, bei dem Zelllysate aus unterschiedlichen
Geweben von Sus scrofa domestica mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln untersucht wurden. Die

Zelllysate wurde dabei aus der Leber und dem Gehirn hergestellt.

147



Ergebnisse und Diskussion

Lysat aus Schweineleber , . Lysat aus Schweinehirn
\\.0@ &
o\e %V“
@/

Streptavidin
Monomer
v ~

Abb. 73: Einfangen des Methyloms aus Schweineleber und Schweinehirn mit B1-N6-
SAH-Fangpartikeln. Fir jeden der Ansatze wurden 2ml Zelllysat (aus 0,6g
Ausgangsmaterial) und 400 ug B1-N6-SAH- bzw. B1-Fangpartikel verwendet. Die Ansatze
wurden 16 h vorinkubiert und 60mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Nach dem Waschen der
Partikel erfolgte die Analyse der Proben durch SDS-PAGE und anschliefende Silberfarbung.
Erklarungen zu den mit Pfeilen markierten Banden finden sich im Text.

Wie zu erwarten, unterscheidet sich das Proteinbandenmuster von Leberlysat und Gehirnlysat
deutlich (in dem in Abb. 73 abgebildeten Gel wegen der grofBen Proteinmenge leider nicht gut
zu erkennen). Aber auch die Bandenmuster der eingefangenen Proteine unterscheiden sich,
sowohl bei den spezifisch eingefangenen als auch bei den unspezifisch eingefangenen
Proteinen. Von den zwei Proteinen im Bereich von 25 kDa, die aus Schweineleber in grof3en
Mengen isoliert werden konnten, ist in der entsprechenden Probe aus Schweinehirn von dem
kleineren Protein deutlich weniger und von dem gréBeren Protein fast gar nichts isoliert
worden, (vgl. Spuren 3 und 7, dunkelblaue Pfeile). Ein anderes Protein, welches aus
Schweinehirn isoliert werden konnte, fehlt hingegen in der entsprechenden Probe aus
Schweineleber (hellblaue Pfeile).

In einem anderen Experiment wurde untersucht, ob sich das Methylom von mit Phakopsora
pachyrhizi (Sojarost) infizierten Sojapflanzen von dem Methylom gesunder Pflanzen
unterscheidet. Dazu wurden Zelllysate aus den Bléttern von gesunden und infizierten
Sojapflanzen hergestellt. Aus diesen Zelllysaten wurde anschlieBend das Methylom mittels
B1-N6-SAH isoliert. Fiir alle Ansdtze wurde dabei die gleiche Gesamtproteinmenge

verwendet.
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Abb. 74: Einfangen des Methyloms von gesunden und parasitierten Sojapflanzen mit
B1-N6-SAH-Fangpartikeln. Die parasitierten Sojapflanzen wurden 48 h vor der Ernte des
Blattmaterials mit Uredosporen von Phakopsora pachyrhizi infiziert. Fur die
Einfangexperimente wurden jeweils 1,5 ml Zelllysat (Proteingehalt 20 mg/ml) und 1000 ug
B1-N6-SAH- bzw. B1-Fangpartikel eingesetzt. Die Proben wurden 3 h vorinkubiert und
33mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Fiur die Analyse der Probe durch SDS-PAGE mit
anschlielender Silberfarbung wurden von jedem Ansatz 50 % der Fangpartikel verwendet.
Erklarungen zu den mit Pfeilen markierten Banden finden sich im Text.

In Abb. 74 sind die aus gesunden und infizierten Sojapflanzen mit B1-N6-SAH-Fangpartikeln
eingefangenen Proteine direkt nebeneinander zu sehen (Spuren 4 und 5). Bei diesem
Experiment wurden trotz der groflen eingesetzten Gesamtproteinmenge (30 mg pro Ansatz)
kaum Proteine unspezifisch eingefangen (rote Doppelpfeile), jedoch wurden sehr viele
Proteine spezifisch eingefangen. Einige der spezifisch eingefangenen Proteine konnten aus
den unterschiedlichen Zelllysaten in gleichen Mengen isoliert werden (dunkelblaue
Doppelpfeile). Es gibt jedoch auch einige Proteine, die aus den Zelllysaten infizierter
Pflanzen in groBeren Mengen isoliert wurden (hellblaue Doppelpfeile).

Das vorliegende Experiment hat gezeigt, dass pathogenbedingte Verdnderungen im Methylom
eines bestimmten eukaryontischen Gewebes mit trifunktionellen Fangverbindung und
einfacher Analytik durch 1D-Gelelektrophorese nachgewiesen werden kdnnen. Allerdings ist
dabei sicherlich nicht das gesamte Methylom erfasst worden. Auch ist auf Grundlage der

vorliegenden Gels nur eine sehr grobe Quantifizierung moglich. Durch eine hochauflésende
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2D-Gelelektrophorese konnten wahrscheinlich deutlich mehr Proteine nachgewiesen werden.
Mit entsprechenden linearen Farbetechniken wire auch eine bessere Quantifizierung moglich.
Die Technik der Zukunft ist hier jedoch die MS-Analytik. Durch LC-MS-Analytik tryptisch
fragmentierter Proteingemische konnen die in verschiedenen Proben enthaltenen
Proteinmengen verglichen werden (z.B. durch einen Vergleich der Anzahl tryptischer
Fragmente, die von einem bestimmten Protein identifiziert werden). Wird von einem
bestimmten Protein ein isotopenmarkiertes, synthetisches Peptid als interner Standard
mitgefiihrt oder werden die beiden Proben unterschiedlich isotopenmarkiert, so ist sogar eine
sehr exakte absolute bzw. relative Quantifizierung der betreffenden Proteine moglich.

Die aufgefiihrten Ergebnisse haben gezeigt, dass mit trifunktionellen Fangverbindungen nicht
nur funktionelle Subproteome qualitativ isoliert werden kdnnen, sondern dass dabei durch den
Vergleich zweier Proben auch quantitative Informationen gewonnen werden konnen. Aus E.
coli konnte bislang bereits ca. die Hélfte des theoretisch vorhandenen Methyloms isoliert
werden.

Es ist nur noch eine Frage der Zeit, bis mit der sich schnell weiter entwickelnden MS-
Analytik auch sehr schwach expremierte Proteine nachgewiesen werden kdnnen. Die Analyse
eines vollstdndigen, zu einem bestimmten Kofaktor oder Substrat passenden funktionellen

Subproteoms eines Organismus wird dann in weniger als 24 h moglich sein.
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4 Zusammenfassung und Ausblick

Im Zuge dieser Arbeit wurde demonstriert, dass trifunktionelle Fangverbindungen fiir die
Untersuchung funktioneller Subproteome, kombiniert mit moderner MS-Analytik, ein neues
und leistungsfdahiges Werkzeug der Proteomik sind.

Zuerst wurden geeignete experimentelle Bedingungen etabliert, die es unter Verwendung von
Fangverbindungen mit der Selektivititsfunktion SAH ermdglichten, 13 aufgereinigte MTasen
von 14 getesteten MTasen spezifisch einzufangen. Dabei handelte es sich um DNA-, RNA-
und Protein-MTasen aus unterschiedlichen Organismen, was die breitgefdcherte
Anwendbarkeit dieser Technik zeigt. Ein zusitzlich entwickeltes, oberflichenbasiertes
Verfahren, bei dem die Fangverbindungen auf sogenannten Fangpartikeln immobilisiert
eingesetzt werden, ergidnzt und erweitert die Anwendungsmoglichkeiten der
Fangverbindungen erheblich (Abb. 75).

Die Isolierung des Methyloms aus Zelllysaten von E. coli stellte einen ersten Praxistest fiir die
neue Methode dar. Dabei konnten fast 50 % der theoretisch zu erwartenden MTasen
identifiziert werden. Eine solch hohe Abdeckung konnte bislang selbst in den aufwendigsten
massenspektrometrischen Studien nicht erreicht werden. Unter den eingefangenen Proteinen
waren auch flinf, bei denen eine MTase-Aktivitit bislang nur auf Grund von
Sequenzhomologien vermutet wurde.

Der Anwendungsbereich trifunktioneller Fangverbindungen beschrinkt sich aber nicht nur
auf  Prokaryonten.  Nach  Entwicklung  geeigneter = Probenvorbereitungs-  und
Pufferbedingungen konnten trifunktionelle Fangverbindungen dariiber hinaus auch in
Zelllysaten aus Pflanzen oder Sdugetieren eingesetzt werden. Besonders die Verwendung von
Fangpartikeln hat sich hierbei bewdhrt. Durch den direkten Vergleich verschiedener Proben
lieBen sich sogar differentielle Expressionsmuster nachweisen. Die Verwendung
trifunktioneller Fangverbindungen kann also auch quantitative Informationen liefern.

Obwohl MTasen eher schwach expremiert werden und nicht sehr stark an die
Selektivitdtsfunktion SAH binden, haben sich die ersten trifunktionellen Fangverbindungen
bei diesen nicht ganz einfachen Testobjekten gut bewéhrt. Das Potential dieser Technik ist
aber noch lange nicht ausgereizt. Neue Fangverbindungen mit verbesserten Reaktivitits-

funktionen und optimiertem Grundgeriist werden das Einfangen noch effizienter machen.
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trifunktionelle Fangverbindung
Reaktivitat

Isolieren

Selektivitat

Selektives Binden

& h Photoverknupfung .,

.\}\@ . Isolieren -=d

Kontrollansatze

(mit Kompetitor) ~

I

i |
Abb. 75: Trifunktionelle Fangverbindungen kdnnen sowohl frei in Losung (links), als
auch partikelgebunden, in Form sogenannter Fangpartikel (rechts) verwendet werden. In
beiden Fallen binden die Zielproteine zunachst spezifisch, aber nicht-kovalent an die
Selektivitdtsfunktion der Fangverbindung. Dann kommt es nach einer Photoaktivierung zur
Ausbildung einer kovalenten Verknupfung zwischen der Reaktivitatsfunktion der
Fangverbindung und dem Zielprotein. Am Ende erfolgt unter Ausnutzung der starken Biotin-
Streptavidin Wechselwirkung eine magnetbasierte Isolierung der eingefangenen Proteine.
Das abgebildete Gel zeigt das mit der Fangverbindung B1-N6-SAH aus Zelllysat isolierte
Methylom von E. coli. Kontrollansatze, die in Gegenwart eines groRen Uberschusses SAH
als Kompetitor durchgeflihrt wurden zeigen, dass besonders bei Verwendung von
Fangpartikeln eine sehr hohe Spezifitat erzielt werden kann.

Durch die Verwendung von unterschiedlichen Detektierfunktionen, wie z.B. Fluorophoren,
werden sich zusitzliche Anwendungsgebiete erschlieBen. Und da die Selektivitdtsfunktion
prinzipiell frei wiahlbar ist, sind die Anwendungsmoglichkeiten von dieser Seite aus betrachtet

fast unbegrenzt, was besonders fiir die pharmazeutische Industrie von besonderem Interesse
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sein sollte. Denn mit wenigen, kostengiinstigen Experimenten lassen sich jetzt nicht nur die
Zielproteine einer pharmakologisch aktiven Substanz ermitteln, sondern gleichzeitig auch
unerwiinschte, zu Nebenwirkungen fiihrende Wechselwirkungen analysieren.

Fiir biotechnologische Anwendungen konnten trifunktionelle Fangverbindungen in Zukunft
an Bedeutung gewinnen. Sie konnten nach Zufallsmutagenese zur Isolierung von besonders
gut an ein bestimmtes Substrat bindenden Enzymvarianten benutzt werden und z.B. in
Kombination mit der Phagen-Display-Technik eine gerichtete Evolution ermdglichen.

Aber auch in der Grundlagenforschung sollten trifunktionelle Fangverbindungen ein
niitzliches Werkzeug darstellen, da sie nicht nur zum funktionsbasierten Isolieren und
Identifizieren von Subproteomen benutzt werden konnen, sondern in gewissem Umfang auch
eine Quantifizierung der Proteine ermdglichen. Dies ist besonders fiir das Verstindnis

komplexer regulatorischer Mechanismen unabdingbar.
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5 Experimenteller Teil

5.1 Materialien

51.1 Gerate

Blitzlampe B1600

Blitzrohre AWFT14MMUV

caproBoxTM

Chromatographieschrank

Dampfsterilisator Varioklav

Digitalkamera PowerShot A410 (3,2 MPixel)
Gel iX Imager System (mit 8 bit CCD Kamera)
Gelkammer Mini Sub Gel GT

Geltrockner Gel Dryer Model 583

Heizblock HBT 130

Hochspannungsnetzgerit Power Pac 300
Hochspannungsnetzgerat Power Pac 3000
Hybridisierungsofen Mini 10

Inkubator Typ B6 (fiir Inkubation bei 37°C)
Kamera Polaroid MP4

Kiihlfalle RVT 100
Kolbenhub-Luftposterpipetten (Typ Pipetman P2, P10, P20,
P100, P200, P1000 und P5000)

Magnetriihrer Ikamag RET-G

Neodymmagnet (aus Festplatte, vermutlich N50)
Photometer UV-Visible-Spectrophotometer Cary 3E
pH-Glaselektrode GA Tinode

pH-Meter Calimatic 766 Knick

Polaroid-Film 6667

Reinstwasseranlage Milli-Q

Rotor JA-17

Rotor JS-4.3

Schiittel-Heizblock Thermomixer 5433

AlienBees

Paul C. Buff Inc.
caprotec bioanalytics
Nalge Nunc International
H + P Labortechnik
Canon

Intas

Bio-Rad

Bio-Rad

Hoefer Scientific Instr.
Bio-Rad

Bio-Rad
MWG-Biotech
Heraeus

Polariod

Savant

Gilson
Janke und Kunkel
Quantum
Varian
Gamma Analysen Technik
Gamma Analysen Technik
Polaroid
Millipore
Beckman
Beckman
Eppendorf
154



Experimenteller Teil

Schiittelinkubator innova 4330
Schiittelinkubator Typ 3031

Schiittler G 10 Gyratory Shaker

SDS-PAGE Minigelkammer Mini Protean 3 Cell
Sptilmaschine Mielabor G 7783
Tischzentrifuge 5415
Ultraschalldesintegrator Sonifier 250
UV-Transilluminator 312 nm
UV-Transilluminator Nu72
Vakuumfiltrationsaufsatz

Vakuumpumpe Rz5

Vakuumzentrifuge Speed Vac Plus SC 110A
Vortex-Genie2

Wasserentionisierungsanlage Elix 3
WeiBlichttransilluminator

Zentrifuge Avanti J-20

5.1.2 Verbrauchsmaterial

PP-Schraubverschlu8réhrchen (15 ml, 50 ml) konischer Boden
Centriprep YM-10

Coomassie Plus Bradford™ Assay Kit

Dynabeads® M-280 Streptavidin

Dynabeads® MyOne ™ Streptavidin C1

Dynabeads® MyOne "™ Streptavidin T1
Einwegkiivetten Plastibrand® (Polystyrol)
Jumbosep™ mit 10K Membran
Kunststoff-Kleinstreaktionsgefa3 (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)
NAP-5™ Siulen

Papier fiir Geltrocknung

PCR-Rohrchen 0,2 ml

PCR-R6hrchen 0,5 ml

PD-10 Desalting column

Petrischalen Plastibrand® (Polystyrol)

New Brunswick Scientific
Gesellschalft fiir
Labortechnik

New Brunswick Scientific
Bio-Rad

Miele

Eppendorf

Brason

Intas

Benda

H+P Labortechnik
Vakuubrand

Savant

Scientific Industrie
Millipore

Roth

Beckman

Greiner

Millipore

Pierce

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Brand

Pall

Eppendorf

Amersham Biosciences
Whatman

Eppendorf

Eppendorf

Amersham Biosciences

Greiner
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Pipettenspitzen (D10, D200, D1000, D5000)
Proteosilver™ Plus Silver Stain Kit

Rundfilter (0,22 pm)

SoftLink™ Soft Release Avidin Resin
Spritzenaufsatzfilter FP 30/0,2 CA-S (0,22 pm)
Precision Wipes (fusselfreie Papiertiicher)

Zeba™ Desalt Spin Columns, (0.5 ml, 2 ml oder 10 ml)

5.1.3 Chemikalien

Gilson

Sigma

Pall

Promega

Schleicher u. Schuell
Kimberley-Clark

Pierce

Technisches Ethanol wurde fiir die Herstellung der Coomassie Féarbe- und Entfarbelosungen

mit einem Rotationsverdampfer destilliert. Es wurde ausschlielich Wasser verwendet,

welches iiber eine Elix 3 Wasserentionisierungsanlage,

gefolgt von einer Milli-Q

Reinstwasseranlage gereinigt wurde (Milli-Q grade). Fiir alle anderen Arbeiten wurden die

folgenden Chemikalien der Reinheitsgrade p. a. bzw. puriss p. a. verwendet:

Acrylamid-Bisacrylamid-Losung (30 % w/v, 37,5:1)
Agarose (fiir die Elektrophorese)

Agarose (fiir Medien)

Ampicillin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)

-Mercaptoethanol

Borsaure

Bromphenolblau Natriumsalz

Calciumchlorid Dihydrat

CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonium]-1-
propansulfonat)

cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tab. EDTA-free
Coomassie Brilliant Blue R250

CTAB (N,N,N-Trimethylhexadecylammoniumbromid)
DDM (Dodecyl-p-D-maltosid)

DTT (1,4-Dithio-D,L-threitol)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure)

Essigsédure

Ethanol

Serva
Invitrogen
Serva
AppliChem
Serva
Serva
Gerbu
Serva

Fluka

Gerbu
Roche
Serva

Roth

Gerbu
Gerbu
Gerbu
Merck
Merck
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Ethidiumbromid

Glycerin (fiir die Lagerung von Enzymen bei -20°C)
Glycerin (fiir die Zellaufzucht)

Glycin

HABA/Avidin Reagent

Hefeextrakt (fiir die Zellaufzucht zur Enzympréparation)
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsdure)
Kaliumchlorid

Kaliumhydroxid

Magnesiumchlorid Hexahydrat

Magnesiumsulfat

MES (2-Morpholinoethansulfonséure)

Methanol

Methylenblau fiir die Mikroskopie

MOPS (3-Morpholinopropansulfonséure)
Natriumacetat Trihydrat

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Plasmid-DNA pBR322

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Polyethylenglycol 8000

SAH (S-Adenosyl-L-homocystein)

Salzsaure, 37 %

SAM (S-Adenosyl-L-methionin) Butandisulfonat
SDS (Natriumdodecylsulfat)

Sulfo-SBED Label Transfer Interaction Reagent
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin)
Tris-Base (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)
Tris-HCI (Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Hydrochlorid)
Triton X-100 (Polyethylen(9-10)-glycol-[p-
(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-phenyl]-ether)

Trypton (fir die Zellaufzucht zur Enzympriparation)
Az

6-BAz

Sigma
Sigma
Gerbu
Gerbu
Sigma
BD Biosciences
Gerbu
Merck
Roth

J.T. Baker
Fluka
Gerbu
Roth
Merck
Roth
Roth
Gerbu
J.T. Baker
New England Biolabs
Sigma
Fluka
Sigma
Merck
Knoll
Gerbu
Pierce
Acros
Gerbu
Gerbu

Sigma

BD Biosciences
Dr. Falk Schmidt
Dr. Falk Schmidt
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6-BdF1Az

BO

B1

B1-N6-SAH
B1-N6-SAH-lang
B1-C8-SAH

B2

B2-N6-SAH
B2-C8-SAH
P1-N6-SAH

14-TCGA (5'-CGGCATCGAGCGGC-3)
14+TCGA-Bio (5'-GCCGCTCGATGCCG-3'-Biotin)

5.14 Proteine, Bakterienstamme und Probenmaterialien

E. coli DH5a

E. coli BL21

E. coli ER2267/pAl
M.Taql

M.Hhal

EcoDam

M.Sssl

SspDam

Trm4

M.BcenlB
M.Mval

Trm1

Clr4

Dim5

M.BseCl

ErmC

Trml

R.Taql (20 U/ul)
A. thaliana

Nicotiana tabacum

Dr. Michael Hiiben
Sabrina Otto

Dr. Christian Dalhoff
Dr. Michael Hiiben
Dr. Michael Hiiben
Dr. Michael Hiiben
Dr. Christian Dalhoff
Dr. Michael Hiiben
Dr. Michael Hiiben
Samir Charrak

AK Weinhold

Invitrogen

Stratagen

New England Biolabs
Kerstin Glensk

Kerstin Glensk

Dr. Lilianna Wielitzek
Dr. Amélie J. Monami
Peter Poot

Dr. Mark Helen

Dr. Saulius Klimasauskas
Dr. Saulius Klimasauskas
Dr. Mark Helen

Dr. Wibke Peters

Dr. Wibke Peters

Dr. Mike Kokkinidis

Dr. Goran Pljevaljcic

Dr. Mark Helen

New England Biolabs
Sabine Gawlik

Dorothea Glowa
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Glycine max Marco Lohrer

Glycine max (infiziert mit Phakopsora pachyrhizi) Marco Lohrer

Sus scrofa (Leber und Gehirn) Metzgerei Schroeder

5.1.5 Puffer und Medien

LB-Medium Trypton (10 g/l), NaCl (10 g/l), Hefeextrakt (5 g/1), 20 min bei
121°C im Dampfsterilisator autoklaviert

LBA-Medium Trypton (10 g/l), NaCl (10 g/l), Hefeextrakt (5 g/1), 20 min bei
121°C im Dampfsterilisator autoklaviert und danach mit
Ampicillin (100 mg/1) versetzt

Festmedien LB-Medium oder LBA-Medium mit Agarose (1,5 %), 20 min
bei 121°C im Dampfsterilisator autoklaviert

TB-Medium Trypton (12 g/l), Hefeextrakt (24 g/1), Glycerin (0,4 % v/v),

5 x TBE-Puffer
0,5 x TBE-Puffer + EtBr

6 x Probenpuffer
4 x Trenngel-Puffer

4 x Sammelgel-Puffer

5 x SDS-PAGE-Laufpuffer
SDS-PAGE-Probenpuffer

Coomassie-Farbelosung

Coomassie-Entfarbelosung

KH,PO4 (17 mM), K;HPO4 (72 mM), 20 min bei 121°C im
Dampfsterilisator autoklaviert

Tris-Base (444 mM), Borsdure (444 mM), EDTA (10 mM)
Tris-Base (44,4 mM), Borsdure (44,4 mM), EDTA (1 mM),
Ethidiumbromid (0,5 mg/I)

Glycerin (67 % v/v), Bromphenolblau (1 mg/ml)

Tris-Base (1,5 M), SDS (0,4 %, w/v), pH 8,8 (mit HCI), tiber
0,22 um Filter filtriert

Tris-Base (0,5 M), SDS (0,4 %, w/v), pH 6,8 (mit HCI), tiber
0,22 um Filter filtriert

Tris-Base (125 mM), Glycin (1 M), SDS (0,5 %, w/v), pH 8,3
SDS (2,5 %, w/v), Glycerin (10 %, v/v), B-Mercaptoethanol
(320 mM), Tris-HCI (50 mM), Bromphenolblau (0,05 %, w/v),
pH 6,8

Coomassie Brilliant Blue R-250 (0,25 %, w/v), Ethanol

(40 %, v/v), Essigsdure (10 %, v/v)

Ethanol (8 %, v/v), Essigsdure (10 %, v/v)
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Enzymverdiinnungspuffer

E. coli-ZellaufschluBpuffer

E. coli-Einfangpuffer

5 x E. coli-Einfangpuffer

10 x E. coli-Einfangpuffer

Eukaryonten-Einfangpuffer

Waschpuffer 1

Waschpuffer 2

Ex-Vivo-SMILing-Puffer

NaCl (50 mM), KCI (50 mM), Tris-HCl (10 mM), KOAc
(10 mM), HEPES (10 mM), B-Mercaptoethanol (5 mM), EDTA
(1 mM), cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tab.
EDTA-free (1/3 Tab./ml), Glycerin (50% v/v), pH 7.5;
Anmerkung: Wurde zum Verdiinnen der bei -20°C gelagerten
Enzyme verwendet.

MES (6,7 mM), NaOAc 6,7 (mM), HEPES (6,7 mM), EDTA
(1 mM), B-Mercaptoethanol (10 mM), NaCl (200 mM), PMSF
(0,2 mM), Glycerin (10 % v/v), pH 7,5, iiber 0,22 pm Filter
filtriert

HEPES (20 mM), KOAc (50 mM), Mg(OAc), (10 mM),
Glycerin (10 % v/v), pH 7,9, iiber 0,22 pum Filter filtriert

HEPES (100 mM), KOAc (250 mM), Mg(OAc), (50 mM),
Glycerin (50 % v/v), pH 7,9

HEPES (200 mM), KOAc (500 mM), Mg(OAc), (100 mM),
pH 7.9, iiber 0,22 um Filter filtriert (Anmerkung: Dieser Puffer
enthélt kein Glycerin und wurde verwendet, wenn aus anderer
Quelle bereits mehr als 10 % Glycerin im Ansatz vorhanden
war.)

MES (10 mM), NaOAc (10 mM), HEPES (10 mM), MgCl,
(10 mM), NaCl (150 mM), CHAPS (0,25 %), Glycerin (10 %),
B-Mercaptoethanol (5 mM), PMSF (0,2 mM), cOmplete Mini
Protease Inhibitor Cocktail Tab. EDTA-free (1 Tab./10 ml),
pH 7.5, iiber 0,22 pum Filter filtriert

Tris-HCI (50 mM), NaCl (1 M), EDTA (1 mM), SAH
(100 uM), Octyl-B-D-glucopyranosid (0,05 % w/v), pH 7,5, liber
0,22 um Filter filtriert (Anmerkung: mittlerweile wird statt
Octyl-B-D-glucopyranosid 0,1 % CHAPS verwendet)
Ammoniumacetat (50 mM), Octyl-B-D-glucopyranosid (0,05 %
w/v), pH 7,5, iber 0,22 um Filter filtriert

Tris-OAc (20 mM), KOAc (50 mM), EDTA (1 mM), Triton X-
100 (0,01 % v/v), pH 5,95
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5.2 Allgemeine Methoden

521 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde in Mini Sub Gel GT Gelkammern mit dem
dazugehorigen Hochspannungsnetzteil Power Pac 300 durchgefiihrt. Zum Herstellen der
1 %igen Gele wurden 0,35 g Agarose in einem Erlenmeyerkolben (250 ml) mit 0,5 x TBE-
Puffer + EtBr (35 ml) versetzt und in einem handelsiiblichen Haushalts-Mikrowellenherd bis
zum Sieden erhitzt. Nachdem sich die Agarose unter vorsichtigem Schwenken vollstindig
geldst hatte, wurde nochmals bis zu Sieden erhitzt. Danach wurde die fliissige Mischung in
die vorbereitete, bereits mit einem Kamm versehene Gelkammer gegossen und bis zur
Verfestigung des Gels bei Raumtemperatur auf einer ebenen Fliche belassen. Nun wurden
Kamm und GieBhilfen entfernt und das Gel, sowie ca. 0,5 x TBE-Puffer + EtBr (1 1) auf 4°C
temperiert. Die Elektrophoreseapparatur wurde mit dem kalten 0,5 x TBE-Puffer + EtBr
befiillt, die vorbereiteten Proben (jeweils 10 ul Probe mit 2 pl 6 x Probenpuffer) in die
Geltaschen pipettiert und die Elektrophorese ohne weitere Kiihlung bei 66 V durchgefiihrt

(ca. 40 min).

5.2.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-PAGE wurde mit einer Mini Protean 3 Cell Elektrophoreseapparatur durchgefiihrt.
Zur Herstellung des Trenngels (2/3 des gesamten Gels) wurden 4 x Trenngel-Puffer
(1200 pl), H,O (1250 pl), Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (2500 pl), APS-Losung (50 pl,
10 % in H,O) und TEMED (2 pl) gemischt, in den aus zwei Glasplatten mit 1 mm Abstand
bestehenden Geltriger gefiillt und mit Isopropanol {iberschichtet. Nach ca. 30 min wurde das
Isopropanol durch Spiilen mit H,O entfernt und das Sammelgel (oberes Drittel des gesamten
Gels) gegossen. Hierzu wurden 4 x Sammelgel-Puffer (375 ul), H,O (860 pl),
Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (250 pl), APS-Losung (15 pl, 10 % in H>O) und TEMED
(1,5 pl) gemischt und in den Geltrdger gefiillt. Direkt im Anschluss daran wurde ein Kamm
zwischen die beiden Glasplatten geschoben. Nach ca. 30 min war die Polymerisation beendet
und die mit dem Gel gefiillten Glasplatten wurden in eine Gelkammer eingesetzt. Die
Gelkammer wurde mit eiskaltem SDS-PAGE-Laufpuffer gefiillt und das Gel mit den Proben
beschickt. Zuvor wurden die Proben mit SDS-PAGE-Probenpuffer (15 pl) versetzt (fliissige
Proben wurden 1:1 mit doppelt konzentriertem SDS-PAGE-Probenpuffer gemischt und mit
SDS-PAGE-Probenpuffer auf 15 pl aufgefiillt) gemischt, 5 min bei 95°C inkubiert und
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anschlieBend auf Eis gelagert. Nicht verwendete Geltaschen wurden mit SDS-PAGE-
Probenpuffer (15 pl) befiillt. Wéhrend der Elektrophorese bei konstanter Spannung (111 V)
wurde die Elektrophoresekammer mit Eiswasser gekiihlt.

Es wurden ausschlieBlich frisch hergestellte Gele verwendet. Die Geltrdger wurden vor
Gebrauch griindlich mit VE-Wasser gespiilt, unter flieBendem Milli-Q Wasser abgespiilt und
in einem 37°C Inkubator staubgeschiitzt luftgetrocknet.

5.2.3 Coomassie-Farbung

Zur Sichtbarmachung der -elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden die Gele
mindestens fiir 2 h (z.T. bis zu 2 d) unter leichtem Schiitteln mit Coomassie-Farbelosung
behandelt und anschlieBend in Coomassie-Entfarbelosung fiir 1-5h inkubiert. Zur
Dokumentation der Ergebnisse wurden die Gele mehrere Tage gewissert und anschlieBend

entweder direkt oder nach Trocknung mit einem Geltrockner digital photographiert.

524 Silberfarbung

Fiir die Silberfarbung von SDS-Gelen wurden die Gele iiber Nacht unter leichtem Schiitteln in
Fixierlosung (100 ml, Ethanol/Essigsdure/Wasser, 5/1/4, v/v/v) inkubiert. Danach wurden die
Gele mit ProteoSilver'™ Plus Silver Stain Kit (Sigma) gefirbt. Abweichend von der
Anleitung des Herstellers wurden von allen Losungen (auBer H,O) 50 ml statt 100 ml
verwendet und im Anschluss an den Sensibilisierungsschritt wurde ein zusétzlicher
Waschschritt mit HO durchgefiihrt.

Fiir die Dokumentation der Gele wurden diese unmittelbar nach dem Féarben auf einen
WeiBlichttransilluminator gelegt und mit einer Digitalkamera vom Typ PowerShot A410
(Canon) photographiert oder mit einem Photodokumentationssystem der Firma Intas
digitalisiert. AnschlieBend wurden die Gele mit einem Geltrockner (Gel Dryer Model 583,
Bio-Rad) auf Whatman-Papier getrocknet.

5.25 Photometrische Messungen

Alle photometrischen Messungen wurden mit einem Cary E3 UV-Vis Photospektrometer der
Firma Varian im Zweistrahlmodus durchgefiihrt. Die Spaltbreite des Gerdts war dabei so
eingestellt, dass 90 % der fiir die Messung verwendeten Lichtenergie auf einem 2 nm
Ausschnitt des Spektrums entfiel. Die Signalgldttungszeit betrug wéhrend aller Messungen 5 s
und die Messungen wurden bei 20°C durchgefiihrt.
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Fiir die Ermittlung der ODgo9 von Bakterienkulturen wurden Einwegkiivetten aus Polystyrol
verwendet. Alle anderen Messungen wurden in Quarzkiivetten durchgefiihrt. Die
Quarzkiivetten wurden in 10%igem H,0O, gelagert, vor Gebrauch mit Wasser gespiilt und in

einer Kiivettenschleuder getrocknet.

5.2.6 Protein-Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Fir die Konzentrationsbestimmung von Proteinen nach Bradford wurde das Coomassie
Protein Assay Reagent Kit verwendet. 1-10 pg Protein (mit H,O auf 100 pl aufgefiillt)
wurden in 1 cm Einwegkiivetten vorgelegt, mit Bradford-Reagenz (900 pl) versetzt, griindlich
durchmischt und 15 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die ODsos gegen eine
identisch behandelte, aber proteinfreie Losung als Blindwert gemessen. Die Berechnung der

Proteinmenge erfolgte anhand einer Eichkurve (erstellt mit Rinderserumalbumin).

5.2.7 Konzentrationsbestimmung bei Fangverbindungen

Die Konzentrationen der Fangverbindungen wurden iiber ihren Biotin-Rest bestimmt. Dazu
wurde das kommerziell erhéltliche HABA/Avidin Reagenz (Sigma) verwendet. Abweichend
von den Herstellerangaben wurde nur mit 1/10 des vorgeschlagenen Volumens gearbeitet.
Das Reagenz (90 pul) wurde in eine Quarzkiivette (70 ul) gefiillt und die ODsgy bestimmt (X).
Danach wurde die Losung in der Kiivette mit der zu untersuchenden Fangverbindung in
wassriger Losung (10 pl) gemischt und erneut die ODsgp bestimmt (Y). Die Fangverbindungs-
Konzentration wurde mit folgender Formel berechnet:

CFangverbindung (MM) =[Y — 0,9 x X]/ 3,4

Aliquots (100 nmol) der Fangverbindung wurden in Eppendorfgefilen (1,5 ml) mit einer
Vakuumzentrifuge getrocknet und danach bei -80°C gelagert. Zum Herstellen der typischen
Gebrauchslosungen mit 100 pM oder 1000 uM Fangverbindung wurden 1 ml bzw. 100 pul
Wasser zugegeben und die Fangverbindung darin geldst. Die Gebrauchslosungen wurden bei

-20°C gelagert.

5.2.8 Gelfiltration

Fiir die meisten Anwendungen wurden Zeba'™ Desalt Spin Columns (0,5 ml, 2 ml oder
10 ml) verwendet. Diese wurde vor Gebrauch mindestens sechsmal mit dem gewiinschten
Puffer gespiilt (Zugabe des Puffers mit einer Pipette, nachfolgend zweiminiitige
Zentrifugation bei 1000 g) und dann mit dem entsprechenden Puffer versetzt bei 4°C gelagert.

Erst unmittelbar vor Gebrauch wurde der Puffer durch Zentrifugation entfernt (2 min, 1000 g,
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4°C) und die Proben aufgetragen (100 ul bei den 0,5 ml Saulen, 700 ul bei den 2 ml Sdulen
und 4ml bei den 10 ml Sdulen). Unmittelbar danach erfolgte die Elution in frische
AuffangefiBle (2 ml Eppendorfgefifie fiir 0,5 ml Sédulen, 15 ml KunststoffgefaBle fiir 2 ml
Séulen und 50 ml KunststoffgefaBe fiir 10 ml Siulen) durch erneute Zentrifugation (2 min,
1000 g, 4°C).

Fir die Zentrifugation der 2ml und 10 ml Sdulen wurde ein JS-4.3 Ausschwenkrotor
verwendet, so dass auf die Orientierung der Sdulen nicht geachtet werden musste. Die 0,5 ml
Séulen wurden in Tischzentrifugen mit Festwinkelrotor zentrifugiert und die Sdulen wurden
immer mit der gleichen Orientierung in den Rotor gestellt.

Wihrend der Herstellung von Zelllysaten wurden teilweise auch NAP-5 und PD-10 Sdulen
verwendet. Die PD-10 Sédulen wurden bei 0°C exakt nach Herstellerangaben verwendet. Die
NAP-5 Sidulen wurden bei 4°C verwendet und vor dem Auftragen der Proben mit dem
gewiinschten Puffer (10 ml) gespiilt. Unmittelbar danach wurde die Probe (0,5 ml)
aufgetragen und nach dem vollstindigen Einsickern der Probe in das Sdulenmaterial mit dem
betreffenden Puffer (200 pl) nachgespiilt. Danach wurden die Proteine mit Puffer (650 ul)

eluiert.

5.3 Herstellung von Zelllysaten

531 Herstellung von Zelllysaten aus E. coli

Fiir die Herstellung des bei den meisten mit E. coli-Zelllysat durchgefiihrten Experimenten
verwendeten Lysats wurden LB-Medium (2 ml) in einem Reagenzglas direkt aus dem bei
-80°C (mit 50 % Glycerin) gelagerten Bestand angeimpft und 8 h unter Schiitteln (250 rpm)
bei 37°C inkubiert. Danach wurde LB-Medium (250 ml) in einem Schikanekolben (1 1) mit
dieser Vorkultur angeimpft und 12 h unter Schiitteln (166 rpm) bei 37°C inkubiert. Vier
Erlenmeyerkolben (5 1 ) mit LB-Medium (jeweils 1 1) wurden auf 37°C vortemperiert, mit der
Vorkultur angeimpft (jeweils 50 ml) und unter Schiitteln (166 rpm) bei 37°C inkubiert, bis
eine ODgyp von 0,8 erreicht war. Dann wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet
(30 min, 4200 rpm, 4°C). Hierfiir wurde ein Ausschwenkrotor vom Typ JS-4.3 mit vier
Zentrifugenbechern (700 ml) verwendet, so dass insgesamt vier Durchldufe nétig waren, um
das Zellmaterial zu ernten. Wéhrend der Zentrifugation wurde die Restmenge der Zellkulturen
weiter unter Schiitteln bei 37°C inkubiert. Am Ende wurden die in den vier
Zentrifugenbechern befindlichen Zellen in eiskaltem Wasser resuspendiert (jeweils in

100 ml), in einem der Zentrifugenbecher vereinigt und nochmals durch Zentrifugation
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pelletiert (30 min, 4200 rpm, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und das resultierende
frische Zellmaterial (ca. 25 g) bei -80°C gelagert.

Fiir den Zellaufschluss wurde das Zellmaterial auf Eis aufgetaut und in eiskaltem E. coli-
ZellaufschluBpuffer (100 ml) resuspendiert. Es wurden jeweils 40 ml dieser Suspension in
einem speziellen, mit vier Kiihlschleifen versehenen ZellaufschluBgefal mit einem Sonifier
250 Ultraschalldesintegrator behandelt (10 min, dutycycle 15 %, output control 10, mit groBer
Ultraschallspitze und bei Kiihlung durch Eiswasser). Danach wurden die Zelltriimmer mit
einem JA-17 Festwinkelrotor in SS-34 Zentrifugenrohrchen pelletiert (60 min, 35000 g, 4°C).
Die klaren Uberstinde wurden anschlieBend in zwei Jumbosep'™ Konzentratoren mit 10 K
Membranen durch Membran-Ultrafiltration aufkonzentriert (12 h, 500 g, 4°C, JS-4.3
Ausschwenkrotor).

Das aufkonzentrierte Zelllysat (17,5 ml) wurde einer Gelfiltration mit NAP-5 Séaulen
unterzogen. Hierbei wurden die Sdulen mit E. coli-ZellaufschluBBpuffer equillibriert, Zelllysat
(500 ul pro Saule) aufgetragen und mit E. coli-ZellaufschluBBpuffer (200 ul) nachgespiilt.
Danach wurden die Proteine mit E. coli-ZellauschluBBpuffer (650 pl) eluiert. (Anmerkung: Fiir
diesen Gelfitrationsschritt sollten keine PD-10 Siulen verwendet werden. Am giinstigsten
wire vermutlich die Verwendung von Zeba™ Desalt Spin Columns).

Nach der Gelfiltration wurde das resultierende Eluat (23 ml) mit E. coli-ZellaufschluBpuffer
verdiinnt (auf 60 ml) und mit einem Jumbosep™ Konzentrator mit 10 K Membran wieder
eingeengt (auf 11 ml, 12 h, 350 g, 4°C). Fiir die Lagerung bei -20°C wurde Glycerin (9 ml)
zugesetzt. Bis zu ihrer Verwendung wurden Zelllysate durchgéingig bei -20°C aufbewahrt
(und nicht zwischendurch zur Entnahme von Material auf Eis gelagert).

Alle verwendeten E. coli-Zelllysate wurden nach dem oben aufgefiihrtem Schema hergestellt.
Lediglich die verwendeten Mengen an Zellmaterial variierten. Die Volumina der Losungen
wihrend der einzelnen Arbeitsschritte wurden dem angepasst.

Einige E. coli-Zelllysate wurden aus E. coli Zellen hergestellt, die unter unterschiedlichen
Wachstumsbedingungen in TB-Medium angezogen wurden. Das Kulturvolumen betrug dabei
jeweils 11. Es wurden Erlenmeyerkolben (51) verwendet, die mit 200 rpm bei 37°C
geschiittelt wurden. Die Zellen zweier Ansétze (einer mit E. coli DH5a und einer mit E. coli
BL21) wurden in der logarithmischen Wachstumsphase bei einer ODgop von ca. 4 geerntet,
wiahrend die Zellen eines anderen E. coli DH5a-Ansatzes erst 12 h spéter bei einer ODgop von
ca. 30 geerntet wurden (stationdre Wachstumsphase). Ein weiterer, bei einer ODgyy von 4
geernteter E. coli DHSa-Ansatz wurde mit einem Stopfen verschlossen unter anaeroben

Bedingungen kultiviert.
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Vom M.Taqgl-expremierenden E. coli Stamm ER2267-pAl1 wurden 1 I-Kulturen in
Erlenmeyerkolben (5 1) bei 37°C unter Schiitteln (200 rpm) bis zu einer ODggo von 0,4 in
LBA-Medium inkubiert, dann mit 0,1 mM IPTG versetzt und bis zur Zellernte noch 30 min
weiter inkubiert.

Nach der Ernte der Zellen wurde auf eine durchgingige Kiihlung entweder durch Lagerung
auf Eis oder durch die Verwendung von auf 4°C temperierbaren Gerdten (Kiihlschrank oder
Zentrifuge) geachtet. Die verwendeten Gerdtschaften (z.B. Gelfiltrationssdulen,
Zentrifugenrdhrchen etc.) waren vorgekiihlt. Desweiteren galt der Vermeidung von
Luftblasen wéhrend der Aufarbeitung der Proben besonderes Augenmerk.

Schema 7 (siche unten) gibt einen schematischen Uberblick iiber die Herstellung von
Zelllysaten aus Prokaryonten. Da die verwendeten Gelfiltrationssdulen und Konzentratoren in
unterschiedlichen GroBen verfiigbar sind, konnen relativ flexibel kleinere oder groBere
Mengen Zelllysat hergestellt werden. Auch der zeitliche Ablauf ermdglicht eine gewisse
Flexibilitit, da das Aufkonzentrieren der Zelllysate durch Ultra-Membranfiltration
schwerefeldgetrieben in einer Zentrifuge erfolgt. Wenn die Zelllysatherstellung nach der
Zelloffnung nicht an einem Tag abgeschlossen wird, so kann das Aufkonzentrieren bei
niedrigen g-Werten {iber Nacht erfolgen.

Die in Schema 7 aufgefiihrte Vorgehensweise hat sich bewéhrt und liefert hochkonzentrierte

Zelllysate, die bei -20°C mehrere Jahre gelagert werden konnen.
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Zellkultur: Aus 1 g Zellmaterial lassen sich am Ende ca. 30 mg Protein gewinnen.

Zellernte durch Zentrifugation (30 min, 4200 g, 4°C im Ausschwenkrotor). Der Uber-
stand wird verworfen. Die Zellen werden noch einmal mit Wasser gewaschen
(resupendieren und erneut abzentrifugieren). Die Zellen kdnnen anschlielend bei
-20°C gelagert oder direkt weiterverarbeitet werden.

Resuspendieren des Zellpellets in eiskaltem E. coli-ZellaufschluRpuffer (4 ml pro
Gramm Zellmaterial). Haufiges Hoch- und Runterpipettieren mit einer 25 ml Einweg-
pipette mit einem Pileusball ist hierbei eine bewahrte Methode.

Zellaufschluf® mit Ultraschall (z.B. 40 ml Volumen, 15 min, output control 10, dutycycle
15 %, grolte Spitze mit einem Sonifier 250). Auf ausreichende Kuhlung (Gefal? mit
Kihlschleifen und Verwendung von Eiswasser) ist zu achten. Die Spitze des Ultra-
schalldesintegrators sollte mittig ca. 1,5 cm in die Zellsuspension tauchen, damit
wahrend der Beschallung kein Schaum entsteht.

Abzentrifugieren der Zelltrimmer (60 min, 35000g, 4°C im Festwinkelrotor). Das
Pellet wird verworfen.

Aufkonzentrieren des Zelllysats auf min. 1/5 oder max. 1/10 des Ausgangsvolumens
durch Membran-Ultrafiltration. Bei Volumina zwischen 15 ml und 60 ml mit Jumbosep
Konzentratoren, bei Volumina zwischen 2 ml und 15 ml mit Centriprep Konzentra-
toren und bei Volumina unter 2 ml mit Centricon Konzentratoren (jeweils mit 10 K cut
off Membran). Zentrifugation bei 4°C unter Einhaltung der Spezifikation des verwen-
deten Konzentrators. Das Filtrat wird verworfen.

Gelfiltration mit NAP5-Saulen oder Zeba-Saulen. Letztere sind zu bevorzugen. Gut
geeignet sind 2 ml Zeba-Saulen fiir Volumina bis 700 pl und 10 ml Zeba-Saulen fiir
Volumina bis 4 ml. Die Saulen werden zuvor mit E. coli-ZellaufschluBpuffer equilli-
briert und auf 4°C temperiert. Die Zeba-Sdulen mussen bei den strak konzentrierten
Zelllysaten (abweichend von den Herstellerangaben) ca. 30 min mit 1500 g
Zentrifugiert werden.

Ungeféahr 5-fach verdiinnen mit E. coli-Zellaufschlupuffer (abhangig vom Maximal-
volumen der im nachsten Schritt verwendeten Konzentratoren).

Aufkonzentrieren des Zellysats auf min. 1/5 oder max. 1/10 des Ausgangsvolumens
durch Membran-Ultrafiltration. Bei Volumina zwischen 15 ml und 60 ml mit Jumbosep
Konzentratoren, bei Volumina zwischen 2 ml und 15 ml mit Centriprep Konzen-
tratoren und bei Volumina unter 2 ml mit Centricon Konzentratoren (jeweils mit 10 K
cut off Membran). Zentrifugation bei 4°C unter Einhaltung der Spezifikation des ver-
wendeten Konzentrators. Eine Proteinkonzentration von 80 mg/ml sollte nicht tber-
schritten werden. Das Filtrat wird verworfen.

Erhoéhen der Glycerinkonzentration auf 50 % (v/v) durch Zugabe von eiskaltem Gly-
cerin. Die Zugabe erfolgt mit einer vorne abgeschnittenen Pipettenspitze (z.B. 1 ml
oder 5 ml Pipette). Das Mischen erfolgt durch anschlieRendes Hoch- und Runter-
pipettieren (mindestens 100mal !) bei riihrenden Bewegungen. Erwarmen, Luftblasen-
oder Schaumbildung sind auf jeden Fall zu vermeiden. Zwischendurch sollten die
Proben immer wieder auf Eis gekihlt, und mehrmals 5 min bei 16000 g und 4°C
zentrifugiert werden. Die fertigen Zelllysate werden abschliefend 10 min

bei 16000 g und 4°C zentrifugiert, aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Schema 7  : Herstellung von Zelllysaten aus E. coli.
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5.3.2 Herstellung von Zelllysaten aus Pflanzen

Fir die Herstellung pflanzlicher Zelllysate wurden die verwendeten Pflanzen oder
Pflanzenteile mit einer Schere abgetrennt und unmittelbar danach in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Anschlieend wurde das Pflanzenmaterial bei -80°C gelagert.

Ungefdhr 10 g gefrorenes Pflanzenmaterial wurde in einem mit fliissigem Stickstoff
vortemperierten Morser zu einem feinen Pulver zerrieben, wobei immer fliissiger Stickstoff
vorhanden war. Danach wurde das Pflanzenmaterial zusammen mit etwas fliissigem
Stickstoff in ein Kunststoffgefal (50 ml) iiberfiihrt, nach dem Verdampfen des Stickstoffs mit
Eukaryonten-Einfangpuffer versetzt (2 ml pro g Pflanzenmaterial) und 30 min bei 4°C in
einem Thermomixer 5433 geschiittelt. Im Anschluss erfolgte eine zehnminiitige Behandlung
mit Ultraschall (mit einem Sonifier 250 mit groBer Spitze, dutycycle 10 %, output control 10,
im 50 ml Kunststoffgefdl bei Kiihlung mit Eiswasser). Danach wurden grobe Zelltriimmer
durch eine erste Zentrifugation pelletiert (30 min, 3200g, 0°C, in einem JS-4.3
Ausschwenkrotor) und feinere Zelltrimmer durch eine zweite Zentrifugation nach
Uberfithrung in SS-34 Zentrifugenrdhrchen abgetrennt (45 min, 40000 g, 0°C, in einem JA-
17 Festwinkelrotor). Der klare Uberstand wurde mit Eukaryonten-Einfangpuffer auf 60 ml
verdiinnt und iiber Nacht mit einem Jumbosep'™ Konzentrator mit 10 K Membran wieder
eingeengt (auf ca. 6 ml, 12 h, 500 g, 4°C). Danach wurde das Lysat unter Verwendung eines
Centriprep YM-10 Konzentrator weiter eingeengt (auf ca. 3 ml) und durch vier mit
Eukaryonten-Einfangpuffer equilibrierte Zeba'™ Desalt Spin Columns (2ml) einer
Gelfiltration unterzogen. Unmittelbar nach der Gelfiltration wurde das Zelllysat fiir
Einfangexperimente unter Verwendung von Fangpartikeln verwendet. Bei Experimenten, die
in Anwesenheit des Kompetitors SAH durchgefiihrt wurden, erfolgte eine 1:1-Verdiinnung
mit einer SAH-L6sung (10 mM) in Eukaryonten-Einfangpuffer.

Fir die meisten Experimente mit A. thaliana wurde 1 g Pflanzenmaterial pro Ansatz
eingesetzt. Aus dieser Menge lielen sich ungefiahr 5 mg Gesamtprotein gewinnen.

Schema 8 gibt einen Uberblick iiber die Herstellung pflanzlicher Zelllysate. Die
vorgeschlagenen Mengen beziehen sich auf Blattmaterial von A. thaliana und miissen bei

Pflanzenmaterial mit geringerem Proteingehalt eventuell deutlich erhoht werden.
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Mérsern des Pflanzenmaterials in flissigem Stickstoff (mindestens 20 min). Es muss
ein feines Pulver entstehen. Es kann dabei auch eine Tablette Proteaseinhibitor
Cocktail zerkleinert werden.

= Das Pflanzenpulver wird samt Stickstoff in eisgekihlte 50 ml Kunststoffgefafie tber-
- fuhrt und nach dem Verdampfen des Stickstoffs gewogen. Pro g Pflanzenmaterial
1 mi/g werden 2 ml Eukaryonten-Einfangpuffer zugegeben.

|
Das Gemisch wird 30 min bei 4°C unter Schiitteln inkubiert.
» «
_ Unter Eiskihlung erfolgt eine Ultraschallbehandlung (10 min, outputcontrol 10,
dutycycle 15 %, grolie Spitze mit einem Sonifier 250).

Im ersten Zentrifugationsschritt werden grobe Zelltrimmer abzentrifugiert (30 min,
. 3200 g, 0°C, in einem JS-4.3 Ausschwenkrotor).

Das Pellet wird verworfen und der Uberstand mit einer Pasteurpipette in SS-34
I\‘Pellet Zentrifugenrdhrchen tberfuhrt.
Im zweiten Zentrifugationsschritt werden feinere Zelltrimmer abzentrifugiert (45 min,
40 000 g, 0°C, in einem JA-17 Festwinkelrotor). Misslingt danach das Abnehmen des
R klaren Uberstands, muss dieser Schritt in einem frischen Zentrifugenréhrchen wieder-
=

holt werden. Rohlysat aus A. thaliana hat eine Proteinkonzentration von 3,5 mg/ml.

| »
Pellet Das Zelllysat, welches an dieser Stelle frei von sichtbaren Partikeln sein sollte, wird
mit Eukaryonten-Einfangpuffer auf 60 ml aufgefillt (maximales Volumen eines
Jumbosp Konzentrators).

: Danach wird das Zelllysat um den Faktor 20 eingeengt. Hierzu kann man z.B. Uber
Nacht mit einem Jumbosep Konzentrator mit 10 K Membran bei 500 g und 0°C auf
wenige ml einengen und die restliche Volumenreduktion mit Centriprep YM-10
Konzentratoren bei 3200 g und 0°C vornehmen. Das Filtrat wird verworfen.

Filtrat

walix

Das aufkonzentrierte Zelllysat wird Gber mit Eukaryonten-Einfangpuffer equillibrierte
Zeba-Saulen (2 ml oder 10 ml Saulen) filtriert.

Aus 1 g Pflanzenmaterial lassen sich 5 - 10 mg Protein gewinnen. Der Durchfluss
kann unverdinnt fir Einfangexperimente verwendet werden. Sollen jedoch
Kontrollen in Gegenwart des Kompetitors SAH durchgeflihrt werden, so missen die
Zelllysate mit einer 10 mM SAH-Losung in Eukaryonten-Einfangpuffer im Verhaltnis
1:1 verdinnt werden.

Schema 8:  Herstellung pflanzlicher Zelllysate.

169



Experimenteller Teil

5.3.3 Herstellung von Zelllysaten aus Sus scrofa

Ein ca. 1 Jahr altes Hausschwein wurde durch einen mit einer Elektrozange verabreichten
Stromschlag betdubt und durch herznahes Anstechen der Hauptschlagader getdtet. Nach
5 min wurde das Schwein fiir ca. 5 min in einer Enthaarungsmaschine inkubiert. Unmittelbar
danach wurde der Bauch- und Brustraum geoffnet, ein Stiick der Leber entnommen, in
fingerdicke Streifen geschnitten und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. 5 min spiter
wurde auch das Gehirn entnommen und ebenfalls in fliissigem Stickstoff eingefroren. Danach
wurden die Gewebeproben bei -80°C gelagert.

Fiir die Herstellung der Zelllysate wurden mehrere Gramm der Gewebeproben zusammen mit
einer cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail Tab. EDTA-free in fliissigem Stickstoff mit
einem Morser zu einem feinen Pulver verarbeitet. Dieses Pulver wurde zusammen mit etwas
flissigem Stickstoff in Kunststoffgefale (50 ml) tberfithrt. Nach dem Verdampfen des
Stickstoffs wurden die Proben gewogen und mit Eukaryonten-Einfangpuffer (3 ml pro
Gramm) versetzt. Die Proben wurden unter gelegentlichem, leichtem Schwenken so lange auf
Eis inkubiert, bis sie vollig aufgetaut waren und eine relativ homogene, breiartige Konsistenz
hatten. Dann erfolgte eine zehnminiitige Behandlung mit Ultraschall (mit einem Sonifier 250
mit groBer Spitze, dutycycle 10 %, output control 10, im 50 ml Kunststoffgefal bei Kiihlung
mit Eiswasser).

Nach der Ultraschallbehandlung wurden die Proben einer ersten Zentrifugation unterzogen
(10 min, 3200 g, 0°C, in einem JS-4.3 Ausschwenkrotor), wobei sich ein schleimiges Pellet
bildete und sich auBBerdem grof8ere Mengen fettigen Materials auf der Oberfliche abschieden.
Mit einer Pasteurpipette wurde das Lysat in vorgekiihlte SS-34 Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt
und 60 min bei 0°C und 40000 g in einem JA-17 Festwinkelrotor zentrifugiert. Danach hatte
sich wieder ein schleimiges Pellet gebildet und fettige Substanz auf der Oberflache
abgeschieden. Das Lysat wurde mit einer Pasteurpipette in ein sauberes SS-34
Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt und erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert.
Hierbei bildete sich nur noch ein kleines, glasiges Pellet und es schied sich nur wenig fettige
Substanz an der Oberflidche ab. Das klare Lysat wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen
und einer Vakuumfiltration unterzogen. Hierzu wurde eine entleerte NAP-5 Séule bei
mittelstarkem Wasserstrahlvakuum verwendet. Danach wurde das Lysat einer Gelfiltration
mit einer mit Eukaryonten-Einfangpuffer equilibrierten Zeba™ Desalt Spin Column

Gelfiltrationssédule (2 ml) unterzogen und direkt fiir Einfangexperimente verwendet.
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Schema 9:

Das verwendete tierische Probenmaterial muss sehr frisch sein, sollte unmittelbar

nach der Probenentnahme in fliissigem Stickstoff eingefroren und danach bei -80°C
gelagert werden. Fir die Lysatherstellung wird eine angemessene Menge des zu unter-
suchenden Probenmaterials in einem vorgekihlten Mérser mit flissigem Stickstoff zu
einem feinen Pulver zerrieben. Es kann dabei auch eine Tablette Proteaseinhibitor
Cocktail mit zerkleinert werden. Aus 1 g Leber lassen sich am Ende ca. 50 mg
Gesamtprotein gewinnen.

Das Pulver wird samt flissigem Stickstoff in ein 50 ml Kunststoffgefal® tberfihrt und
nach dem Verdampfen des Stickstoffs gewogen. Pro g Probenmaterial werden 3 ml
Eukaryonten-AuschluRpuffer zugegeben. Das Gemisch muss danach so lange auf Eis
auftauen, bis beim Schutteln eine homogene Suspension zu erkennen ist.

Unter Eiskuhlung erfolgt eine Ultraschallbehandlung (10 min, output control 10,
dutycycle 15 %, grof3e Spitze mit einem Sonifier 250).

In einem ersten Zentrifugationsschritt werden grobe Zelltrimmer abzentrifugiert
(10 min, 3200 g, 0°C, in einem JS-4.3 Ausschwenkrotor). Dabei setzen sich auch
grolke Mengen Fett an der Oberflache ab.

Mit einer Pasteurpipette kann das noch nicht véllig klare Zelllysat grob vom Pellet und
dem Fett getrennt und in ein vorgeklihltes SS-34 Zentrifugenréhrchen tberflhrt werden.

Im zweiten Zentrifugationsschritt werden feinere Zelltrimmer abzentrifugiert (60 min,
40 000 g, 0°C, in einem JA-17 Festwinkelrotor). Dabei setzt sich auch wieder Fett an
der Oberflache ab.

Mit einer Pasteurpipette wird das Lysat von dem schleimigen Pellet und dem Fett ge-
trennt und in ein neues SS-34 Zentrifugenréhrchen tberfihrt

Im dritten Zentrifugationsschritt werden erneut feine Zelltrimmer abzentrifugiert (60 min,
40 000 g, 0°C, in einem JA-17 Festwinkelrotor). Es kann sich auch nochmals eine
geringe Menge Fett abscheiden.

Bei manchen Gewebetypen gelingt es auch nach dem dritten Zentrifugationsschritt oft-
mals nicht, das Lysat mit einer Pasteurpipette vollig sauber von Pellet und Fett zu tren-
nen. In diesem Fall kann eine Filtration Uber eine feine PET-Fritte erfolgen.

Zum Filtrieren des Lysats kann dieses z.B. durch die Fritte einer vom Chromatographie-
medium befreiten Zeba-Saule zentrifugiert werden. Auch entleerte NAP-5 Saulen kon-
nen hierzu verwendet werden, wenn eine geeignete Vakuumapparatur zur Verfligung
steht.

Spatestens nach der Filtration ist das Lysat so sauber, dass es bei 0°C tiber mit Euk-
aryonten-Einfangpuffer equillibrierte Zeba-Saulen (2 ml oder 10 ml Saulen) filtriert
werden kann. Abweichend von den Herstellerangaben konnen hierbei allerdings
langere Zentrifugationszeiten (15 min) und bis zu 1500 g erforderlich sein.

Das fertige Zelllysat hat eine Gesamtprotein-Konzentration von 10 - 15 mg/ml und kann
unverdlnnt fur Einfangexperimente eingesetzt werden. Auch eine Lagerung bei -80°C
ist nach Schockgefrieren in flissigem Stickstoff maglich.

Herstellung von Zelllysaten aus tierischen Gewebeproben.
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5.4 Einfangen von Proteinen mit Fangverbindungen

54.1 Einfangen von Proteinen mit gelésten Fangverbindungen

Die folgenden Beschreibungen sollen einen generellen Uberblick iiber die Vorgehensweise
beim Einfangen von Proteinen mit trifunktionellen Fangverbindungen geben. Alle
Experimente wurden nach dem aufgefiihrten Schema durchgefiihrt. Eventuelle
Abweichungen, sowie die Probenvolumina und die Konzentrationen der verwendeten
Komponenten bei den unterschiedlichen Experimenten sind im Abschnitt Ergebnisse und
Diskussion zusammen mit den Ergebnissen aufgefiihrt.

Beim Einfangen von Proteinen mit frei in Losung befindlichen Fangverbindungen betrug das
Ansatzvolumen grundsitzlich 100 ul. Sdmtliche Arbeitsschritte wurden unter konsequenter
Kiihlung auf Eis oder bei 4°C durchgefiihrt.

Die Ansdtze wurden in folgender Reihenfolge in 0,5 ml PCR-Eppendorfgefillen
zusammengefiigt:

Wasser

5 x (mit Glycerin) oder 10 x (ohne Glycerin) E. coli-Einfangpuffer
eventuelle Zusitze (SAH-Losung etc.)

Zelllysat oder aufgereinigte MTase (mit 50 % Glycerin)
Fangverbindung (wéssrige Losung)

(Anmerkung: Alternativ konnen die Proteine auch an letzter Stelle zugegeben werden, was
bei empfindlichen Proteinen von Vorteil sein kdnnte). Die Wahl des Puffers richtete sich nach
dem Volumen der zugefiigten Proteinlosung und der damit zugefiigten Menge an Glycerin.
Im Ansatz wurde ein Glyceringehalt zwischen 10 % und 20 % angestrebt. Zelllysate oder
aufgereinigte MTasen wurden mit 50 % Glycerin bei -20°C gelagert. Bei weniger als 20 pl
zugefiigter Proteinlosung wurden 20 ul des 5 x E. coli-Einfangpuffers (enthélt 50 % v/v
Glycerin) verwendet, bei mehr als 20 pl zugefiigter Proteinlosung wurden 10 pl des 10 x E.
coli-Einfangpuffers (enthélt kein Glycerin) verwendet.

Vor und nach Zugabe der zu untersuchenden Proteinlosung wurden die Ansdtze griindlich
gemischt. Das Mischen nach Zugabe der Proteinldsung erfolgte durch mehrfaches Hoch- und
Runterpipettieren. Nach Zugabe der Fangverbindung wurden die Ansitze nochmals griindlich
gemischt. Dabei wurde darauf geachtet, dass keine Fliissigkeit in den Deckel des
ProbengefiaBles geriet. Die komplettierten Proben wurden fiir 5 min auf Eis inkubiert und
danach in einem mit Eiswasser gefiillten Parabolspiegel aus Aluminiumfolie (Durchmesser
8,5 cm) so platziert, dass die Probengefile mit dem konischen Ende zum Mittelpunkt des

Parapolspiegels orientiert waren (vgl. Abb. 76). Die Proben wurden dreimal mit einer

172



Experimenteller Teil

AlienBees B1600 Studioblitzlampe bestrahlt und nach jedem Blitz durch Anschnippen des
Probengefifles kurz gemischt. (Anmerkung: Ein Spritzen in den Deckel des Probengefif3es
wurde dabei vermieden. Gegebenenfalls wurden die Proben kurz bei 4°C und mindestens

1000 g zentrifugiert).

Lampenelektronik

Blitzrohre

Probengefalie
Eiswasser
Parabolspiegel

Lampenschirm
Sockel

Abb. 76: Vorrichtung zur Bestrahlung der Proben mit einer Hochleistungs-
Studioblitzlampe. Proben mit in Lésung befindlichen Fangverbindungen wurden dreimal
bestrahlt, Proben mit Fangpartikeln bis zu 60mal. Die Proben wurden zwischendurch
mehrfach durch vorsichtiges Anschnippen der Probengefalie gemischt, wobei jedoch ein
Spritzen der Proben in den Deckel des Gefalles vermieden wurde. Gegebenenfalls wurde
das Eis im Eiswasser erganzt. (Anmerkung: Es sei ausdrticklich vor der extremen Helligkeit
der verwendeten Blitzlampe gewarnt. Beim direkten Hineinsehen in das Blitzlicht ist eine
bleibende Schadigung der Augen maoglich!!!)

Nach der Bestrahlung wurden die Proben mit SAH (10 pl, 10 mM in H,0) versetzt, gemischt
und fiir 10 min bei 16 000 g und 4°C zentrifugiert. Die SAH-Losung wurde unter Zugabe
einer geringen Menge NaOH (ca. 3 pl 1 M NaOH pro ml) hergestellt, da das SAH die Losung
ansonsten ansduert und sich nicht ausreichend 16st. Eingefrorene SAH-Ldsungen wurden zum
Losen von ausgefallenem SAH kurz auf ca. 50°C erwédrmt und anschlieend sofort wieder auf
0°C temperiert.

Die Proben wurden iiber mit Waschpuffer 1 equilibrierte 0,5 ml Zeba™ Desalt Spin Columns
gereinigt (vgl. Abschnitt 5.2.8), um iberschiissige Fangverbindung abzutrennen.
(Anmerkung: Dieser Schritt ist besonders bei hohen Fangverbindungskonzentrationen
erforderlich, da Fangverbindungsmolekiile, die nicht mit einem Protein reagiert haben, spéter
Bindungsstellen auf den zur Isolierung benutzten Magnetpartikel blockieren). Dabei wurden
die Proben bei der Elution (2 min, 1000 g, 4°C) direkt auf streptavidinbeschichtete
Magnetpartikel (in der Regel 200 pg Dynabeads® MyOne ™Streptavidin C1) zentrifugiert.

Die Magnetpartikel waren zuvor zweimal mit Waschpuffer 1 gewaschen worden und wurden
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zusammen mit Waschpuffer 1 (10 pl) in den fiir die Elution vorgesehenen 1,5 ml
Eppendorfgefiflen vorgelegt und auf 4°C temperiert. Die Proben mit den Magnetpartikeln
wurden unter Schiitteln inkubiert (45 min, 4°C, in einem Thermomixer 5433). Danach wurden
die Magnetpartikel auf Eis mit einem starken Magneten prizipitiert und der Uberstand mit
einer Pipette vollstindig abgenommen und verworfen. Die Magnetpartikel wurden sofort in
180 ul eiskaltem Waschpuffer 1 resuspendiert. Schema 10 gibt einen Uberblick iiber den
geschilderten Ablauf.
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Wasser [ Tul Wasser [ 14
10 x E. coli-Einfangpuffer 10 pl 5 x E. coli-Einfangpuffer 10 pl
(SAH (10 mM) 50 pl) oder (SAH (10 mM) 50 pl)
/ E. coli-Lysat oder MTase[> 10] l E. coli-Lysat oder MTase[< 10] pl
Fangverbindung [ Jul Fangverbindung [ Tul
100 100 pl
Abhangig von Menge und Glyceringehalt der zu untersuchenden Proteinlésung
werden die Ansatze auf Eis unter Verwendung von 5 x oder 10 x E. coli-Einfang-
5 min puffer zusammengestellt. Nach jeder Zugabe wird erneut griindlich gemischt.
Kontrollansatzen kann zusatzlich Kompetitor zugesetzt werden (z.B. SAH).

Bei Verwendung von eukaryontischen Zelllysaten werden diese mit Eukaryonten-
einfangpuffer (eventuell mit 10 mM SAH) auf die gewlinschte Konzentration ver-
diinnt und dann mit der Fangverbindung versetzt.

Die Proben werden dreimal mit einer AlienBees B1600 Studioblitzlampe aus einer
Entfernung von 2 cm bestrahlt, wobei die Proben in einem mit Eiswasser gefiillten
Aluminiumreflektor schwimmen (siehe Skizze). Nach jedem Blitz wird durch

3 Blitze leichtes Anschnippen der ProbengefalRe gemischt. Ein Spritzen der Flissigkeit in
den GefaRdeckel ist dabei zu vermeiden, auf konsequente Kuhlung ist zu achten.

Nach der Bestrahlung mit der Blitzlampe werden alle Proben mit 10 pl einer hoch-
konzentrierten Kompetitorlésung (bei SAH-Fangverbindungen 100 mM SAH) ver-
setzt und sofort gemischt.

Danach erfolgt eine zehnminitige Zentrifugation bei 16000 g und 4°C. Falls
Protein ausgefallen sein sollte, wiirde dieses dabei pelletiert werden.

Es werden mit Waschpuffer 1 (oder Eukaryonten-Einfangpuffer) equillibrierte, auf
4°C temperierte 0,5 ml Zeba-Saulen bereitgehalten. Der Equillibrierungspuffer
wird erst unmittelbar vor Gebrauch durch Zentrifugation (1 min, 1000 g, 4°C)
entfernt. In 1,5 ml Eppendorfgefafien werden streptavidinbeschichtete Magnet-
partikel (z.B. 200 pg Dynabeads® MyOne™Streptavidin C1) in 10 ul Waschpuffer
1 (bzw. Eukaryonten-Einfangpuffer) vorgelegt.

Die Proben werden Uber die Zeba-Saulen direkt auf die Magnetpartikel eluiert
(2 min, 1000 g, 4°C). Wahrend der Elution mussen die Zeba-S&ulen die gleiche
Orientierung aufweisen wie zuvor beim Equillibrieren.

45 min Die Proben mit den Magnetpartikeln werden anschlieRend 45 min bei 4°C in

Schiittler einem schnell rotierenden Schiittler wie z.B. einem Thermomixer 5433 inkubiert.

4°C Das Schiitteln muss so erfolgen, dass eine Schaum- oder Blasenbildung
vermieden wird. Die Magnetpartikel diirfen sich in dieser Zeit nicht absetzen.

Nach dem Schutteln werden die Magnetpartikel auf Eis mit einem starken
Magneten prézipitiert und der Uberstand verworfen. Die Partikel werden in 180 pl
des gleichen Puffers aufgenommen, in dem sie sich zuvor befunden haben
(Waschpuffer 1 im Falle von E. coli-Zellysat oder aufgereinigten Proteinen,
Eukaryonten-Einfangpuffer im Falle von eukaryontischen Zelllysaten. Danach
erfolgt das Waschen der Magnetpartikel, wie es in Abschnitt 5.4.3 beschrieben ist.

3]
Schema 10: Einfangen von Proteinen durch frei in Losung befindliche Fangverbindung.
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5.4.2 Einfangen von Proteinen mit Fangpartikeln

Fiir die Herstellung von Fangpartikeln wurde die benétigte Menge Magnetpartikel (in der
Regel 20 pl = 200 ug Dynabeads® MyOne' VStreptavidin C1 Magnetpartikel pro Ansatz) mit
der gewiinschten Fangverbindung versetzt. Dazu wurden die Magnetpartikel in ihrer
Vorratsflasche durch intensives Vortexen vollstindig suspendiert, die bendtigte Menge in eine
0,5 ml Eppendorfgefdal iiberfiihrt und dort mit der Fangverbindung versetzt (2 nmol
Fangverbindung pro 200 pg Magnetpartikel, zugegeben als 1 mM wissrige Losung. Waschen
der Magnetpartikel vor Zugabe der Fangverbindung ist nicht erforderlich) und gemischt. Nach
5 min wurden die Fangpartikel mit einem starken Magnet (N50 oder N52 Neodym-Magnet
aus einer alten Festplatte) prizipitiert und der Uberstand abgenommen. Die Fangpartikel
wurden in 180 pl Wasser resuspendiert, erneut mit dem Magnet prézipitiert und nach dem
Abnehmen des Wassers mit dem fiir die folgende Anwendung benétigten Puffer resuspendiert
(fur Experimente mit E. coli-Zelllysat oder aufgereinigte MTasen E. coli-Einfangpuffer, fiir
Lysate aus Eukaryonten Eukaryonten-Einfangpuffer, 10 pl Puffer pro 200 ng Fangpartikel).
Anders als bei der Verwendung frei in Losung befindlicher Fangverbindungen, gibt es bei der
Verwendung von Fangpartikeln keine Begrenzung des Ansatzvolumens, da kein
volumenbegrenzender Gelfiltrationsschritt erforderlich ist. Fiir das Einfangen aufgereinigter
MTasen oder des Methyloms von E.coli wurde, um eine bessere Vergleichbarkeit zu
gewihrleisten, trotzdem immer mit einem Volumen von 100 pl gearbeitet. Fiir das Einfangen
von Eukaryontenmethylomen wurden teilweise erheblich groBere Ansidtze benutzt (bis zu
2 ml). Auch bei der Zusammensetzung der Ansidtze gab es einige Unterschiede. Beim
Einfangen aufgereinigter MTasen oder des Methyloms von E. coli wurden die Ansétze in der
folgenden Reihenfolge zusammengegeben:

Wasser

5 x (mit Glycerin) oder 10 x (ohne Glycerin) E. coli-Einfangpuffer
eventuelle Zusétze (SAH-Losung etc.)

Zelllysat oder aufgereinigte MTase (mit 50 % Glycerin)
Fangpartikel (in 10 ul E. coli-Einfangpuffer)

Die Wahl des Puffers richtete sich nach der Menge der zugefiigten Proteinlosung und der
damit zugefiigten Menge an Glycerin. Im Ansatz wurde ein Glyceringehalt zwischen 10 %
und 20 % angestrebt. Zelllysate oder aufgereinigte MTasen wurden mit 50 % Glycerin bei
-20°C gelagert. Bei weniger als 20 ul zugefiigter Proteinlésung wurden 20 ul des 5 x E. coli-
Einfangpuffers verwendet, bei mehr als 20 ul zugefiigter Proteinlésung wurden 10 pl des 10 x

E. coli-Einfangpuffers (enthilt kein Glycerin) verwendet.
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Vor und nach Zugabe der zu untersuchenden Proteinlosung wurden die Ansidtze griindlich
gemischt. Das Mischen nach Zugabe der Proteinlosung erfolgte durch mehrfaches Hoch- und
Runterpipettieren.

Da fiir das Einfangen eukaryontischer Methylome sehr viel mehr Gesamtprotein erforderlich
war, die untersuchten Zelllysate nur 10 % Glycerin enthielten und in der Regel direkt nach
ihrer Herstellung verwendet wurden, konnten die Lysate unverdiinnt verwendet und direkt mit
den Fangpartikeln versetzt werden (suspendiert in 10 pul Eukaryonten-Einfangpuffer). Wenn
weitere Zusitze wie z.B. SAH im Ansatz erwiinscht waren, wurden diese in Eukaryonten-
Einfangpuffer gelost und im Verhéltnis 1:1 mit den Ansédtzen gemischt. Fiir Probenvolumina
bis 700 ul wurden 0,5 ml PCR-Eppendorfgefifle, bei Probenvolumina von mehr als 700 pl
wurden 1,5 ml oder 2 ml Eppendorfgefdfie verwendet.

Unmittelbar nach Zugabe der Fangpartikel wurden die Ansidtze fiir mindestens 1 h unter
Schiitteln bei 4°C, in einem Thermomixer 5433 inkubiert. Einige Ansétze wurden jedoch auch
deutlich lidnger inkubiert (siche Beschreibung unter den entsprechenden Abbildungen im
Ergebnisteil). Danach erfolgte die Photoaktivierung mit einer AlienBees B1600
Studioblitzlampe. Dazu wurden die Proben in einem mit Eiswasser gefiillten Parabolspiegel
aus Aluminiumfolie (Durchmesser 8,5 cm) so platziert, dass die Probengefifle mit dem
konischen bzw. runden Ende zum Mittelpunkt des Parapolspiegels orientiert waren (vgl. Abb.
76). Dort wurden die Proben 30 — 60mal mit der Blitzlampe bestrahlt. Nach jeweils finf
Blitzen wurden die Proben gemischt (kleine Proben mit 100 ul durch vorsichtiges
Anschnippen des Probengefifles, Proben mit mehr als 200 pl durch Schiitteln des
Probengetiles).

Nach der Photoaktivierung wurden die Fangpartikel mit einem starken Magnet prizipitiert,
der Uberstand entfernt und die Fangpartikel wieder in 180 ul des jeweiligen Puffers
aufgenommen (fiir E. coli-Zelllysate oder aufgereinigte MTasen E. coli-Einfangpuffer, fiir
Lysate aus Eukaryonten Eukaryonten-Einfangpuffer).
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> 60 min
Schuttler
4°C

AL 2cm
ca. 30-60
Blitze
l Puffer
5 |

Die benétigte Menge streptavidinbeschichterer Magnetpartikel (z.B.
200 ug Dynabeads® MyOne™Streptavidin C1) wird aus der Vorrats-
flasche entnommen und mit Fangverbindung (2 nmol pro 200 ug Mag-
netpartikel) versetzt und gemischt. Zum Binden der Fangverbindung an
die Magnetpartikel wird das Gemisch 5 min bei Raumptemperatur
inkubiert und mehrfach durch leichtes Anschnippen gemischt.

Dabei werden die Magnetpartikel durch die Beladung mit der Fang-
verbindung zu sogenannten Fangpartikeln.

Die Fangpartikel werden mit einem Magneten prazipitiert, einmal mit
180 pl Wasser gewaschen und danach in einer kleinen Menge des
spater bendtigten Puffers (E. coli-Einfangpuffer oder Eukaryonten-
Einfangpuffer, ca. 10 pl pro 200 pg Fangpartikel) aufgenommen.

Die Fangpartikel werden in geeigneten Probengefalien (beabsichtigtes
Endvolumen beachten) auf Eis vorgelegt und mit den zu untersuchen-
den Proben versetzt.

—Eukaryontische Zelllysate werden in der Regel unverdiinnt verwendet.

Es sollte eine Gesamtproteinmenge von 5 - 10 mg pro Ansatz kalkuliert
werden. Das Ansatzvolumen kann dabei bis zu 2 ml betragen.
Zelllysate aus E. coli oder aufgereinigte MTasen werden mit E. coli-Ein-
fangpuffer verdinnt. Ansatze mit E. coli-Zelllysat sollten eine Protein-
konzentration von 3,5 - 5 mg/ml bei einer Gesamtproteinmenge von
0,35 - 0,5 mg besitzen. Zum Einfangen gereinigter MTasen haben sich
Stoffmengen von 100-500 pmol bewahrt.

Fir eventuelle Verdrangungskontrollen mussen die Ansatze im Verhalt-
nis 1:1 mit einer SAH-Lésung (10 mM, im verwendeten Puffer) ge-
mischt werden.

Die Ansatze missen vor der Photoaktivierung eine gewisse Zeit lang
bei 4°C unter Schitteln inkubiert werden. Dabei stellen 60 min das
Minimum dar, glinstiger sind Inkubationszeiten im Bereich von einigen
Stunden. Im Extremfall kann auch lber Nacht inkubiert werden.

Das Schiitteln muss so erfolgen, dass sich die Fangpartikel nicht ab-
setzen. Es dlrfen dabei aber keine Blasen oder Schaum entstehen.
1,5 ml Eppendorfgefal3e in Kombination mit einem Thermomixer 5433
haben sich dabei bewahrt. 0,5 ml Eppendorfgefafie sind ungeeignet.

Die Proben werden ca. 30 - 60mal mit einer AlienBees B1600 Studio-
blitz-lampe aus einer Entfernung von 2 cm bestrahlt, wobei die Proben
in einem mit Eiswasser geflllten Aluminiumreflektor schwimmen (siehe
Skizze). Nach jeweils 5 Blitzen wird durch leichtes Anschnippen der
Probengefalle gemischt. Bei kleineren Proben sollte dabei keine Flus-
sigkeit in den Deckel spritzen. Nach jedem Blitz werden die Probenge-
falke zur besseren Kiihlung sofort kurz vollstadndig im Eiswasser unter-
getaucht.

Nach der Photoaktivierung werden die Fangpartikel auf Eis mit einem
starken Magneten prézipitiert und der Uberstand verworfen. Die Par-
tikel werden in 180 pl des gleichen Puffer aufgenommen, in dem sie
sich zuvor befunden haben (E. coli-Einfangpuffer im Fall von E. coli-
Zelllysat oder aufgereinigten Proteinen, Eukaryonten-Einfangpuffer im
Falle von eukaryontischen Zelllysaten). Danach erfolgt das Waschen
der Fangpartikel, wie es in Abschnitt 5.4.3 beschrieben ist.

Schema 11: Einfangen von Proteinen mit Fangpartikeln.
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543 Waschen der auf Magnetpartikel immobilisierten Proteine

Nach dem Einfangen von Proteinen mit frei in Losung befindlichen Fangverbindungen oder
mit Fangpartikeln sind die eingefangenen Proteine letztendlich kovalent mit
Fangverbindungsmolekiilen verkniipft, die wiederum {iiber die extrem stabile Biotin-
Streptavidin Wechselwirkung an streptavidinbeschichtete Magnetpartikel gebunden sind.

Zum Abtrennen der nicht-kovalent verkniipften Proteine wurde eine umfangreiche
Waschprozedur mit bis zu zwolf Waschschritten durchgefiihrt.

Ein einzelner Waschschritt setzt sich zusammen aus dem Prézipitieren der Magnetpartikel,
dem Abnehmen des Uberstands und dem anschlieBenden Resuspendieren der Magnetpartikel.
Alle Waschschritte wurden mit einer 200 pl Kolbenhub-Luftpolsterpipette vom Typ Pipetman
P200 und den dazugehdrigen D200 Kunststoffspitzen durchgefiihrt. Zum Waschen wurden
jeweils 180 ul der unterschiedlichen Waschldsungen verwendet.

Abb. 77 gibt einen Uberblick iiber den Ablauf eines Waschschrittes.

1. Prazipitieren der 2. Abnehmen des 3. Resuspendieren der
Magnetpartikel Uberstands Magnetpartikel
Abb. 77: Durchfiihrung eines einzelnen Waschschrittes. Nahere Erklarungen zu dieser

Abbildung finden sich im Text.

Ein einzelner Wachschritt beginnt mit der Magnetoprézipitation der Magnetpartikel und endet
mit deren Resuspendierung in frischer Waschlosung. Zuerst wurden die Magnetpartikel grob
an die untere GefiBwandung des verwendeten ProbengefiBles (wenn moglich 0,5 ml
Eppendorfgefille) prézipitiert. Hierzu wurden die Probengefdfle fiir ca. 3 min in seitlich am
verwendeten Magneten angebrachte Halterungen platziert. Danach wurde das Probengefdl3 so
lange mit Auf- und Abbewegungen an einer stark magnetischen Kante des Magneten
vorbeigefiihrt, bis die zuvor auf der GefdBwandung verteilten Magnetpartikel an einer Stelle

konzentriert waren (vgl. Punkt 1 in Abb. 77). Die auf diese Weise konzentrierten, der Kante
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des Magneten folgenden Magnetpartikel wurden ca. 4 mm von der ,Spitze* des
Eppendorfgefdles mit dem Magneten festgehalten und die partikelfreie Losung mit der
Pipette vollstindig abgenommen (vgl. Punkt 2 in Abb. 76). Wenn dabei sichtbare Mengen der
Magnetpartikel mit in die Pipettenspitze gerieten, wurden die Magnetpartikel wieder
vollstdndig resuspendiert und der gesamte Vorgang wiederholt. Fiir die Entnahme des
Uberstands wurde die verwendete Pipette auf 190 ul umgestellt oder etwas iiber den ersten
Druckpunkt hinaus betétigt, damit die Fliissigkeit mdglichst vollstindig abgenommen werden
konnte. Danach erfolgte zuerst die Entleerung der Pipettenspitze in ein Abfallgefdl, dann erst
wurde auch die Pipettenspitze verworfen (wird die Pipettenspitze zusammen mit der darin
befindlichen Losung abgeworfen, kommt es zu Kontaminationen des Pipettenschafts).
Unmittelbar darauf wurden mit einer frischen, nach optischer Kontrolle vollig staubfreien
Pipettenspitze 180 ul der fiir den néchsten Schritt vorgesehenen Waschlosung in das
Probengefdll  pipettiert. Unter Vermeidung von direktem Kontakt zwischen
Magnetpartikelpellet und Pipettenspitze wurden die Magnetpartikel durch mehrfaches Rauf-
und Runterpipettieren resuspendiert (vgl. Punkt 3 a) in Abb. 76). Danach wurde die
Pipettenspitze auf dem Boden des ProbengefiBles platziert und die Suspension nochmals
15mal hoch- und runterpipettiert. Dies geschah so, dass die Suspension nur schwer durch
einen engen Spalt zwischen GefdBBboden und Pipettenspitze gepresst werden konnte und
starke Scherkrifte auftraten (vgl. Punkt 3 b und Vergroferung in Abb. 76). Nach jedem
zweiten Waschschritt erfolgte danach eine Uberfiihrung in ein neues ProbengefiB.

Nach dem Immobilisieren der kovalent an eine Fangverbindung verkniipften Proteine auf
streptavidinbeschichteten Magnetpartikel bzw. der kovalenten Verkniipfung von Proteinen an
Fangpartikeln wurden die Partikel prizipitiert (Eiskiihlung), der Uberstand verworfen und die
Partikel wieder im gleichen Puffer aufgenommen, in dem sie zuvor vorgelegen haben (nullter
Waschschritt). Nach erneuter Magnetprizipitation wurden die Magnetpartikel in 180 pl
Waschpuffer 1 resuspendiert (erster Waschschritt), in frische 0,5 ml Eppendorfgetfifle
iiberfithrt und dort nochmal mit Waschpuffer 1 gewaschen (zweiter Waschschritt). Von
diesem Moment an erfolgten die restlichen Waschschritte bei Raumtemperatur. Nach der
zweiten Magnetprizipitation in diesen GefdBen wurden die Magnetpartikel in 180 pl
Waschpuffer 1 resuspendiert (dritter Waschschritt), in frische 0,5 ml Eppendorfgefalle
iiberfiihrt und dort nochmals mit Waschpuffer 1 gewaschen (vierter Waschschritt). Nach der
zweiten Magnetprizipitation in diesen Gefdlen wurden die Magnetpartikel in 180 pl
Waschpuffer 2 resuspendiert, in frische 0,5 ml Eppendorfgefile iiberfithrt (fiinfter
Waschschritt) und dort erneut mit Waschpuffer 2 gewaschen (sechster Waschschritt). Nach
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der zweiten Magnetprizipitation in diesen Gefden wurden die Proben wieder in 180 pl
Waschpuffer 1 resuspendiert (siebter Waschschritt), in frische 0,5 ml Eppendorfgefilie
iberfithrt und dort nochmal mit Waschpuffer 1 gewaschen (achter Waschschritt). Nach der
zweiten Magnetprizipitation in diesen Gefdllen wurden die Proben dann in 180 pul Wasser
resuspendiert (neunter Waschschritt), ein letztes Mal in frische 0,5 ml Eppendorfgetfifle
tiberfithrt und dort nochmals mit Wasser gewaschen (zehnter Waschschritt). War eine
Analyse durch SDS-PAGE beabsichtigt, wurden die Magnetpartikel danach mit 15 pl des
entsprechenden Probenpuffers versetzt. Die fiir eine MS-Analyse vorgesehenen Proben
wurden stattdessen noch zwei weitere Male im gleichen Gefa3 mit Wasser gewaschen (elfter
und zwolfter Waschschritt) und danach in 20 pl Wasser aufgenommen. Einen schematischen

Uberblick iiber die Abfolge der Waschschritte gibt Schema 11.

Eiskthlung Raumtemperatur
' (' Waschpuffer 1 Waschpuffer 1 Waschpuffer 2 Waschpuffer 1 Wasser

¥

‘7/\»/' . /5 ma=d 14 5 mae= m 2. mal;

Viv v viv v, L ARAL

1. mal, 1.mal, 1. mal 1 mal, 1 mal,

Proben- 1. Wasch- 2. Wasch- 3. Wasch- 4, Wasch 5 Wasch-
Gefahk gefan gefald gefaly gefal gefal
Waschschritt Waschschritte Waschschritte Waschschritte ~ Waschschritte Waschschritte

0 1und 2 3und 4 5und 6 7und 8 9und 10

(eventuell 11 und 12)

Schema 11: Abfolge der Waschschritte beim Waschen der Magnetpartikel. Der zunachst
sehr kompliziert anmutende Vorgang ist bei ndherer Betrachtung recht simpel.

Zum Waschen der Magnetpartikel werden fiinf Waschgefalle bereitgestellt. In jedem dieser
Waschgefalle werden die Magnetpartikel zweimal prazipitiert und anschlieffiend wieder in
180 ul Puffer resuspendiert. Das zweite Resuspendieren erfolgt jeweils in dem Puffer, der fir
die nachsten zwei Waschschritte im nachsten Waschgefalte verwendet werden soll.

Vor Beginn der eigentlichen Waschprozedur wird im Probengefall die proteinhaltige
Probenlésung entfernt und durch 180 pl des gleichen Puffers ersetzt (Waschpuffer 1, wenn
mit geldster Fangverbindung gearbeitet wurde, E. coli-Einfangpuffer bzw. Eukaryonten-
Einfangpuffer, wenn mit Fangpartikeln gearbeitet wurde). Am Ende werden die
Magnetpartikel in 15 uyl Probenpuffer fir SDS-PAGE aufgenommen. Ist jedoch eine MS-
Analyse beabsichtigt, werden die Magnetpartikel statt dessen zwei zusatzliche Male mit
Wasser gewaschen und danach in 20 yl Wasser aufgenommen.
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