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1 Einleitung

Im vergangenen Jahrzehnt wurde die pharmazeutische Forschung von einem Goldrausch erfasst.
Immer neue natirliche oder synthetische Stoffe, die in Flora und Fauna entdeckt wurden oder in
den Archiven grof3er pharmazeutischer oder chemischer Unternehmen schlummerten werden wie
glanzende Nuggets behandelt. Man entdeckte — haufig nur zufallig — die Wirksamkeit dieser
Substanzen, so etwa an den Schaltstellen in den Signaltransduktionswegen tierischer Zellen. Die-
se Schaltstellen in Gestalt von Enzymen regeln so sensible Bereiche wie die Zellproliferation,
sprich das Zellwachstum und die Zellteilung. Eine Fehlfunktion in der Zellproliferation fiihrt zur
unkontrollierten Vermehrung der Zelle, der Entwicklung eines Krebstumors. Wirksame Substan-
zen konnen zudem als Leitstrukturen dienen, um Substanzbibliotheken zu erstellen, deren Mit-
glieder noch effektiver die Enzyme beeinflussen.

Zunéchst mussen diese Verbindungen ausgewéhlt werden. Wie soll eine Vorauswahl aus der
Vielzahl von neuen, mdglicherweise medizinisch relevanten Substanzen getroffen werden? Wie
kann man aus der groflen Menge der durch kombinatorische Chemie entstandenen Produkte In-
hibitoren flr Krebsregulatoren finden. Eine unabdingbare Voraussetzung fir die Funktion einer
Substanz, z.B. eine Inhibition, ist die Bindung an das Zielprotein. Dieser Umstand ist ein erstes
Auswahlkriterium fur die Notzlichkeit (und damit weitere Untersuchung) des Stoffes. Mas-
senspektrometrie ist schon ber einen langeren Zeitraum eine wesentliche Methode flr die Iden-
tifizierung und Charakterisierung von Substanzen nach der Synthese im Hochdurchsatzmalstab
(High Throughput Screening, HTS). [1,2, 3, 4]

Das einfachste System, um einen Bindungsassay durchzuftihren, wére ein Chip-basierendes Sys-
tem. Das Zielprotein ist an die Oberflaiche des Chips kovalent gebunden, und nicht-
kovalentbindenden Molekile kénnen in geeigneter Art und Weise detektiert werden. Die bishe-
rigen Methoden zeigten die gebundenen Substanzen nur indirekt, z.B. ber Fluoreszenz [5, 6]
oder Radioaktivitat. In der Methode der vorliegenden Arbeit wirden die Verbindungen direkt im
Matrix-assisstierte Laser Desorption/lonisation-Flugzeitrohr (matrix-assissted laser desorption/
ionisation-time-of-flight, MALDI-TOF)-Massenspektrometer sichtbar gemacht. So wiirde direkt
kontrollierbar, ob es sich wirklich um die eingesetzte Substanz handelt. Derartige Systeme sind
bereits in der Literatur beschrieben. Ihr Aufbau wird in Kapitel 1.1.3 und 1.3 naher beschrieben.
Ein weiteres System zur raschen Detektion von Liganden ist ein Durchflusssystem. Die Ligan-
den werden dem kovalent an ein Tragermaterial gebundenen Protein im Fluss angeboten. Nicht-
gebundener Ligand wird weggespult und detektiert. Gebundener Ligand kénnte nach Elution mit
geeigneten Elutionsmitteln gemessen werden. Ein derartiges System lieRe sich mit HPLC ge-
koppelten ESI-MS verwirklichen. Auch hierzu existieren bereits Arbeiten, die in Kapitel 1.1.4
und 1.3 vorgestellt werden.
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1.1 MASSENSPEKTROMETRIE UND HOCHDURCHSATZASSAYS

Die Massenspektrometrie begann mit den Forschungen von Sir J.J. Thomson am Cavendish La-
bor der Universitat von Cambrigde, die zur Entdeckung des Elektrons 1897 fihrten. Im ersten
Jahrzehnt des 20. Jahrhunderts baute Thomson das erste Massenspektrometer, das damals Para-
bolspektrograph genannt wurde, um die Masse-zu-Ladung-Relationen von lonen feststellen zu
konnen [7, 8, 9]. lonen, die in Entladungsrohren erzeugt wurden, wurden in elektrische und
magnetische Felder geleitet, die die geladenen Teilchen in eine parabelformige Flugbahn lenk-
ten. Die Strahlen wurden auf Fluoreszenzschirmen oder Photoplatten detektiert. Den Nobelpreis
fiir Physik erhielt Thomson 1906 fir seine Arbeiten (ber die Leitung der Elektrizitat in Gasen. In
den néchsten Jahren wurde die Massenspektrometrie-Technik immer weiter entwickelt.

Das Konzept der Flugzeitrohr-Massenspektrometrie wurde 1946 von W.E. Stephens an der Uni-
versitat von Pennsylvania vorgestellt. [10] Im Flugzeitrohr-Analysator werden die lonen durch
ihre unterschiedlichen Geschwindigkeiten getrennt, wahrend sie auf einem geraden Weg zu ei-
nem Kollektor gemal ihrer steigenden Masse-zu-Ladung-Relation fliegen. Die ersten Flugzeit-
rohr-Instrumente wurden gegen Ende der vierziger Jahre des 20. Jahrhunderts gebaut. [11, 12]
Bis in die achziger Jahre des selben Jahrhunderts bereiteten grof3e und kleine Biomolekdle (wie
Proteine und Peptide) Probleme bei der massenspektrometrischen Analyse: Bei den herkdmmli-
chen lonisierung bzw. Vaporisationstechniken kommt es zur Dekomposition oder auch Fragmen-
tierung dieser Molekdle. Ebenfalls ist die Messbarkeit schlecht. Ein bedeutender Fortschritt ge-
gelang mit der Verwendung so genannter ,,weicher lonisierungs-Methoden®, wie die Elektro-
spray-lonisierung (ESI) und die Matrix-assistierte Laser-Desorption/lonisierung (MALDI) in der
massenspektrometrischen Analyse von Proteinen und Peptiden.

1.1.1 Matrix-assisstierte-Laserdesorption-lonisations-Massenspektrometrie mit Flugzeit-
rohr (MALDI-TOF)

Die MALDI, Matrix-assistierte Laser-Desorption/lonisations-Massenspektrometrie, wurde in der
heute verwendeten Form erstmals 1987 von Karas/Hillenkamp vorgestellt. [13] Fur die lonisie-
rung wird die Probe etwa 1000-10000fach in Matrixlésung verdiinnt auf einen metallischen Pro-
benteller aufgetragen. Bei der Verdunstung des Ldsungsmittels kommt es zur Kokristallisation
von Matrix und Probe. Die Matrix-Molekile kénnen bei der Wellenlange im UV-Bereich die
Energie des Lasers absorbieren, etwa tiber p-Elektronensysteme. Durch einen intensiven Laser-
impuls kommt es der Theorie nach zu einem explosionsartigen Ubergang der Matrixmolekiile in
die Gasphase. Dabei werden auch Probenmolekile mitgerissen. Durch die photoionisierten, radi-
kalischen Matrixmolekdile sollen die Probenmolekile durch Photonentransfer ionisiert werden.
Die entstandenen lonen werden in einem starken elektrischen Feld (20 kV) auf ein einheitliches
elektrostatisches Potential beschleunigt und kénnen dann im Flugrohr fliegen bis sie auf einen
Detektor in Gestalt eines Sekundarelektronenvervielfachers treffen. Durch das elektrische Feld
erhallten die lonen die kinetischen Energie Eyqin, die definiert ist durch:

E. = L2 = zeU :
2



1-Einleitung 3

wobei m die Masse des lons ist, v die Fluggeschwindigkeit im Rohr, z die Ladungszahl des lons,
e die Elementarladung und U die angelegte Beschleunigungsspannung. Nach Umstellen erhalt
man:
m _ 2eU
P
Da v von der Zeit abhéngig ist, l&sst sich so leicht aus der Flugzeit m/z ermitteln, denn kleine
lonen fliegen schneller durch das TOF als groRere. Letztlich erhdlt man so im Spektrometer m/z.
(Das muss bei der Auswertung der Spektren beachtet werden.)
Durch den Einbau eines Reflektors konnte die Auflosung des TOF noch vergroRert werden. Die
Auflésung eines Massenanalysators besagt, wie gut Massendifferenzen getrennt voneinander zu
detektieren sind. Im Spektrum zeigt sich dies dann bis zu welcher Massendifferenz zwei Massen
noch als getrennte Peaks dargestellt werden. Durch einen Reflektor wird die Auflésung erhoht,
da er eventuelle Verteilungen der Energie bei gleichschweren lonen wahrend der Beschleuni-
gung nivelliert.
Die Auflésung wird angegeben durch:

ml
m, -m,
Bei modernen MALDI-TOF-Geraten liegt die Auflésung bis 5000 Da bei etwa 15000. Der Mas-
senbereich liegt von 1Da bis 1000 kDa. [14]

Beschleunigungs-
strecke Driftstrecke

Detektor ——H;%*__w ) | i |

¥ NP :
EH ||'42m1:m2 = =l

; Reflektor
Probenteller A
Flugzeit m/z
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Flugzeitrohrs mit Reflektor eines MALDI-TOF-

Massenspektrometer (MS). [14]

Die charakteristischen Mehrfachpeaks einer Masse im kleineren m/z Bereich werden durch die
Isotopenverteilung der im Molekil befindlichen Atome hervorgerufen. Bei z.B. Kohlenwasser-
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stoffen sind dies **C und *C. Sobald ein **C im Molekil anstatt eines **C vorhanden ist, vergré-
Rert sich die Masse um 1 Da. Die Molekiile, die jeweils ein C-lsotop besitzen, bilden dann die
Masse +1 m/z.

1046,621
1046,620

1047,620

1048,621

R
N
S

600 800 1000 miz

relative Intensitét

Abbildung 2: Spektrum einer MALDI-TOF-MS-Messung mit vergrdfRertem Isotopenmuster. [14]

1.1.2 Elektrospray-lonisations-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Bei ESI-MS werden stark geladene Tropfchen der Analytldsung aus einer Kapillare in einem
elektrischen Feld verteilt (verspriiht) und desolvatisiert. Damit ermdglicht diese lonisationsme-
thode eine lonisierung des Analyten ohne ihn zu fragmentieren. Dies ist der Hauptvorteil der ESI
gegeniber lonsationsmethoden wie Laser-Desorption und in noch starkerem MaR "fast atom
bombardement™ oder Plasmadesorption, bei denen es zu hochenergtischen StéRen kommt. Bei
der Desolvation kommt es zu einem Verdampfen des Losungsmittels, was zu einer Erhéhung der
Ladungsdichte an der Tropfchenoberflache fiihrt. Diese Erh6hung 16st einen Zerfall in Mikro-
tropfchen aus (Coulumbexplosionen) und endet schlielich in einer Desolvation der Analytmo-
lekule beim Transfer in das Massenspektrometer. Damit Analytionen in der Losung vorliegen,
muss diese leicht sauer oder leicht basisch sein. Das Einbringen der entstandenen Analytmoleki-
lionen in das Hochvakuum der Massenanalysatoren erfolgt Gber ein Interface. Durch die Potenti-
aldifferenz zwischen Kapillare und Interface werden die lonen beschleunigt. Das in der Arbeit
genutzte ESI-Massenspektrometer LCQ-Deca besitzt zwei Arten von Massenanalysatoren: einen
Quadrupol-Analysator und eine nachgeschaltete lonenfalle. Der Quadrupol-Massenfilter wurde
Mitte der flnziger Jahre des letzten Jahrhunderts von der Forscher-Gruppe um Wolfgang Paul
entwickelt. Im Quadrupol wird ein quadrupolares elektrisches Feld (bestehend aus Radiofre-
qguenz und direkter Spannung) zur Trennung der lonen eingesetzt. Sobald ein bestimmtes Feld
angelegt ist, kénnen nur lonen mit bestimmten m/z-Werten, das Feld oszillierend durchqueren,
ohne dass die lonen auf die Wande des Analysators prallen. Die lonenfalle arbeitet auch nach
dem Prinzip des Quadrupolmassenfilters, allerdings beschreiben die lonen Kreisbahnen in der
lonenfalle, wodurch bestimmte m/z in der lonenfalle "gefangen werden kénnen. Das ermoglicht
dann eine Tandem-MS-Messung. Im Tandem MS (auch MS/MS genannt) wird ein Eltern-lon
durch seine Masse selektiert und durch ,,Kollsions-induzierte Dissozierung® fragmentiert. Die
Massen der entstehenden lonen werden bestimmt. Die Kombination milder lonisationsbedingun-
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gen und Tandem MS sind ideal fur die Analyse von Mischungen und ist besonders geeignet fiir
die Sequenzanalyse von Peptiden. Denn durch die Festlegung einer bestimmten Fragmentie-
rungsenergie brechen die Peptide an einer definierten Stelle der Peptidbindung. Diese Technik
wurde in den 1960ern von Malcolm Dole theoretisch entwickelt, jedoch erst in den 1980ern von
John B. Fenn praktisch genutzt [15].

Verfeinert wurde die Elektrospraytechnik durch die Nanospraymethode. Durch eine sehr feine
gezogene vergoldete Glaskapillare ist es maglich eine Flussrate von 5 bis 20 nl/min zu erreichen.

Nano-Elektrospray Innendurchmesser:

™  Probe 3-5 um
KKZ}» Flussrate: 5-20 nL/min

Druckluft goldiiberzogene Glaskapillare

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Aufbaus einer Nanospray-Apparatur. [14]

1.1.3 MALDI-Massenspektrometrie-Bindungsassay

Die MALDI-TOF-Massenspektrometrie wurde bereits zur Untersuchung von Protein-Liganden-
Bindung eingesetzt. Das Messen von gebunden Liganden im MALDI als Erganzung zur Analyse
mit Oberflachen-Plasmonresonanz (,,surface plasmon resonance®, SPR) konnte in einigen Arbei-
ten prasentiert werden. [16, 17] Nach der Durchfiihrung des klassischen SPR-Experiments mit
einem Liganden wird dieser Ligand direkt auf dem Biacore-Chip im MALDI detektiert. Dies
wird entweder als Beweis fir das VVorhandensein des verwendeten Liganden ausgenutzt oder zur
Identifikation von storenden Substanzen eingesetzt. Allerdings werden keine Kontrollen zur un-
spezifischen Bindung gezeigt.

Auch ein Immunoassay mit indirekter MS-Analyse wurde bereits etabliert. [18] Dabei erfolgt der
Bindungstest in einer mit Affinitatsmaterial geftllten Pipettenspitze. Die Elution der Liganden
erfolgte direkt in die MALDI-Matrix. Jedoch ist diese Art von Bindungstest umstandlich. Einfa-
cher ist es das Protein an einer MALDI-kompatiblen Oberflache zu immobilisieren, und diese
nach der Durchflihrung der Bindungstests direkt in das MALDI-Gerat zur Messung zu Uberfiih-
ren. In einer neueren Variante, dem so genannten MALDI-MES (MALDI-mass spectrometry
assisted enzyme-screening), wird die enzymatische Aktivitat mit einer im MALDI detektierbaren
Massenveranderung bestimmt. [19]

Als Tréger fir das immobilisierte Protein wurden auswechselbare goldbeschichtete Platten des
Herstellers des VVoyager DE Pro (das MALDI-Massenspektrometer), Applied Biosystems, einge-
setzt. Diese Platten passen in das Probentragersystem dieser Firma flr ihr Massenspektrometer.
Fur die Kopplung an die Goldoberflache der Platten wurde der ,,self assembled monolayer*
(SAM)-Effekt von funktionalen Thiolen verwandt (siehe Abbildung 2). Bei diesem Effekt
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kommt es zu einer Selbstorganisation der Molekdle aus einer Losung heraus an die Oberflache.
Die Goldoberflache wird gleichmaliig mit den Thiolen bedeckt, wobei die Thiolfunktion sich zur
Goldoberflache hin ausrichtet, um daran kovalent zu binden, wéhrend weitere funktionelle
Gruppen des Molekils frei stehen und damit fur die Bindung von z.B. Proteinen zugénglich sind.
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Abbildung 4: Prinzip der Kopplung von Protein an Goldoberflachen. Nach Ausbildung der selbstorganisie-

renden einlagigen Schicht (,,self-assembled monolayer, SAM) wird das Protein mit der Amin-
gruppe seines N-Terminus Uber die reaktive Gruppe des kovalent gebundenen Molekdils an die
Goldoberflache immobilisiert.

Im hiesigen Ansatz wurde die Arbeit von mehreren Gruppen weiterverfolgt, die die Bildung von
SAMs von Thiolen an Goldoberflachen zur Proteinimmobilisierung . Als Reagenz wurde zu-
néchst DTSP (Dithio-bis-[succinimidylpropionsédure]) verwendet, dessen Thiol-Gruppe kovalent
an die Goldoberflache bindet und mit seiner Succinimidfunktion eine Reaktionsmdoglichkeit fur
den N-Terminus der Proteine anbietet (siehe Abbildung 3).

Nachdem die kovalente Bindung von Proteinen an Goldelektroden durch Katz erstmalig be-
schrieben wurde, [20] wurde DTSP bereits zur Immobilisierung von Protein fiir einen mas-



1-Einleitung 7

senspektrometrischen Affinitats-Assayeingesetzt. [21, 22, 23] Das immobilisierte Protein kann
nun den zu testenden Substanzen ausgesetzt werden. Nach der Bindung werden ungebunden Li-
ganden abgewaschen und das Protein mit der MALDI-Matrix denaturiert. Dadurch wird der ge-
bundene Ligand aus dem Protein geldst und ist im MALDI nachweisbar.

Das Avidin/Biotin-Interaktion wurde bereits in einer MALDI-Massenspektrometrie basierten
Analyse von Liganden eingesetzt. [24] Aufgrund der hohen Affinitdt des Biotins an Avi-
din/Streptavidin (Kp = 10®) [14] und den vier Bindungsstellen fiir Biotin pro Proteinmolekiil ist
ein gutes Signal in der Massenspektrometrie zu erwarten.
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Abbildung 5: Reaktionsschema der Kopplung von Proteinen an Gold {ber Dithiobis-(succinimidylpropionat)
(DTSP). Die Disulfidbriicke des DTSP bricht an der Goldoberflache auf und die Schwefel-
gruppen binden kovalent an das Gold. Die Amingruppen der N-Termini der Proteine reagieren
mit der Succinimidylgruppe zu einer Amidbindung. Das Protein ist dadurch kovalent an die
Oberflache

Eine weitere Methode zur Kopplung an Goldoberflachen tiber SAM-Bildung ist die Funktionali-

sierung der Oberflache mit Mercaptopropionsdure und anschlieBender Aktivierung der Carbon-
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séuregruppe mit N-Hydroxysuccinimid in Anwesenheit wasserléslicher Carbodiimide, wie N-
Ethyl-N'-(3-(dimethyl)aminopropyl)carbodiimid (EDC). [25, 26, 27, 28, 29]
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Abbildung 6: Reaktionsschema der Kopplung von Proteinen an Gold Uber Mercaptopropionsaure (MPA).
Die Schwefelgruppe der MPA bindet kovalent unter der Bildung eines ,,single monolayers*
(SAM) an das Gold. Die Carboxylgruppen werden einer gekoppelten Reaktion von N-Ethyl-N'-
(3-(dimethyl)aminopropyl)carbodiimid EDC und N-Hydroxysuccinimid (NHS) zu Succimidyl-
resten funktionalisiert. Die Amingruppen der N-Termini der Proteine reagieren mit der Succi-
nimidylgruppe zu einer Amidbindung. Das Protein ist dadurch kovalent an die Oberflache ge-
bunden.

Der N-Terminus des zu immobilisiernden Proteins kann nun wie beim DTSP-SAM mit der so
entstandenen N-Hydroxysuccinimidfunktion zu einer kovalenten Bindung reagieren (siehe auch
Abbildung 4)

Ferner wird nach neuen Oberflichen fir die Probenaufgabe in der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie und deren Anwendung in einem Affinitatsassay gesucht. Bereits beschrie-
ben wurde die Verwendung von Streptavidin beschichteten Deckglaschen fir die Anreicherung
und anschlieBende Detektion von Mikroorganismen. [30] Fir diesen Zweck werden auch Affini-
tatsmembranen eingesetzt, die auf den Stahlprobentréger geklebt werden. [31]
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In dieser Arbeit wurden neben vergoldeten Metallplatten, die Eignung einer weiteren Oberflache
fir die MALDI-Messung uberprift, und zwar Laserdrucker-Folien. Diese Folien kénnen be-
druckt und danach vergoldet werden. Nach der Vergoldung kénnten Proteine an diese Oberfla-
che tber Thiol kovalent gebunden werden.

Weiter besteht die Mdglichkeit, das Protein direkt an die unvergoldeten Folien zu koppeln. [32]
In dieser Arbeit wird genau dieser Weg erstmals in Bzeug auf fir die Messung im MALDI-TOF
bestimmte Oberflachen beschritten. Eine direkte Messung im MALDI von an Nitrocellulose ge-
bundenen Antikérpern mit ihren Liganden wurde bereits beschrieben. [33] Jetzt sollen erstmals
kleine Liganden an das auf Nitrocellulose absorbierte Protein binden und detektiert werden.

1.1.4 Bindungstudien mit  Hockdruckflissigkeitschromatographie-gekoppelter  Mas-
senspektrometrie (HPLC-MS)

In diesem Verfahren wird ein Durchfluss-System eingesetzt: Der Assay wird nach zwei unter-
schiedlichen Prinzipien aufgebaut. Mit dem ersten Prinzip soll besonders affine Binder unter-
sucht werden. Nachdem das Protein an einem Tragermaterial immobilisiert wurde, kann mit die-
sem modifizierten Tragermaterial eine Sdule befullt werden und diese in einer Hoch-
leistungsflussigkeitschromatographie (HPLC, high pressure liquid chromatography) eingesetzt
werden. Die in Wasser geldsten Substanzen werden dem Protein im Fluss zur Bindung angebo-
ten. Uberschiissige Liganden werden wegspiilt, gebundener Ligand mit einem geeigneten Eluti-
onsmittel vom Protein gel6st und in einem lonenfallenmassenspektrometer mit Elektrosprayquel-
le (ESI-MS) analysiert.

ESI-MS
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des HPLC-Elektrospray-Massenspektrometrie-Systems zum Testen
von Protein-Liganden-Bindung wie in dieser Arbeit verwendet.

Die Detektion der nicht-gebundenen und wieder freigegebenen Liganden im Massenspektrome-
ter erlaubt eine einfache Unterscheidung der Substanzen anhand der Massen. Es ist somit keine
weitere Markierung der zu untersuchenden Verbindungen nétig. Mit diesem Verfahren kénnen
auch Mischungen untersucht werden. Einzige Voraussetzung ist, dass die Liganden unterschied-
liche Massen besitzen.

Ligand 1

e - i

[Binden der Liganden, Auswaschen der nicht-gebundenen Substanzen, Verzégerung der bindenden Liganden
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Ablaufs des Assays, dem immobilisierten Protein werden ver-
schiedene mdgliche Liganden in einer Mischung zum Binden angeboten (obere Abbildung).
Nur ein fir das Protein affiner Ligand bindet das immobilisierte Protein. Der Ligand wird
durch Denaturierung des Proteins wieder freigesetzt.

Ahnliche Assays arbeiten z.B. mit einer Trennung der Protein-Liganden-Bindung durch gepulste
Ultrafiltration und nachfolgende Analyse der Liganden durch ESI-MS. [34] Dabei erfolgt eine
Abtrennung des Protein-Liganden-Komplexes durch eine Membran, die das Protein nicht passie-
ren kann, von ungebundenen Substanzen. Durch ein organisches Losungsmittel wird das Protein
denaturiert und die Liganden freigesetzt. Diese kdnnen die Membran wieder passieren und wer-
den direkt im ESI-MS detektiert. In einem anderen System erfolgt die Trennung des Protein-
Liganden-Komplexes vom ungebundenen Liganden durch eine Avidinsaule. [35] In zwei weite-
ren Systemen wurden Liganden an eine Affinitatssdule gebunden und Proteine zur Bindung an-
geboten.[36, 37]

Eine in dieser Arbeit verwendete weitere Alternative zur Untersuchung von schwacher binden-
den Liganden ist die ,frontal affinity chromatography* (FAC) in Kombination mit Mas-
senspektrometrie, wie sie von Schriemer et al. durchgefuhrt wurde. [38, 39, 40] Hier wurde das
Protein nach seiner Biotinylierung an eine Avidin-Affinitatssdule gebunden und dem immobili-
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sierten Protein Substanzen im Durchfluss zur Bindung angeboten. Die Verzdgerung gebundener
Liganden gegeniber nicht-gebundenen Substanzen im Durchfluss wurde durch Detektion mit
ESI-MS bestimmt. Auch bei weiteren Protein-Liganden-Systemen wurde die FAC gekoppelt mit
ESI-MS erfolgreich eingesetzt, unter anderem fiir die Untersuchung von Galektinen [41], von
Lektinen [42], von Bindern des b-Ostrogenrezeptors [43] und von Inhibitoren des Epidermal
Growth Factors. [44] Dabei zeigte das System seine Eignung im Einsatz bei Bindungsstudien
von Naturstoffen. [45] Diese Veroffentlichungen besitzen alle eine Gemeinsamkeit: Es wurden
nur sehr gut wasserldsliche Liganden eingesetzt. Dies konnte ein erster Hinweis auf die Limitie-
rung der Methode sein. Ein Vorteil dieses Systems ist die Eignung zur Bestimmung der Disso-
ziationskonstante Kp, die erstmals von Kasai [41] beschrieben worden, jedoch ohne Kopplung an
ein HPLC-MS-System.

In der vorliegenden Dissertation soll die die FAC modifiziert werden. Anstatt der langwierigen
fortgesetzten Infusion des Liganden, wird lediglich eine bestimmte Menge Substanz aufgegeben.
Dies fuhrt nicht nur zu Einsparungen beim Stoffbedarf, sondern ermdglicht es, die FAC in einem
automatisierten System zu verwenden. Abbildung 9 zeigt das Prinzip der FAC, wie sie in dieser
Arbeit eingesetzt werden soll. Der Ligand wird auf eine S&ule beflllt mit Protein-beladenen
Chromatographiematerial aufgegeben. Die Liganden besetzen die freien Bindungsstellen des
immobilisierten Proteins. Nach einer gewissen Zeit 16st sich der Ligand wieder vom Protein und
wird von der Sdule gespult. Durch ESI-MS wird der Ligand im Eluat detektiert.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Ablaufs der frontalen Affinitdtschromatographie (frontal affinity
chromatographie, FAC), nach Kasai. [46]
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Als Tragermaterial wird POROS EP 20 verwendet, ein epoxidiertes Perfusionsmaterial, an des-
sen Epoxidgruppen jedes beliebige Protein ber seine N-terminale Amingruppe gebunden wer-
den kann (Abbildung 10). Dieses Material wurde bereits mehrfach fur Bindungsstudien und En-
zymaktivitatsmessungen durch HPLC eingesetzt, allerdings wurde gebundener bzw. ungebunde-
ner Ligand bei diesen Arbeiten nur Gber UV-Adsorption bestimmt (Uber die HPLC DAD). [36,
37]

0
/\ ﬂ P
CH—CH—CH, + NH — j CH—CH—CH, NH

Abbildung 10: Reaktionsschema der Proteinkupplung an POROS EP. Die Amingruppe des N-Terminus des
Proteins reagiert mit der Epoxidgruppe des Sdulenmaterials zu einer kovalenten Bindung. [49]

Die schlechte Reaktivitat des Epoxids mit I6slichen Proteinen, gerade bei dem fir Proteine opti-
malen neutralen pH-Werten, verringert die Immobilisierungsrate. Zur Verbesserung der effekti-
ven Immobilisierung wird ein Absorptionsschritt des Proteins an das Material durchgefiihrt. [50]
Durch hohe Salzkonzentrationen wird eine Art Aussalzungseffekt erzielt: Es kommt zu einer
Assoziation des Makromolekils mit der Oberflache des POROS-Materials durch das Salz, und
damit zu einer Erhéhung der effektiven Konzentration der nukleophilen Gruppen des Makromo-
lekuls in der Nahe der Epoxidgruppen.

Ein weiterer Ansatz wird in dieser Arbeit aus der Kooperation mit der Arbeitsgruppe Sauer aus
Berlin vorgestellt. Ahnlich der gepulsten Ultratfiltration wird hier der freie Ligand vom gebun-
denen Liganden abtrennt. In diesem Fall geschieht dies durch einen Gelfiltrationsschritt. Zum
Vergleich wurden von der Gruppe Mayr/Zehender (Novartis, Basel) einige Messungen mit dem
Speed Screen System aufgenommen, das ebenfalls auf der Trennung von gebundenem und freien
Material durch Gelfiltration beruht, wobei allerdings online mit der HPLC-MS gekoppelt ist.
Zuvor wurden bereits Online-Systeme mit GroRenausschlufichromatographie entwickelt. Blom et
al. haben 1999 ein System vorgestellt, in dem eine SEC-Sdule in einer HPLC-MS-Anlage vor
eine Reverse-Phase-Séule gekoppelt wurde. [51] Allerdings kann mit diesem Aufbau nicht der
gleiche Durchsatz erreicht werden, wie im Speed Screen. Aber eine Bestimmung der relativen
Dissoziationskonstanten ist moglich.

1.1.5 Gelfiltrations-Assays

Schon seit einiger Zeit wurden GroRenausschluBchromatographie und Massenspektrometrie zur
Uberpriifung von Ligandenbindung eingesetzt. [52, 51] In Kooperation mit zwei Arbeitsgruppen
ergab sich die Moglichkeit zwei dieser Testverfahren mit den in dieser Arbeit aufgebauten Bin-
dungsassays zu vergleichen.

Der Assay, den die Arbeitsgruppe Sauer vom MPI Berlin entwickelt hat, erfolgt in zwei Schrit-
ten: Zunéchst werden dem Protein einzeln oder gepoolt Liganden zum Binden angeboten. In
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einem ersten Gelfiltrationsschritt wird dann das Protein mit oder ohne gebundenen Liganden von
nicht gebundenem Material abgetrennt. Nach dem Prinzip der Gelfiltration tritt zunéchst das Pro-
tein aus der S&ule wieder aus. Die Nichtbinderfraktion wird mit organischem Ldsungsmittel elu-
iert. Das Protein der Proteinfraktion wird zunéchst durch Erhitzen denaturiert, wodurch der ge-
bundene Ligand wieder freigesetzt wird. In einem zweiten Schritt wird diese denaturierte Prote-
infraktion auf eine weitere Gelfiltrationssaule aufgegeben, wobei der freigesetzte Ligand vom
denaturierten Protein getrennt wird und aufgefangen werden kann ("Binderfraktion®). Die Bin-
der- und Nichtbinderfraktion kénnen nun massenspektrometrisch quantifiziert werden. Der ge-
samte Bindungsassay wird dabei im Mikrotiterplattenformat unter Verwendung eines neuentwi-
ckelten Gelfiltrationsmaterials durchgefihrt.
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Abbildung 11: Prinzip des Sauer-Assays und SpeedScreens: Beim Sauer-Assay wird die Proteinfraktion durch

Hitze denaturiert und die freigesetzten kleinen Molekiile vom Protein durch eine zweite Gel-
filtration abgetrennt. Das Photo rechts oben zeigt die im Assay eingesetzten Mikrotiterplatten
mit Einsédtzen.

Die Arbeitsgruppe Mayr/Zehender der Novartis AG hat ihr System ,,Speed Scan* getauft. [53] In
einer Mikrotiterplatten-Vertiefung mit winzigem Durchlass (Well) werden Ligandengemisch und
Proteinlosung gemischt. Diese Platte wird auf eine Mikrotiterplatte mit Gelfiltrations(SEC)-
material gesetzt, die ebenfalls kleine Durchlasse fir die Fllssigkeit besitzt. Unter diese Platte
kommt zum Auffangen der Eluate wiederum eine passende Mikrotiterplatte. Durch Zentrifugati-
on wird das Protein-Liganden-Gemisch auf das SEC-Material aufgetragen und die durchflieRen-
de Proteinfraktion aufgefangen. Die Loslésung des nicht an das Protein gebundenen Liganden
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erfolgt durch Denaturierung des Proteins mit organischem Ldsungsmittel. Es soll mdglich sein,
bis zu 400 Substanzen unterschiedlicher Masse pro Mikrotiterplatten-Vertiefung zu detektieren.
Damit ware es moglich 600.000 potentielle Liganden pro Tag an einem Protein zu messen. Die
Proteinfraktion wird direkt von der 96-well-Mikrotiterplatte in das HPLC-MS System einge-
spritzt. Anders als beim Assay von S. Sauer werden die zuriickgehaltenen niedermolekularen
Verbindungen nicht massenspektrometrisch untersucht.

1.2 PROTEIN-LIGANDEN SYSTEME

Zunéchst werden die verwendeten Proteine und ihre Liganden vorgestellt. Die Auswahl erfolgte
unter verschiedenen Gesichtspunkten. Zunachst wurde ein System ausgewdhlt, das den Aufbau
des Durchflussbindungstests mit Elektrospray und den Proteinarraytests mit MALDI-TOF er-
leichtern sollte. Das leicht verfiighare Streptavidin mit seinem hochaffinen Binder Biotin war
hier die nahe liegende und somit erste Wahl. Die weiteren Proteine werden zum einen nach
ihrem Stellenwert fir die Ligandensynthese im Arbeitskreis Waldmann ausgewéhlt, zum anderen
nach ihrer Verfligbarkeit.

1.2.1 Streptavidin

Das aus dem Streptomyces avidinii-Bakterium stammende Streptavidin ist in Kombination mit
Biotin, dem Vitamin H, ein beliebtes System zur affinen Kopplung. Durch die vier Bindungsstel-
len pro Proteinmolekiil und die groRe Bindungskonstante von 10™ mol™ ist es besonders geeig-
net, z.B. fur die Markierung bei der Hybridisierung von DNA. Da es zudem relativ gunstig ist
und nur geringe Anspruche bei der Handhabung stellt, wurde es zur Etablierung der Bindungsas-
says eingesetzt. [54]

1.2.2 Ras Protein

Die Ras-Proteine gehdren zu der Ras-(rat-adeno-sarcoma) Superfamilie und fungieren als Schal-
ter in den Signaltransduktionswegen der Zelle. Uber die Erregung eines Rezeptors in der Zell-
membran wird Ras durch den Grb-Sos-Komplex aktiviert. Diese Aktivierung besteht im Aus-
tausch von am Ras gebundenen GDP gegen GTP. Durch die Anlagerung des GTPs andert Ras
seine Konformation dahingehend, dass es in der Lage ist, Effektorproteine zu binden (s.
Abbildung 12). Ein Beispiel fur ein Effektorprotein ist Raf, die erste Kinase in der MAP-Kinase
Signalkaskade, an deren Ende die Expression verschiedener Gene durch die Phosphorylierung
einiger Transkriptionsfaktoren steht. Damit ist Ras der Vermittler zwischen einem Signal, das
von auflen auf die Zelle einwirkt, und dem Ziel des Signals im Zellkern. Sobald GTP zu GDP
und eine Phosphatgruppe zerfallen ist, ist Ras wieder inaktiv und die Bindung zu den Effektoren
wird gel6st. Daher wird die Signalweitergabe durch die GTPase Aktivitat des Ras reguliert. [55,
56]
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Abbildung 12: Die Effektoren des Ras-Proteins [55]

Durch Bindung an Ras erhdhen die GEFs die Dissoziationsrate des gebundenen Nukleotids und

stabilisieren kurzfristig den nukleotidfreien Zustand. Bei der Riickbindung von Nukleotid ist

nachfolgend das in der Zelle héher konzentrierte GTP bevorzugt. Nur im GTP-gebundenen Zu-

stand ist die switch-I1-Region so orientiert, dass eine Bindung und damit Aktivierung von Effek-
torproteinen stattfinden kann.Die konservierte Sequenz PM1 (10GxxxxGK S/T17) liegt in der
ersten Schleife, die das B- und y-Phosphat umschlie3t und deshalb auch als Phosphat- oder P-

Schleife bezeichnet wird. Ein in allen Ras-Proteinen gleich positioniertes Threonin in Position 35

(PM2) und das Konsensus-Motiv PM3 (s7DxxG Q/H/Te1) sind an der Koordination des Magne-
siums beteiligt und stabilisieren das y-Phosphat. Nach der irreversiblen GTP-Hydrolyse gehen
diese Kontakte zum y-Phosphat verloren, was zu einer Konformationsanderung des Proteins

fihrt. [55, 56]

GTP-form GDP-form

Ran C=term.

Abbildung 13: Réntgenstrukturanalyse der GTP- und GDP-gebundenen Form von H-Ras. [57]
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Das aktivierte GTP-Ras ist nun in der Lage, verschiedene Effektoren zu binden und somit
Signaltransduktionswege zu aktivieren. Eine Veranderung des Ras kann schwerwiegende Folgen
fur die Zelle haben.

1.2.3 E. coli Guanylatkinase

Im Verlauf der Arbeit werden verschiedene Nukleotidkinasen expremiert. Fir die mas-
senspektrometrischen Bindungsassays wird die E. coli Guanylatkinase (GK) eingesetzt.

Dieses Enzym Katalysiert die Phosphorylierung von GMP die reversible Ubertragung der end-
standigen Phosphatgruppe von ATP zu GMP und nach folgendem Reaktionsschema [67]:

(A)GMP + Mg ())ATPg—= (d)GDP + Mg - (d)ADP

Der Guanylatkinase besitzt nicht nur eine wichtige Position bei der Bereitstellung von GTP zur
DNA-Synthese in der Zelle, sondern besitzt auch eine zentrale Funktion im Guanosinphosphat-
Kreislauf (cGMP-ZykKlus, siehe Abbildung 14). [59]
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Abbildung 14: Darstellung des cGMP-Zyklus, GUK = Guanylatkinase, NDK = Nukleosiddiphosphatkinase

Durch den cGMP-Zyklus besitzt die Guanylatkinase eine wichtige Rolle bei der Regulation von
Zellzyklus-regulierenden Enzymen, wie z.B. Ras-Proteinen, die durch eine Guanosintriphosphat-
Bindung aktiviert werden. [60,[68]

Erste kinetische Untersuchungen wurden von Agarwal an aus S&ugergewebe gewonnenem En-
zym durchgefuhrt. [62], Eine vollstandige Aufklérung des katalytischen Mechanismus gelang
allerdings erst an rekombinanter S-cervisiae-Guanylatkinase. [63] Ahnlich den tibrigen Mono-
nukleotidkinasen binden beide Substrate zundchst an das Enzym und bilden einen terndren
Komplex. Sowohl die Bindung der Substrate GMP und ATP+Mg", wie auch die Freisetzung der
Produkte GDP und ADP erfolgt zufallig als bi-bi-random-Mechanismus. Der katalytische Me-
chanismus wird in Abbildung 15 schematisch dargestellt.
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GUK.ATP GUK.ADP
+ATF'/ \SMP -Gy \ADF'
GUK GUK- ATP-GMP¥—= GUK ADP-GDP GUK
+Gr:&l %J—\TP -ADN /-:DP
GUK.GMP GUK-GDP
Abbildung 15: Schema des bi-bi-random-Reaktionsmechanismus der Guanylatkinase. Das Mg2+-lon des

Mg+ATPKomplexes wurde aus Platzgriinden weggelassen. [63]

Die Bindungsdomane der Guanylatkinase flr die Substrate gilt als sehr flexibel. [65] Mdller-
Diekmann et al. nehmen an, dass die katalytischen Zentren von Mononukleotidkinasen sich
durch die Bindung der Substrate aneinanderlagern und sich durch die Produktfreisetzung wieder
voneinander trennen. Daher liegen die Enzyme in zwei unterschiedlichen Konformationen vor.
[66] Die in dieser Arbeit eingesetzte E. coli Guanylatkinase zeigt hingegen eine kooperative
Bindung von GMP. [61] ,,Kooperative Bindung* bedeutet, dass das erste gebundene Substrat die
Konformation des Proteins dahingehend &ndert, dass die Bindung weiterer Substrate beeinflusst
wird. Diese Konformationsanderung kann eine Erleichterung oder aber eine Erschwerung der
Bindung weiterer Substrate bedeuten.

1.2.4 Farnesyltransferase: Eine Protein-Prenyltransferase

Ein wichtiger Faktor fur die biologische Aktivitat der Ras-Proteine ist ihre Farnesylierung am C-
Terminus des Proteins. Nur mit dem Farnesylrest ist eine Verankerung der Ras-Proteine an der
Zellmembran méglich. Die Zn**-abhangige Prenyltransferase katalysiert die Farnesylierung am
C-terminalen CaaX-Motiv des Ras-Proteins. [64] Eine Verankerung an der Membran ist eine der
Voraussetzungen fur die Aktivitat der Ras-Proteine. Das macht Farnesyltransferase interessant
als Ziel der Krebsforschung. Dabei wird die Farnesylgruppe aus dem Farnesylpyrophosphat an
das Cystein des CaaX-Motivs gekoppelt. Diese Farnesylgruppe ist entscheidend flr die biologi-
sche Aktivitat des Ras-Proteins. Es bildet den Anker des Proteins an die Membran. Zudem ist die
Proteolyse, Methylierung oder Palmitoylierung von der Farnesylierung abhangig. Daher ist die
Farneylstransferase einZiel fir die Krebsforschung [69, 70, 71].
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Abbildung 16: Réntgenstrukturanalyse der Farnesyltransferase mit Farnesylpyrophosphat im katalytischen
Zentrum. [64]

Das Protein besteht aus einem a- und b-Heterodimer, die fassartig angeordnet sind. Im Inneren
dieser Struktur befindet sich die hydrophobe Tasche, in die das Farnesylpyrophosphat binden
kann. Das Nukleophil fiir den Angriff auf die ionisierte Farnesylgruppe ist das Zn®*-aktivierte
Thiolat des Cysteins. [64] Ein Farnesyltransferaseinhibitor kann die Struktur der Farnesylpy-
rophosphats nachahmen, um das katalytische Zentrum fir das eigentliche Substrat zu blockieren.

1.2.5 Cdc25a

Eines der ersten regulatorischen Proteine des Zellzyklus, das isoliert werden konnte, [72] war die
Phosphatase Cdc25a, nach der die gesamte Familie der Cdc25 Phosphatasen benannt wurde. Die
Mitglieder dieser Familie (neben Cdc25a gehdren ihr Cdc25b und Cdc25c¢ an) regulieren die
Aktivierung der Cyclin-abhdngigen Kinasen in hoheren eukaryotischen Zellen durch
Dephosphorylierung der inhibierenden Phosphorylierungsstellen. Beispielsweise aktiviert die
Phosphatase Cdc25a den Cdk2-Cyclin-Komplex durch Hydrolyse je eines Phospho-Threonin
und Phospho-Tyrosinrestes und reguliert somit den Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase
des Zellzyklus (Abbildung 4). [73, 74] Die katalytische Einheit der Cdks ist allerdings erst im
Komplex mit weiteren regulatorischen Untereinheiten den Cyclinen aktiv. Dabei reguliert
Cdc25a den Ubergang von der G1 zur S Phase. [76, 75] Dieser Punkt ist ein Kontrollpunkt im
Zellzyklus. Durch Kontrollpunkte im Zellzyklus kann der Zellzyklus gestoppt werden, wenn ein
Fehler bei der Mitose durch z.B. geschédigte DNA auftritt. In menschlichen Zellen beeinflusst
eine stabile Form der Phosphatase ebenfalls die Mitose. [77] In einem hdheren Organismus wie
z.B. einem S&ugetier fihrt das Versagen der Kontrollpunkte dazu, dass die Zellproliferation un-
kontrolliert ablauft. Dies bedeutet die Bildung von Krebs.
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Abbildung 17: Schema der Funktion der Cdc25a-Phosphatase im Zellzyklus.[72]

Cdc25a gehort der Superfamilie der PTPasen an, deren Mitglieder durch das CXsR Motiv ge-
kennzeichnet sind. Der hohe Verwandtschaftsgrad der Phosphatasen l&sst vermuten, dass Inhibi-
toren fir eine Phosphatase auch gegen andere Phosphatasen aus dieser Familie wirksam sind.

PTPasen Superfamilie
CX5R-Motiv

VH1-ahnliche Mitogen-aktivierte Kinase assoziierte Phosphatase Cdc25 Phosphatasen
Phosphatasen Proteinkinasen Phosphatasen

Abbildung 18: Einordnung der Cdc25a-Phosphatase in die Familie der Phosphatasen [78]

Das CXsR-Motiv spielt die entscheidende Rolle der katalytischen Aktivitat aller Phosphatasen.
[64] In mehreren Arbeiten kristallisierte sich das Cystein als Nukleophil, welches das Phosphat-
atom direkt angreift, heraus, wahrend das Arginin zur Stabilisierung des Ubergangszustandes
dient. Das CXsR Motiv entspricht im Cdc25a den Aminosauren Cys*® bis Arg*®. Interessant ist,
dass bisher beim Cdc25a keine Aminofunktion identifiziert werden konnte, die als ,,general acid*
dient. [79] Auch besitzt die katalytische Doméne dieser Phosphatase keinen Loop, der die Bin-
dung des Substrats erleichtern kdnnte. [80]
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Abbildung 19: Katalytische Doméne des Cdc25a nach Fauman et al [79]]

In vielen Arbeiten wurde bereits der Zusammenhang zwischen einer Uberexpression von Ccd25a
und der Entstehung bestimmter Krebsarten aufgezeigt. Dazu gehdren Kopf- und Halstumoren,
Nicht-Hodgkin-Lymphone und Lungenkrebs der nicht-kleinen Zellen. Zudem kann Cdc25a mit
Ras kooperativ als Onkogen wirken. Die Koexpression von Ras und Cdc25a bewirkt ein Zell-
wachstum in Kultur und Tumorenbildung in nackten Méusen. [81]

Dal die Cdc25-Phosphatasen diese enorm wichtige Rolle bei der Entstehung etlicher Krebsarten
und auch von Alzheimer spielen, und sie dadurch attraktive Ziele fur die Inhibierung sind, [66]
sind nun eine Reihe bekannt, die als Leitstrukturen fiir die Inhibitorensuche dienen.

In einer neuen Veroffentlichung werden Surinam und seine Derivate als Cdc25a-Inhibitoren
beschrieben, [82] wobei der ICs-Wert fur Surinam bei 1,5 pM, der des starksten Derivat bei
0,38 UM liegt. Auch wurden Inhibitoren fur Cdc25a in marinen Schwammen gefunden. [83] Die
Depsipeptide Stevastelin A (IC50 = 2 uM) und B (IC50 = 19.8 uM) 16 sind VHR-Inhibitoren,
die von Michael Manger néher untersucht wurden. Dabei entwickelte er unter anderem Inhibito-
ren fiir die Cdc25a-Phosphatase mit einem IC50 von bis zu 1 uM. [84] Lars Wittenberg baute
eine Substanzbibliothek der y-Hydroxybutenolid-Einheit des Dysidiolids auf, die ebenfalls Inhi-
bitoren mit einem IC50 von bis 1uM aufweist. [85] Interessant ist in dem Zusammenhang auch
die Zusammenstellung in Koch et al. [86]

1.3 ZIELSETZUNG

Die groBe Menge der neusynthetisierten biologisch aktiven Substanzen verlangt nach einem
schnellen und zuverldssigen Testsystem. Die Methode der Massenspektrometrie erlaubt eine
Identifizierung und Quantifizierung von Proben ohne spezielle Marker (wie sie bei Fluoreszenz-
oder NMR-Messungen nétig sind). Daher ist sie das Mittel der Wahl beim Screenen von Sub-
stanzbibliotheken. In diesem Projekt wird die Moglichkeit ausgelotet, die Massenspektrometrie
zur Untersuchung von Protein-Liganden-Bindung einzusetzen. Dazu trifft der freie Ligand auf
immobilisiertes Protein und kann an dieses binden, wahrend nicht bindende Substanzen durch
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Waschen entfernt werden. Durch geeignete Elutionsmittel wird der gebundene Ligand wieder
gelost und massenspektrometrisch identifiziert. Hier wurden zwei Mdglichkeiten der mas-
senspektrometrischen Analyse eingesetzt, zum einen das HPLC-gekoppelte Elektrospray-
lonenefallenmassenspektrometer und das MALDI-TOF-Massenspektrometer. Die MALDI-TOF-
Messungen sind einfach und schnell mit hoher Empfindlichkeit durchzufiihren, wahrend ESI-MS
die Mdglichkeit zur Quantifizierung von Bindung ert6ffnet. Dabei sollen die Schwierigkeiten
naher betrachtet werden, die die Untersuchung von Substanzbibliotheken mit sich bringenund
ausgelotet werden, ob diese umgangen werden kénnen.

Sowohl im Bereich eines MALDI-MS, wie eines ESI-MS-basierten Bindungsassays, gibt es, wie
in Kapitel 1 erwéhnt, bereits Veroffentlichungen tber einsatzfahige Systeme. Dazu gehdren die
Arbeiten von Bundy und Fenselau und Alonso und Fenselau. Alle drei Arbeiten beschreiben ein
System, in dem ein Lektin auf einer Gold- [21, 31] bzw. einer Glasoberflache [30] immobilisiert
wurde. Diesem Lektin wurde entweder ein einzelner Binder wie Oligomannose 9 oder die Car-
bohydrate eines E. Coli-Extraktes zur Bindung angeboten. Die Arbeiten, bei denen eine Gold-
oberflache eingesetzt wurde, unterscheiden sich bezlglich der eingesetzten Organismen, aus
denen die Zellextrakte stammen. Brockman und Orlando verdffentlichten 1995 ein System, bei
dem ein Antikorper gegen Biotin auf einer Goldoberflache mit derselben Technik kovalent ge-
bunden wurde [22], wie in der Ver6ffentlichung von Bundy und Fenselau [21]. Diesem Antikor-
per wurde biotinyliertes Insulin und Myoglobin als Kontrolle zur Bindung angeboten. Eine wei-
tere Verbesserung ihrer Technik bestand in einer weiteren Veroffentlichung darin, einen g-INF-
Antikorper uber SAM und Dextranlinker an eine Goldoberflache zu binden. [104] In einer Arbeit
von Neubert et al. wird der MALDI-Affinitatsassay nochmals verbessert indem die Orientierung
bei der Immobilisierung kontrolliert wurde. [23] Allerdings dient der Affinitatsassay dazu
Schwangerschafts- und Krebsmarker aus Blut, also Antigene mithilfe von Antikorpern, zu analy-
sieren. Etliche Arbeiten und besonders die von Nelson und Mitarbeitern befassen sich mit der
Untersuchung von Oberflachen-Plasmonresonanz (surface plasmon resonance, SPR)-Protein-
Chips im MALDI-MS.Hier wird jedoch nicht das Screenen von Substanzbibliotheken, sondern
von Antikorper-Antigenbindung und Protein-Peptidbindung beschrieben. [17, 18, 16, 109, 103,
143]

Im Bereich der Durchflusssysteme wurde vor allen Dingen die frontale Affinitatschroma-
tographie (“frontal affinity chromatography“, FAC) in Kombination mit Massenspektrometrie,
das FAC/MS-System, zur Untersuchung von Protein-Liganden-Bindung beschrieben, in einer
neueren Veroffentlichung von Schriemer sogar Hochdurchsatzmessung von Substanzbibliothe-
ken als etabliert bezeichnet. [47] Sehr viele Arbeiten dazu stammen aus der Gruppe um Schrie-
mer. [38, 39, 40] In diesen Arbeiten wurde Protein nach seiner Biotinylierung an eine Avidin-
Affinitatssédule gebunden und dem immobilisierten Protein Substanzen im Durchfluss zur Bin-
dung angeboten. Dabei handelt sich hauptséchlich um Lektine bzw. Galektine mit verschiedenen
Sachheriden als Liganden. Auch bei Veroffentlichungen anderer Gruppen (wie z.B. die um Ka-
sai) wurde die Untersuchung von Lektinen und Galektinen und ihren Bindern beschrieben. [42,
41] Die Gruppe um Schriemer untersuchte auch die Binder des b-Ostrogenrezeptors. [43] Eine
weiteres Team um Xu befasste sich mit den Inhibitoren des Epidermal Growth Factors [44] und
zeigten dabei die Eignung des Systems zu Bindungsstudien von Naturstoffen, die sich als Heil3-
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wasserextrakt aus chinesischen Krautern gewinnen lieen. [45] In zwei Reviews wird die
FAC/MS als die Perspektive im Hochdurchsatz-Screening von Substanzbibliotheken beschrie-
ben. [48, 134]

Die MALDI-MS und HPLC-MS- basierten Bindungsassays sollen in dieser Arbeit aufgebaut und
hinsichtlich ihrer praktischen Einsetzbarkeit flr heterogene Substanzbibliotheken Uberpriift wer-
den. Dazu sollen Ergebnisse, die in Gelfiltrationsassays anderer Arbeitsgruppen mit diesen Sub-
stanzen gewonnen werden, als Vergleich dienen. Teilweise sollen auch die massenspektroskopi-
schen Analysen, die sich an die Gelfiltrationbindungsassays anschliel3en, selbst durchgeftihrt
werden. Neben der Veroffentlichung von Muckenschnabel et al., mit deren Speed Screen Sub-
stanzen in dieser Arbeit getestet werden sollen, sei hier auf frihere Arbeiten von Wabnitz ver-
wiesen, die mit Mikro Spin Saulen und mit Mikrotiterplatten die Gelfiltrationsassays mit einem
Enzym namens Peptiddeformylase und funf ihrer Inhibitoren durchfiihrten und anschlieRend die
Proben der ESI-MS zufiihrten. [87] Blom et al. koppelten eine grélere Gelfiltrationssaule direkt
mit der LC-MS, um das humane Matrixmetalloprotease und 4 ihrer Inhibitoren in einem Ge-
misch zu untersuchen. [51] Die Gelfiltrationsassays bieten die Mdglichkeit ohne die Immobili-
sierung eines Proteins arbeiten zu kdnnen und sind deshalb ein interessanter Vergleich zu den
Bindungsassays, die auf der kovalenten Bindung des Zielenzym an einer Array-Oberflache oder
Saulenmaterial beruhen.

Im Verlauf der Arbeit soll gezeigt werden, wie sinnvoll der Einsatz von derartigen Techni-
ken zum Screenen von Substanzbibliotheken ist, und ob sich diese Techniken zu einem
Routinesystem ausbauen lassen.



2 Materialien und Gerate

2.1 MATERIAL

2.1.1 Verbrauchswaren

15 und 50 ml Plastikréhrchen
Reaktionsgefale

Pipettenspitzen
Mikrotiterplatten

Blattgold, Scheidegold, 24 Karat
POROS 20 EP Media
Nitrocellulose

2.1.2 Chemikalien

Harnstoff

Tris

Coffein

Ammoniumsulfat
EDTA-Natriumsalz
Zinksulfat

Coomassie G250
Guanidinhydrochlorid
Zitronensaure
Ammoniumhydrogencarbonat
Natriumchlorid

POROS EP 20
Dithioerythriol

HEPES

Sinapinsdure
a-Cyano-hydroxy-Zimtsaure
THAP
Dihydroxybenzoeséure

(Falcon)
(Eppendorf)
(Gilson, Eppendorf)
(Nunc)

(Imperator)

(Bio Perseptive)

(Schleicher und Schuell)

(Roth)

(Roth)

(Sigma)
(AppliChem)
(GERBU)
(Serva)

(Serva)
(GERBU)
(J.T.Baker)
(Fluka)
(Riedel-de-Haen)
Applied Biosystems
(GERBU)
(Serva)

(Sigma)

(Sigma)

(Fluka)

(Sigma)
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Chemikalien (Forts.)

NP40

DTE

Acrylamid

Glycin

Glycerin
Ammoniumpersulfat
DTSP
Mercaptopropionséure
N-Hydroxysuccinimid
EDC

TEMED

Trypsin, bovin pancreas

2.2 GERATE

MALDI-TOF Voyager DE-PRO
Biospectrometry Workstation
ESI-MS: LCQ Deca und LCQ Classic
LTQ

HPLC-System: Agilent 1100 Serie
HPLC-Sdulen: CC125/4

Nucleodur 120-5 C18:

Centrifuge 5415R

Thermomixer Comfort

Schittler: Series 25 Incubator Shaker
Zentrifuge: Sorvall Superspeed
Centrifuge 5403

Centrifuge 5415R

Rotoren: SS-34; SLA-3000; GS-3
Agarose-Gelanlagen: DNA-Sub Cell
Acrylamid-Gelanlagen: MiniProtean |1
Powerpack Biometra 25

Powerpack Phero-Stab 500
Micropipetten

Inkubator: CO2-Autozero

Sonifier

(Calbiochem)
(Serva)
(Diagonal)
(Roth)

(Roth)

(Serva)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma-Aldrich)
(Sigma)
(Roche)

(Perseptive Biosystems)

(Finnigan)
(Finnigan)
(Hewlett-Packard)

(Macherey+Nagel)

(Eppendorf)
(Eppendorf)

(New Brunswick Scientific)
(DuPont)
(Eppendorf)
(Eppendorf)
(Sorvall)

(BioRad)

(BioRad)
(Biometra)
(Biotec-Fischer)
(Gilson, Eppendorf)
(Heraeus)

(Branson 250)
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Gerate (Forts.)

Photometer
Mikrotiterplattenreader
Mikroskop Axiolab 40
UV/VIS-Spektrometer
MALDI-Probentréger

2.3 LOSUNGEN

TBE

Laemmli-Gel: Upper Buffer
Laemmli-Gel: Lower Buffer
Laemmli-Gel: Laufpuffer

ABA 38,5%

Schégger-Gel 10x Anodenpuffer

Schégger-Gel 10x Kathodenpuffer

ABA 49,5 %

Coomassie Farbeldsung fur Acrylamidgele
Entfarbeldsung fir Coomassiefarbung

5x Bradford-Reagenz

BCA-Assay, Reagenz A

BCA-Assay, Reagenz B

Denaturierender Lysepuffer, Cdc25a

(Eppendorf)
(Finnigan)

(Zeiss)

(Cary UV/VIS)
(Applied Biosystems)

89 mM Tris; 89 mM Borsaure, 2
mM EDTA
0,4% (w/v) SDS; 0,5 M Tris/HClI,

pH 7,5

0,5% (w/v) SDS; 1,5 M Tris/HClI,
pH 8,8

192 mM Glycin, 25 mM Tris; 0,1%
(w/v) SDS

37,5 % Acrylamid, 1 % Bisacryla-
mid

2M Tris/HCI, pH 8,9

1 M Tris/HCI, 1 M Tricin; 1 %
(w/v) SDS; 0,01 % (w/v) NaN3, pH
8,25

48 % Acrylamid, 1,5 % Bisacryla-
mid

0,1% Coomassie R250; 10% Es-
sigsaure; 50% Methanol

10% Essigséure; 5% Methanol
50% (v/v) konz. H3POy; 25 % (V/Vv)
Ethanol; 0,05% (w/v) Serva Blue G
1 % Bicinchoninsdure-2Natrium; 2
% Na,COs; 0,16 % NatriumKali-
umtartrat; 0,4% NaOH; 0,95 %
NaHCOg; auf pH 11,25 mit 50 %
NaOH (aqg.) einstellen

4 % Kupfersulfat in Aqua bidest.

8 M Harnstoff; 10 mM TrisCl; 100
mM NaH,PO,; mit NaOH auf pH 8
einstellen
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Losungen (Forts.)

Denaturierender Elutionspuffer 1, Cdc25a

Denaturierender Elutionspuffer 2, Cdc25a

Schégger-Gel Gelpuffer
Laufpuffer fiir die HLPC-MS

EP-High Salt Buffer

Farnesylierungspuffer

Phosphatpuffer

Nukleotidkinasen-Assaypuffer

Cdc25a-Assaypuffer

Trypsin-Verdaupuffer

LB-Medium

SET

Lysepuffer Nukleotidkinasen
Waschpuffer Nucleotidkinasen
Elutionspuffer Nukleotidkinasen

MRFA-Stockldsung

8 M Harnstoff; 10 mM TrisCl; 100
mM NaH,PO,4; mit HCI auf pH 5,9
einstellen

8 M Harnstoff; 10 mM TrisCl; 100
mM NaH,PO,4; mit HCI auf pH 4,5
einstellen

3 M Tris/HCI, 0,3 % (w/v) SDS,
0,01 % (w/v) NaN3

0,1 mM Natriumacetat, mit NaOH
auf pH 7,2 eingestellt

1,5 M NaySOy4; 100 mM Natrium-
phosphat; pH 8,5-9,0

30 mM Tris/HCI, pH 7,8; 20 mM
KCI, 1 mM MgCl,, 10 uM ZnCl,,
0,5mM DTE

56 mM NaHPO, 17 mM
NaH>PO4; pH 7,13

100 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100
mM KCI; 10 mM MgCI2; 2 mM
ATP; 1 mM GMP; 0,5 mM PEP;
0,25 mM NADH; 5 U Lactatdehy-
drogenase; 4 U Pyruvatkinase

50 mM Tris, 50 mM NaCl, 1 mM
DTE, pH 8,0

50mM  Ammoniumhydrogencar-
bonat, 5 mM CacCl,

10 g NaCl; 10 g Bacto-Pepton; 5 g
Yeast-Extract pro Liter Aqua
Bidest; pH 7- 7,4

1 mM EDTA; 150 mM NacCl; 20
mM TrisCl; pH 7,8

50 mM Tris, pH 8; 300 mM NacCl;
10 mM Imidazol

50 mM Tris, pH 8; 300 mM NaCl;
20 mM Imidazol

50 mM Tris, pH 8; 300 mM NacCl;
250 mM Imidazol

5 nmol/ul in 50 % Methanol, 50 %
Wasser
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2.4 PLASMIDE UND BAKTERIENSTAMME

XL1

BL21-DE3

Plasmide

pET23 rat FT

PET9d mit Cdc25A-His
ADK1

pURK1

pECAK

pHsSAK1






3 Methoden

Die molekularbiologischen und proteinchemischen Methoden wurden enthommen aus Maniatis:
Protocol of molecular biology. [88] Zusammensetzungen von Puffern wurden von Stoll und
Blanchard 1990 veroffentlicht. [89]

3.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

3.1.1 Rekonstitution von DNA aus Filterpapier

Das Filterpapier wurde moglichst exakt mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten und in ein
Eppendorfreaktionsgefal? transferiert. Dann wurde in drei Portionen 50 ul TE-Puffer pH 8,0 zu-
gegeben und geschdittelt. Nach dem Abzentrifugieren wurde bei 4°C fur drei Stunden inkubiert.
Die DNA-L6sung wurde danach in ein frisches Eppendorfreaktionsgefal Gberfiihrt.

3.1.2 Elektrotransformation

Fur die Elektrotransformation wurden bis zu 20 pl Plasmid-Lésung und 70 pl kompetente Bakte-
rien vermischt (fir Plasmid-Aufreinigung wurde der XL1-Stamm, fiir Proteinexpression der
BL21-DE3-Stamm eingesetzt), fir eine Minute auf Eis inkubiert und luftblasenfrei in die E-
lektrokiivette (welche trocken sein muss) tberfiihrt. Der Elektroschock wurde bei einer Kapazitat
von 125 pF und einem Widerstand von 800 Ohm mit 1,5 kVolt Spannung ausgefihrt. Die Zeit-
konstante betrug etwa 10 bis 16. Dieser Ansatz wurde in einem Milliliter LB-Medium aufge-
nommen, in ein Réhrchen Gberfihrt und eine Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurde der An-
satz auf einer LB-Agar-Platte ausgestrichen und tibernacht bei 37°C inkubiert.

3.1.3 Préaparation kleiner Mengen Plasmid-DNA (“Mini-Prap”)

Von einer LB-Agar-Platte wurden einige Kulturen der transformierten E. coli gepickt und damit
5ml-LB-Kulturen angelegt und diese bei 37°C fur finf bis sechs Stunden geschiittelt. Nach dem
Erreichen der gewiinschten Dichte (also bei einer OD von etwa 1,5) wurden von jeder Kultur 1,5
ml in ein Eppendorfreaktionsgefal tberfiuhrt. Die Bakterien wurden funf Minuten lang bei
Raumtemperatur in einer Eppendorftischzentrifuge pelletiert. Das Pellet wurde in 100 pl Lésung
I resuspendiert. Nach Zugabe von 200 pl Lésung Il wurde durch Invertieren gemischt und dann
fir funf Minuten bei 4°C inkubiert. Darauf folgend wurden 150ul Ldsung 111 addiert und die
Proben fur weitere 10 Minuten auf Eis stehengelassen. Nach 10 Minuten Zentrifugation (RT,



30 3-Methoden

14000 rpm) wurden Proteine mit 400 ul Phenol in TE und 200 pl Chloroform geféllt. Die wass-
rige Phase wurde nochmals mit 400 ul Chloroform extrahiert. Fir eine bessere Phasentrennung
wurde kurz anzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und mit dem zweinhalbfachen
Volumen Ethanol abs. vermischt. Die DNA wurde 30 Minuten lang bei 4°C abzentrifugiert. Das
Pellet wurde in 500 ul 70% Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet. Die DNA wurde in
20 pl TE aufgenommen.

3.1.4 Restriktion von Plasmid-DNA (Testrestriktion

Es wurde folgender Ansatz pipettiert und bei der fir das entsprechende Enzym optimalen Tem-
peratur (meist 37°C) fur eine Stunde inkubiert.
10 pl-Ansatz: X Ul DNA (etwa 1 pug DNA)

1 pl 10fach Restriktionspuffer

0,3 pl Enzym 10 U/ul

8,7 — x pl Millipore Wasser

3.1.5 Agarosegelelektrophorese

Je nach FragmentgroRe wurde eine 0,8 bis 2% Agarose-Losung in TBE mit Ethidiumbromid
(120 pl 1%/2l) aufgekocht. Die Losung wurde in die Gelkammer gegossen und ein Kamm einge-
steckt. Nach dem Erstarren des Gels wurde die Gelkammer in eine mit TBE-Puffer (mit Ethidi-
umbromid) geflllte Elektrophoresekammer gesetzt und der Kamm herausgezogen. Die DNA-
Proben wurden mit 3-fach Probenpuffer versetzt und ebenso wie der Marker in die Probenta-
schen des Gels gegeben. Das Gel lief fur etwa eine halbe Stunde bei einer Spannung von etwa 60
bis 100 Volt.

3.1.6 Sequenzieren

Fur die Sequenzierung eines Plasmids musste zunéchst die Sequenzier-PCR durchgefiihrt wer-
den. Flr den Ansatz wurden 0,7 pl DNA-L6sung (Konzentration: 0,5 bis 1 pg/ul), 1 pl Primer
(Konzentration je 1 pmol/pl T7-Promotor und T7-Terminator), 3 pl Wasser, 2 pl DMSP und 4 pl
ABI Prism Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit® gemischt. Dieses Kit
enthielt, zusétzlich zu den dNTP einer einfachen PCR, Didesoxytrinukleotide, die mit vier ver-
schiedenen Farbstoffen, entsprechend der Basen, markiert sind. Das Sequenzierprogramm der
PCR-Maschine fir einen Zyklus sah folgendermal3en aus: 10 Sekunden bei 96°C, 10 Sekunden
bei 50°C und 4 Sekunden bei 60°C. Dieser Zyklus wurde 25mal wiederholt und der Ansatz da-
nach bis zur Verwendung bei 4°C gekunhit.
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3.2 PROTEINCHEMISCHE METHODEN

3.2.1 Proteinmengenbestimmung nach Bradford

In der nachfolgenden Aufstellung sind die Mengen an BSA-Protein und die Volumina fir die
Kalibrierreihe des Bradfordtests aufgefihrt. (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Standardproben fiir Proteinmengenbestimmung

" pl Stocklésung fur ein ml
Stocklésung BSA Bradfordreagenz pug BSA/ 1ml Assay

0,1 mg/ml 20 2
0,2 mg/mi 20 4
0,4 mg/mi 20 8
0,6 mg/mi 20 12
0,8 mg/mi 20 16

1 mg/mi 20 20

Zwischen einem und 20 pl der Proteinlésung wurde in eine 1-ml Plastikkivette pipettiert und
1ml 1:5 verdiinnte Bradford-Reagenz zugefiigt. Nach 10 Minuten Inkubation bei Raumtempera-
tur wurde die Absorption bei 595nm Wellenlédnge im UV/VIS-Spektrometer bestimmt [90].

3.2.2 Proteinbestimmung mit BCA (Bicinchoninsaure)

Es wurden Standardproben mit einem Volumen von 50 pl mit folgenden Proteinmengen (BSA)
vorbereitet und in ein Eppendorfreaktionsgefal tberfuhrt: 2,5, 5, 10, 25, 50 und 100 pg. Von den
unbekannten Proteinproben wurden ebenfalls 50 ul in ein Eppendorfreaktionsgefal pipettiert.
Fur die Arbeitslosung wurden 9,8 ml Reagenz A mit 200 pl Reagenz B gemischt und davon zu
jeder Proteinprobe 950 pl gegeben. Die Ansatze wurden 15 min lang bei 56°C zur Reaktion ge-
bracht. Nach Abschluss der Reaktion wurden die Proben abgekihlt und in Einmalkiivetten ge-
fallt. Bei 562 nm wurde die Absorption bestimmt [75].

3.2.3 Proteinexpression und Aufreinigung

3.2.3.1 Farnesyltransferase

Die Expression und Aufreinigung der Ratten-Farnesyltransferase erfolgte nach Zimmerman et
al' [95] in dem Labor von J.Kuhlmann. Expressionsbedingungen: 15 Liter reiches Induktions-
medium wurden mit einer tGber Nacht Vorkultur 1:100 angeimpft und die E. coli (mit dem
FPT/pET23a-Plasmid) bei 37°C unter Schitteln hochgezogen (180 rpm). Bei ODggo=1 wurde mit
einer Endkonzentration von 0,4 mM IPTG und 0,5 mM ZnSQ, fiir sechs Stunden bei 34°C unter
Schutteln (180 rpm) induziert. Nach Zentrifugation (15 Minuten, 4000 rpm, 4°C) wurden die
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Pellets in Farnesylierungspuffer (3ml/g Pellet) aufgenommen und nach Zusatz einer Spatelspitze
DNAsel und 1 mM PMSF (Endkonzentration) die Bakterien im Fluidizer lysiert. Das Lysat wur-
de bei 17.000 rpm und 4°C fiir 30 Minuten in einem Beckmann JA-17-Rotor zentrifugiert und
der ribosomenhaltige Uberstand 1:10 mit 10% Streptomycinsulfat-Lésung versetzt. Nach 20 Mi-
nuten Rihren bei 4°C wurde erneut unter den oben genannten Bedingungen zentrifugiert und der
Uberstand fiir die Aufreinigung tber eine DEAE-Sephacel-Saule (2,6 x 10 cm) mittels FPLC
verwendet. Der Uberstand wurde auf die Saule aufgetragen und mit einem linearen NaCl-
Gradienten von 0 bis 0,5 M NaCl in Farnesylierungspuffer eluiert. Die FTase enthaltenden Frak-
tionen wurden mittels SDS-Page ermittelt und vereinigt. Diese wurden Uber eine Phenyl-
Sepharose-Séule (2,6 x 10 cm) durch Aufgabe Uber EinflieBenlassen und Eluation mit einem
linearen KCI-Gradienten von 1,5 M bis 0 KCI in Farnesylierungspuffer weiter aufgereinigt. Uber
SDS-Page (Laemmli-Gel) und Aktivitatsbestimmung wurden die FTase-Fraktionen ermittelt und
vereinigt.

3.2.3.2 Farnesyltransferase

Die Aktivitat der Farnesyltransferase wurde tber ihre Fahigkeit nachgewiesen, die Bindung ei-
nes Prenylrestes an das C-terminale Ende des Ras-Proteins, die CaaX-Sequenz, zu katalysieren.
15 pg Farnesyltransferase (im Bradford Assay bestimmt) aus den Gelfiltrationsfraktionen, 20 pg
H-Ras und 3 nmol NBD-Farnesylpyrophosphat wurden in 100 pl Farnesylierungspuffer ge-
mischt und fur eine Stunde bei 30°C inkubiert. Der Ansatz wurde dann auf ein SDS-Gel aufge-
tragen und das Gel fiir eine Stunde unter 100 Volt gesetzt. Das Gel wurde nach dem Lauf auf
dem Phosphoimager untersucht.

3.2.3.3 Nukleotidkinasen

Aufreinigung der His-Tag-Proteine

Expressionsbedingungen: Die Expression erfolgte in BL21-DE3. Ein Liter LB-Medium wurden
1:100 mit einer Uber Nacht-Vorkultur angeimpft und die Bakterien bei 37° unter Schutteln hoch-
gezogen. Bei einer ODggo von 0,7 wurde mit 1 mM IPTG Uber Nacht bei 25°C unter Schiitteln
induziert. Die Kulturen wurden bei 4°C mit 3500 rpm fur 10 Minuten in einem RC-3B-Rotor
abzentrifugiert.

Fur die Aufreinigung der His-Tag-Proteine wurden die Pellets in 20 ml His-Tag-Lyse-Puffer mit
4,35 ul b-Mercaptoethanol aufgenommen. Nach 10 Minuten Rotieren bei 4°C wurden die Bakte-
rien fur 3 bis 4 Minuten im Ultraschall lysiert und fiir weitere 10 Minuten bei 4°C rotiert. Der
Ansatz wurde fiir 30 Minuten bei 4° mit 10.000 rpm (Sorvall Superspeed, RC-5B) zentrifugiert.
Der Uberstand wurde mit aufgeschlammten NiNTA-Agarose-beads versetzt (1ml NTA-beads/6
ml Uberstand) und fiir zwei Stunden bei 4°C rotiert. Mit dieser Matrix wurde eine kleine Saule
beladen und diese zweimal mit dem einfachen Bettvolumen Waschpuffer gewaschen. Anschlie-
Rend erfolgte die Elution des His-getaggten Proteins mit dem einfachen Bettvolumen Eluti-
onspuffer. Die Saule wurde mit einem Bettvolumen Elutionspuffer nachgespult und diese Eluti-
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on getrennt von der ersten gesammelt. Das Protein wurde in einem Laemmli-Gel und mit einer
Aktivitatsbestimmung tberprift.

Aufreinigung der GST-Fusionsproteine

E. coli-Zellen einer 1 Liter-Kultur wurden durch Behandlung mit Ultraschall (30 - 60 Sekunden,
50% Pulse, 200 Watt) und abwechselnder Kihlung auf Eis (jeweils abwechselnd 30 — 60 Sekun-
den Ultraschall und 30 Sekunden Kihlung, insgesamt 3 Schritte) aufgeschlossen. Zur Erh6hung
der Effizienz des Zellaufschlusses, sowie der Loslichkeit des GST-Fusionsproteins, wurde das
Bakterienlysat nach Zugabe von Lysozym (Endkonzentration 1 mg/ml) und Triton X-100 (End-
konzentration 1%) 30 - 60 Minuten vorsichtig bei 4°C geschuttelt. Anschliefend wurden die
Zelltrummer durch 10minitige Zentrifugation bei 12000 g und 4°C pelletiert und der Uberstand
von 50 ml mit dem léslichen Protein in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt. Zu dem Uberstand
wurden 2 ml 50%ige Glutathion Sepharose 4B-Ldsung, die mit PBS-Puffer aquilibriert wurde,
hinzugefugt und der gesamte Ansatz 30 Minuten bei RT unter vorsichtigem Schiitteln inkubiert.
Die gesamte Matrix mit absorbiertem Fusionsprotein wurde nun in eine 10 ml-Saule Gberflhrt
und der Durchlauf mit dem ungebundenen Protein aufgefangen. Die Glutathion Sepharose 4B-
Matrix wurde danach mit mindestens 3 x 10 ml PBS-Puffer gewaschen. Die expremierten Prote-
ine konnten auf zwei unterschiedliche Arten eluiert werden:

A. Elution als GST-Fusionsprotein

Das gebundene Fusionsprotein wurde in 3 Schritten durch Zuftigen von jeweils 1ml Glutathion-
Elutionspuffer und daran anschlieBender mindestens 10mindtiger Inkubation bei RT eluiert. Die
drei Fraktionen mit gereinigtem Fusionsprotein wurden zum Schluss vereinigt.

B. Thrombin-Verdau zur Freisetzung des Proteins ohne GST-Anhang

Durch Einwirkung der Protease Thrombin auf das noch an die Sepharose 4B-Matrix gebundene
Fusionsprotein war es moglich, das Protein vom N-terminalen Gast-Anteil, welcher an die Mat-
rixgebunden bleibt, abzuspalten und direkt zu eluieren. Dazu wurde die Matrix mit einem Volu-
men Thrombinldsung (50 U Thrombin in 1 ml PBS-Puffer) 2 - 12 Stunden bei 4°C inkubiert. Ein
Unit der Thrombinldsung spaltet 100 pg eines Testproteins in 16 Stunden bei 22°C. Dieser
Schritt wurde mindestens zweimal wiederholt, bis das gesamte gebundene Protein von der Sdule
abgespalten war. Die Kontrolle der Menge an eluiertem Protein erfolgte durch den Bradford-
Assay. Zur Kontrolle der Proteinaufreinigung wurden jeweils Aliquots der einzelnen Aufreini-
gungsschritte entnommen, nach der Zugabe von 6x Laemmli-Puffer 5 bis 10 Minuten auf 95°C
erhitzt und durch Gelelektrophorese auf einem 12% (15%) -igen Polyacrylamidgel qualitativ
analysiert. Gereinigte Proteine wurden aliquotiert, in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -
80°C gelagert.

3.2.34 Cdc25a

Das Plasmid wurde von I. Hoffmann, DKFZ Heidelberg, zur Verfiigung gestellt. Expressionsbe-
dingungen: Das Animpfen erfolgte aus einer Uber-Nacht-Kultur mit 0,05 ODgg in der Expressi-
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onkultur (LB-Medium). Die Expressionskultur wurde bei 37°C hochgezogen, bis eine ODggy=0,5
erreicht war. Es erfolgte die Induktion mit 1 mM IPTG Endkonzentration fur 4 Stunden bei 37°C
unter Schtteln. Die Bakterien wurden danach bei 4° C und 3000 rpm fiir 10 Minuten pelletiert
(GS-3-Rotor, Sorvall Superspeed) und einmal mit SET gewaschen. Die Pellets wurden in nativen
Lysepuffer aufgenommen und resuspendiert. Es wurde mit Ultraschall flir etwa 4 Minuten mit
der 5 mm Mikrotyp (Output 30%, Stufe 5) lysiert. Das Lysat wurde fiir 30 Minuten bei 4°C mit
13000 rpm zentrifugiert (SS34-Rotor, Sorvall Superspeed). Die Pellets wurden in denaturieren-
den Lysepuffer resuspendiert, mit einer Spatelspitze DNAsel versetzt und fiir eine Stunde bei RT
geschittelt. Der Ansatz wurde erneut zentrifugiert, 30 Minuten, RT mit 13000 rpm (SS34, Sor-
vall Superspeed). Der Uberstand wurde mit Ni-NTA-beads versetzt und fiir eine Stunde bei RT
gerollt. Mit dieser Matrix wurde ein Saule befillt. Diese wurde zunédchst mit Waschpuffer gewa-
schen und dann das Protein in zwei Elutionsschritten mit Elutionspuffer eluiert. Das Protein
wurde in einem Schagger-Gel und mit einer Aktivitatsbestimmung tberprift.

3.2.4 Aktivitatstests

3.24.1 Nukleotidkinasen

Fur einen 1 ml-Ansatz wurden 500 pl 2x-Reaktionspuffer mit 20 ul ATP (100mM); 20 pl PEP
(25 mM), 10 pl NADH (25 mM), 1 ul LDH (5U/pl) und 2ul PK (2U/ul) versetzt. Vor dem Start
wurden 5 pl Enzymlésung und 10 pl Substratlésung (100 mM) zugegeben und der Ansatz mit
Aqua bidest. auf 1 ml aufgefullt. Der Umsatz des NADH wurde bei 340 nm Absorption im
UV/VIS-Spektrometer gemessen.

Zur Bestimmung der Aktivitat der Nukleotidkinasen wurde ein gekoppelter Enzym-Assay mit
den Enzymen Lactatdehydrogenase (LDH) und Pyruvatkinase (PK) [62]. durchgefiihrt. Das En-
zym Pyruvatkinase katalysierte in diesem Assay die Ubertragung von 2 Phosphatresten des Sub-
strats Phosphoenolpyruvat (PEP) auf die Nukleotide, im Falle von Guanylatkinase ADP und
GDP als Reaktionsprodukte der Guanylatkinasereaktion. Neben ATP und GTP wurden bei dieser
Reaktion 2 Molekiile Pyruvat gebildet, die in einer darauf folgenden, durch das Enzym Lactatde-
hydrogenase katalysierten Reaktion unter Verbrauch von 2 Molekillen NADH + H+ zu 2 Mole-
kilen Lactat reduziert wurden. Im Gegensatz zu NADH absorbiert das wéhrend dieser Reaktion
gebildete NAD+ bei einer Wellenldnge von 340 nm fast nicht mehr und kann deshalb photomet-
risch nachgewiesen werden. Eine Einheit (Unit, U) ist definiert als die Menge an Guanylatkina-
se, die notwendig ist, um 1 pmol Phosphat in 1 Minute bei 25°C und pH 7,6 von ATP auf GMP
zu Ubertragen.

Zu 0,5 ml an Assaypuffer (Zusammensetzung siehe Material) wurden jeweils 5 pl der Enzymlo-
sung, und die Anderung der Absorption bei 340 nm (Absorptionsmaximum von NADH) und
25°C Uber einen Zeitraum von 3 bis 5 Minuten mit einem Uvikon 943-Photometer gemessen.
Die Messung wurde unter sattigenden Bedingungen durchgeftihrt, d.h. im Assay waren alle Sub-
strate im Uberschuss vorhanden. Dadurch war eine lineare Abnahme der Absorption bei 340 nm
im Anfangsbereich gewahrleistet. Mit Hilfe einer eingebauten Software zur Berechnung von
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zeitabhéngigen Kinetiken war es dann moglich, aus dem linearen Bereich des Reaktionsablaufes
die Steigung zu berechnen, die der Abnahme der Absorption pro Minute entsprach (DA340/min).
Die spezifische Aktivitat wurde nach folgender Formel berechnet:

Volumenaktivitét in der Testlosung

Volumenakitvitat = DAy /D
2-e-d

Volumenaktivitét in Proteinprobe

Volumenakvitat = 2o /Bt -V
2-e-d-v

Die spezifische Aktivitat bestimmt sich durch

Spezifische Aktivitat = Volumenaktivitat/Proteinkonzentration

und die Wechselzahl durch

Kcat = umol (Substrat)/ (umol (Enzym)* s)

DA340/Dt = Absorptionsédnderung pro Zeiteinheit

e = molarer Absorptionskoeffizient von NADH (6,2 mM-1 cm-1 bzw. 6,2 cm2 mol-1 bei 340
nm)

d = Lichtweg (Schichtdicke der MeRkuvette) [cm] (i.a. 1 cm)

V = Reaktionsvolumen [ml]

v = Enzym-Probevolumen [ml]

¢ = Proteinkonzentration [mg/ml]

U = Enzym-Einheit, definiert als die Menge Enzym, welche die Umwandlung von 1 mmol GMP
in GDP pro Minute unter den vorgegebenen Reaktionsbedingungen katalysiert.

3.24.2 Cdc25a Enzym-Assay

Die Aktivitatsbestimmung der Cdc25a wurde in Kivetten fir 1 ml etabliert, und wurde anschlie-
Rend routinemaRig ausgefihrt als 200-pl-Ansatz in Mikrotiterplatten.

Die Aktivitat der Tyrosinphosphatase Cdc25a wurde tber die Dephosphorylierung des Substra-
tes sehr schwach gelben p-Nitrophenylphosphat (pNPP; Sigma-Aldrich) gemessen. pNPP ist ein
farbloses Substrat, das zu dem leuchtend gelben p-Nitrophenol hydrolysiert, was zu einer Zu-
nahme der Absorption bei 405 nm fuhrt.

Fur den Kivetten-Assay wurden 100 pl Cdc25a mit 100 pul 100 mM DTT in Assaypuffer und
700 ul Assaypuffer gemischt. Das DTT war unbedingt notwendig, um die Bindung des Substra-
tes in das aktive Zentrum des Enzyms zu ermdglichen. Aufgrund der schlechten Stabilitat von
DTT in L6ésung, musste es vor den Versuchen frisch zugesetzt werden. Der Assay wurde durch
die Zugabe von 100 pl 0,5 M pNPP gestartet und die Messung der Absorption bei 405 nm tber
einen Zeitraum von zwei Stunden gemessen.
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Fur den Mikrotiterplatten-Assay wurden 20 pl Cdc25a mit 20 pl 100 mM DTT in Assaypuffer
und 140 ul Assaypuffer gemischt. Der Assay wurde durch die Zugabe von 20 ul 0,5 M pNPP
gestartet und die Messung der Absorption bei 405 nm Uber einen Zeitraum von zwei Stunden
gemessen. Nach Baratte et al. [93]

Zur Bestimmung der 1Cso-Werte der Inhibitoren wurde der Mikrotiterplatten-Assay eingesetzt.
Die Substanzen lagen in Stocklésung von 5 oder 10 mM in DMSO vor. Daten und Substanzen
wurden von Michael Manger zur Verfligung gestellt.

3.2.5 SDS-Gele

3.25.1 Nach Schagger

Das GieRen der Gele und die Elektrophorese erfolgten im Mini-Proteanll System von BioRad.
Fur die 12% Trenn- und 5% Sammelgele wurde folgendermalien pipettiert (vgl. Tabelle 2).

Tabelle 2: Pipettierschema fiir Schagger-Gel

12% Trenngel 5% Sammelgel
Wasser 1,6 ml 1,45 ml
Gelpuffer 1,25 ml 0,6 ml
ABA 49,5% 0,9 ml 180 pl
10 % APS 19 ul 12,5 ul
TEMED 2 ul 2 ul

Nach dem GieRen des Trenngels zwischen zwei durch 0,75 mm Spacer getrennte Glasscheiben
des Systems wurde es bis zum Abschluss der Polymerisation mit Isopropanol berschichtet. Das
Sammelgel wurde nach dem Entfernen des Isopropanols auf das Trenngel gegossen und ein 10er
Kamm eingesteckt. Nach vollstandiger Polymerisation des Gels wurde der Gelhalter in die Lauf-
kammer eingesetzt. Die innere Gelkammer wurde mit Kathodenpuffer, die Laufkammer mit A-
nodenpuffer gefullt. Nach dem Probenauftrag wurde das Gel bei 120 V bis zum Erreichen des
unteren Glasrandes der Lauffront gefahren. Die Gele wurden dann aus der Apparatur entfernt
und in Coomassie Blue fiir 15 Minuten bei RT gefarbt. Die Entfarbung erfolgte fir eine Stunde
bei RT in Entfarberlésung, anschlieRend wurden die Gele photographiert oder getrocknet.

3.25.2 Nach Laemmli

Hier wurden die gleichen Apparaturen wie bei den Schagger-Gelen eingesetzt und auch dhnlich
verfahren, allerdings wurden die 10% Trenn- und 5% Sammelgele nach folgendem Schema pi-
pettiert (vgl. Tabelle 3).
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Tabelle 3: Mengen fir Laemmli-Gel

10% Trenngel, 15 ml 5% Sammelgel, 5 mi
Wasser 5,9 ml 3,4 ml
1,5M Tris (pH 8,8) 3,8 ml -
1 M Tris (pH 6,8) - 063 ml
10 % SDS 0,15 ml 0,05 ml
30% Acrylamid/Bisacrylamid 5ml 0,83 ml
10 % APS 0,15 ml 0,05 ml
TEMED 0,006 ml 0,005 ml

Sowohl die innere Gelkammer, wie auch die Laufkammer wurden mit SDS-Laufpuffer beftllt
und das Gel wie ein Schéagger-Gel gefahren und mit Coomassie Blue gefarbt. [94]

3.2.6 Tryptischer Verdau im Gel und in Losung

Eine Portion von 25 ug lyophilisierten Trypsins wurde in 10 pl 1mM HCI (zur Stabilisierung)
aufgenommen. Das mit Verdaupuffer verdinnte Protein wurde so mit Trypsin versetzt, dass auf
50 ug Protein 1ug Trypsin kam. Dabei ist darauf zu achten, dass evtl. vorhandener Harnstoff auf
unter 1 M Konzentration in der Probe verdinnt wird, da Trypsin bis zu dieser Harnstoffkonzent-
ration noch effektiv arbeiten kann. Der Ansatz wurde flr 16 Stunden bei 37°C inkubiert.

Fur den In-Gel-Verdau wurde die interessierende Bande aus dem Gel ausgestochen und zunéchst
mit 20 ul Acetonitril bedeckt. Die nachsten 10 Minuten wurde das Einschrumpfen bei Raum-
temperatur durch Schiitteln unterstiitzt. Der Uberstand wurde abgenommen und das Gelstiick mit
20 pl 100 mM Ammoniumhydrogencarbonatlésung versetzt. Nach finf Minuten wurden 20 pl
Acetonitril hinzugefiigt und fiir weitere 15 Minuten inkubiert. Der Uberstand wurde vom gewa-
schenen Gelstick abgenommen und dieses fir 30 Minuten in der Speed-Vac getrocknet. Die
getrocknete Probe wurde fiir 45 Minuten bei 56°C mit 20 pul 10 mM DTT-Lésung (in 100 mM
Ammoniumbicarbonat) zur Spaltung der Cystein-Schwefelbriicken aufgeschwemmt. Anschlie-
Rend wurde die DTT-L6sung entfernt und das Gel wieder mit 20 ul Acetonitril fur finf Minuten
geschrumpft. Das Acetonitril wurde gegen 20 pl 55 mM Jodacetamidlésung (in 100 mM Am-
moniumhydrogencarbonat) ersetzt und die SH-Gruppen fur 20 Minuten im Dunklen alkyliert.
Nach Absaugen der lodacetamidlésung wurde die Probe mit 20 pl 200 mM Ammoniumhydro-
gencarbonatlésung fur finf Minuten gewaschen und anschlieBend wieder mit 20 pl Acetonitril
fur flnf Minuten geschrumpft. Nach Entfernen des Acetonitrils wurde das Gelstuck fir 30 Minu-
ten in der Speed-Vac getrocknet.

Die so vorbereiteten Gelstticke wurden nun mit 20 pl Verdaupuffer (50 mM NH4HCO3;, 5 mM
CaCl, und 12,5 ng/ul Trypsin, Sequencing grade) versetzt. Wahrend des 45-minutigen Aufquel-
lens des Gelstiickchens im Verdaupuffer wurde der Ansatz auf Eis gehalten, um ein Starten des
Trypsinverdaus zu vermeiden. Nach Ablauf der Einwirkzeit wurde der Uberstand abgesaugt und
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das Gelstuck mit moglichst wenig (5 bis 20 pl) Verdaupuffer ohne Trypsin versetzt. Der Verdau
erfolgte tbernacht bei 37°C.

Ein kleiner Teil (0,5ul) des Uberstandes wurde nach dem Verdau fiir die MALDI-Messung ab-
genommen, der Rest wurde in ein frisches Eppendorfreaktionsgefal® tberfuhrt. Um eine mog-
lichst grol’e Menge fur die Nanospray-MS zu erhalten, wurde nun moglichst viel Peptid aus dem
Gel extrahiert. Dazu wurde das Gelstiick mit 20 pl einer wassrigen 25 mM NH4HCO3-Ldsung
bedeckt, fur 15 Minuten bei RT inkubiert und der Uberstand mit dem Uberstand aus dem Uber-
nacht-Verdau vereinigt. Eine weitere Extraktion erfolgte durch Zugabe von 20 pl 5% Ameisen-
séure fur 15 Minuten, die wieder zu einem Anschwellen des Gels fiihrte und Zugabe von 20 pl
Acetonitril fir 15 Minuten, das zu einem Schrumpfen des Gelstiicks fuhrte. Die erhaltene L6-
sung mit den Peptiden wurde wiederum mit den beiden zuvor abgenommenen Uberstanden ver-
einigt. Der gesamte Ansatz wurde nun bis zur Trockene in der Speed-Vac behandelt (etwa 2
Stunden lang).

Nach Shevchenko, Mann [96].

3.2.7 Untersuchung der tryptischen Fragmente in der Nano-Elektrospray-
Massenspektrometrie

Die Nano-Elektrospray-Massenspektrometrie (Nano-ESI-MS) stellt eine einfache Modifikation
der Elektrospray-Massenspektrometrie dar [14]. Bei der Nano-ESMS ist der Durchmesser der
Nanospray-Kapillare auf wenige Mikrometer reduziert, folglich sind freigesetzte Nano-
Elektrospray-Tropfen sehr viel kleiner im Vergleich zur ES-MS. Je kleiner der Tropfen, desto
geringer ist der Salzgehalt/Tropfen. Salzaddukte stellen ein groRes Hindernis bei der Beurteilung
von Massenspektren dar. Mit der Nano-ESMS st es jedoch mdglich, Peptide und Proteine in
wassrigen Losungen, ohne Zugabe von organischen Ldsungsmitteln, im nativen Zustand zu un-
tersuchen.

Nano-ESMS zur Untersuchung von Proteinen und zur Bestimmung der peptischen Fragmente
aus dem tryptischen Verdau von Proteinen eingesetzt, um sicherzustellen, dass tatsachlich das
gewdlnschte Protein aufgereinigt wurde.

Die NS-MS wurde mit einem Finnigan LCQ Massenspektrometer, ausgeristet mit einem Mik-
romanipulator fur die korrekte Positionierung der Nanospray-Nadel, durchgefiihrt. Die aus dem
tryptischen Verdau erhaltenen Peptide wurden in 5 pl Wasser aufgenommen. Zu untersuchende
Proteine wurden dialysiert und in Wasser, bzw. Ammoniumacetatpuffer aufgenommen. Die Na-
nospray-Nadeln wurden nach Protokoll von [97] angefertigt und mit 1 bis 2 pl der zu untersu-
chenden waéssrigen Protein- bzw. Peptidldsung gefullt. Sie wurden dann auf dem Mikromanipu-
lator fixiert und in die N&he des Eingangs des MS gebracht. Zur Initialisierung des Elektrosprays
wurde zunéchst ein Tropfen der Probe pneumatisch aus der Nadel herausgedriickt und anschlie-
Rend eine Spannung von 900 V angelegt. Ein im MS-Mode entdecktes Peptid wurde der ms/ms-
Untersuchung unterzogen, um Aussagen Uber die Peptidsequenz zu erhalten. Die Auswertung
erfolgte mit der Xcalibur Software und dem darin angeschlossenen ,,sequest search*.
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3.2.8 Untersuchung der tryptischen Fragmente mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Eine weniger aufwendige Mdglichkeit zur Ermittlung von Protein- und Peptidmassen ist die
Messung im MALDI-TOF-Massenspektrometer. Dazu wurden die 0,5 pl Losung aus dem trypti-
schen Verdau mit 4 ul gesattigter a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure in 0,1 % TFA/Acetonitril (2:1)
gemischt. Ein Mikroliter der Mischung wurde auf ein Feld des MALDI-MS-Probentragers auf-
gegeben und bei RT getrocknet. Nach dem Trocknen wurden 2 pl eiskalte 0,1% TFA-L&sung
aufgegeben, um die Probe von eventuellen Salzresten zu waschen. Der Tropfen wurde umgehend
mit der Eppendorfpipette wieder abgesaugt. Durch diese Prozedur wurde die Empfindlichkeit der
Messung erhoht, denn auch bei der MALDI-TOF-MS wirken sich Salze unginstig auf die Mess-
empfindlichkeit aus. Zur Erhéhung der Genauigkeit bei der Auswertung der Messungen wurde
neben die Peptidprobe ein Standard aufgetragen, bestehend aus Bradykinin (904,4681 Da), An-
giotensin | (1296,6853 Da), Glu-Fibrino-Pep B (1570,6774 Da), ACTH (1-17) + (18-39) + (7-
38) (2093,0867 + 2465,1989 + 3657,9294 Da) und bovinem Insulin (5730,6087 Da). Mithilfe der
Spektren dieser Mischung wurden die Spektren des tryptischen Verdaus in der Software ,,Data
Explorer” kalibriert. Die Auswertung der Peptidpeaks aus den Spektren erfolgte durch die MS-
Fit-Datenbank der UCSF (http://prospector.ucsf.edu/).

3.3 METHODEN ELEKTROSPRAY-ASSAY

3.3.1 Kopplung von Protein an POROS EP

Das zu immobilisierende Protein wurde in Natriumphosphatpuffer umgepuffert und die Protein-
menge mit dem Bradford-Assay bestimmt. Auf 50 mg POROS EP wurde 1-4 mg Protein gege-
ben, welches zuvor mit dem gleichen VVolumen EP high salt Puffer versetzt wurde. Nach einer 5
minutigen Inkubation bei RT unter Schutteln wurde in 500 pl-Schritten das 0,9 fache VVolumen
an EP high salt Puffer zugefiigt und der Ansatz jeweils flir weitere 5 Minuten bei RT unter
Schutteln inkubiert. Durch die Zugabe hoher Salzkonzentrationen wird das Protein an der reakti-
ven Oberflache des POROS ausgesalzt und steht so der Immobilisierungsreaktion besser zur
Verfugung [43]. Nach dem Erreichen der Endkonzentration an Salz von 1,1 M wurde der Ansatz
16 bis 24 Stunden bei Raumtemperatur geschttelt. Zur Aufbewahrung bei 4°C musste der An-
satz 1:5 mit H,O verdinnt werden, damit das Natriumsulfat nicht auskristallisieren und dadurch
die Proteine und das Material zerstort werden konnten. Nach BioPerseptive [49].
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3.3.2 Kontrolle der Immobilisierung mit SDS-Page

VVon dem mit Protein modifizierten POROS-Material wurden 20 pl abgenommen und, mit 20 pl
2x SDS-Probenpuffer versetzt, fiir finf Minuten bei 95° gekocht. Durch diese Behandlung loste
sich die Bindung des Proteins an das POROS-EP. Nach kurzer Zentrifugation (30 sec, 13000
rpm, Eppendorftischzentrifuge) wurden 10 pl des Uberstands auf ein 10 % Schagger-Gel aufge-
tragen und das Gel nach den ublichen Bedingungen gefahren und mit Coomassie Blue geférbt.
Um das Protein zuordnen zu kdnnen, wurden die tUblichen Standardproteine auf das Gel mit auf-
getragen.

3.3.3 Befllen der Saulen

Als Laufpuffer wurde 0,1 mM Ammoniumacetat in H,O mit pH 7,2 verwendet, da Ammoniu-
macetat als leichtfliichtiges Salz in der Massenspektrometrie nicht stort.

Die 3-cm- (Durchmesser 3mm) oder 10-, bzw. 2-cm- Sdulen, (Durchmesser 1mm), wurden mit
Hilfe einer analytischen Sdule (Durchmesser 4mm) und einer Kontron-Pumpe befullt. Es wurden
jeweils 200 pl aufgeschlammtes Protein-beladenes POROS EP eingefullt und mit einer Flussrate
von 500 ml/min Wasser in die Sdule gespult, bis diese vollstandig gefullt war. Die fertige Saule
wurde vor dem Einsetzen in das HPLC-MS System mithilfe einer alten HPLC-Pumpe eine halbe
Stunde mit Milliporewasser gespilt, um den Hochsalzpuffer zu entfernen, der sonst im Mas-
senspektrometer ausgefallen wére.

3.3.4 Durchfuhrung der Bindungsstudien

Zur Durchfiihrung der Bindungsstudien wurde zundchst das HPLC-MS-System bestehend aus
dem Agilent 1100 HPLC-System und dem Finnigan LCQ-Deca Elektrospray Quadrupol Mas-
senspektrometer eingesetzt. Durch eine Neuanschaffung war es zu einem spateren Zeitpunkt
mdoglich, das Agilent 1100 HPLC-System mit dem Finnigan LTQ Elektrospray Quadrupol Mas-
senspektrometer mit einer neuartigen lonenfalle zu verwenden. Die Sdule wurde in den Sdulen-
wechsler der HPLC eingebaut und mit Puffer fur eine halbe Stunde gespilt. Als Laufpuffer wur-
de 0,1 mM Ammoniumacetat, mit Ammoniak auf pH 7,2 eingestellt, verwendet. Flr Auftragsvo-
lumen von 100 pl und kleiner wurde der Autosampler verwendet, fir Auftragsvolumen von uber
100 pl zunéchst ein manueller Injektor (Rheodyne). Durch ein neues HPLC-System der 1100er
Serie von Agilent wurde es mdglich, Uber den Autosampler Probenvolumina von bis zu 500 pl
aufzugeben. Die eingesetzten Substanzen wurden in Wasser geldst, bzw. deren Stockldsungen in
Wasser verdinnt und in Konzentrationen zwischen 1 und 500 pM je nach Ligandenart verwen-
det. Es wurde wahlweise eine fused silica Kapillare oder ein Metall-Needle-Kit im ESI-Kopf
verwendet. Die Messungen wurden bei RT mit 0,05 ml/min Flussrate durchgefthrt.
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3.3.5 High-Throughput Gelfiltrations-Liganden-Protein-Bindungstests

Diese Experimente wurden von Dr. Sascha Sauer am MPI fir molekulare Genetik in Berlin
durchgefiihrt. Das Protein und sein zu testender Ligand (oder die Mischung von Liganden) wur-
den &quimolar gemischt und fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die DMSO-
Konzentration betrug in der Probe etwa 2%. Die Gelfiltrationssdulen wurden zunéchst mit 200pl
100% Methanol befeuchtet und anschlieBend mit 200ul Milliporewasser &quilibriert. Die Flus-
sigkeit wurde durch Anlegen eines Vakuums abgesaugt. Vor dem Auftrag wurden die Proben
noch mit 50pl Bindungs-/Waschpuffer versetzt. Auf die &quilibrierten Saulen wurden nun die
Proben aufgetragen und ebenfalls durch die Sdule gesaugt. Die austretende Fllssigkeit wurde
aufgefangen ("Binderfraktion”). Die Sdulen wurden jetzt mit 50ul Puffer gewaschen und an-
schlielend die "Nichtbinderfraktion™ mit 25 und 10 pl Methanol eluiert und aufgefangen. Die
"Binderfraktion™ enthielt das Protein und wurde fir 10 min bei 95° inkubiert. Die denaturierte
Binderfraktion wurde auf frische Gelfiltrationssaulen aufgetragen, die mit je 200 ul Methanol
und 200ul Wasser vorbehandelt waren. Nach dem Probenauftrag wurden die Saulen mit 50 pl
Puffer gewaschen und anschlielend in zwei Schritten mit 25 und 10pl Methanol eluiert und das
Eluat aufgefangen. Die Proben wurden in der SpeedVac getrocknet.

3.3.6 Quantifizierung der Gelfiltrations-Bindungstests

Das System zur Evaluierung der Proben bestand aus der Agilent 1100 HPLC und dem Thermo-
Finnigan LTQ Massenspektrometer. Es wurde eine C8-Saule mit einem Gradienten von 30-90%
Acetonitril/Wasser mit 0,1% Ameisensdure gefahren. Die Proben wurden in der entsprechenden
Menge 50% Methanol aufgenommen, um eine 10 uM L&sung zu erhalten. Zur Quantifizierung
wurde wurden direkt vor der Messung der Proben eine Kalibrierkurve aufgenommen. Dazu wur-
den Ldsungen der Substanzen zu 0,01 uM, 0,1 uM, 1 uM und 10 pM hergestellt. Von den ersten
drei Losungen wurden jeweils 10, 20 und 50 pl injiziert, von der 10 uM Lo6sung nur 10 pl. So
wurden Substanzenmengen von 0,1, 0,2, 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 50 und 100 pmol auf die S&ule auf-
gegeben. VVon den Proben wurden 10 pl einer 2 uM und 5 pM Verdunnung aufgegeben.

3.3.7 Speed Screen

Die Experimente wurden von der Arbeitsgruppe Mayr/Zehender bei Novartis in Basel, wie in der
Veroffentlichung dargestellt, durchgefuhrt. [53]
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3.4 MALDI-AssAY

3.4.1 Immobilisierung

3.4.1.1 Goldplatten

Zunéchst wurden die goldbeschichteten Platten der Firma Applied Biosystems mit Isopropanol
grindlich gewaschen und dann fir 20 Minuten in 0,01M DTSP in Isopropanol verbracht. An-
schliefend wurde nach griindlichen Waschen in Isopropanol und Ethanol die Proteinlésung in
Immobilisierungspuffer aufgetragen, und zwar 2 pl 1mg/ml Protein pro well. Die Platte wurde
tiber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Uberschiissiges Protein wurde zunachst
mit reichlich eiskaltem Bindungspuffer abgewaschen. Die Platte war dann bereit fir den Bin-
dungstest und wurde bei 4°C in einer feuchten Kammer gelagert (modifiziert nach Fenselau und
Bundy, 1999 und Nelson et al 1999 und Randall et al, 1999; Brockmann A.H. und Orlando R,
1995). [17, 18, 20, 22]

3.4.1.2 Blattgold

Das Blattgold wurde mittels doppelseitigen Klebebands auf einer Laserdruckerfolie befestigt.
Zunéchst wurde die Beschichtung der Goldoberflache fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in
einer Losung von 40 uM Mercaptopropionsdure in 75% Ethanol p.a. in Wasser durchgefihrt.
Diese Beschichtung wurde nach Waschen der Oberflache mit 10 ml 75% Ethanol und mit 10 ml
Phosphatpuffer mit 50 mM NHS und 2 mM EDC in Phosphatpuffer fur eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur aktiviert. Dann wurde die Losung mit einer Pipette entfernt und die Proteinl6-
sung (Protein in Phosphatpuffer) aufgegeben. Die Kopplung des Proteins erfolgte fir etwa 16
Stunden bei 4°C. Vor der Verwendung im Bindungstest wurde die Oberflache mit dem entspre-
chenden Assaypuffer gesplilt. [25, 26, 27]

Bei einer zweiten Methode wurde die Thiol-SAM nicht aktiviert, sondern das Protein direkt auf-
gegeben und dann quervernetzt. Zur Quervernetzung wurden 100 pl 25 % Glutaraldehyd auf die
Proteinprobe bei Raumtemperatur einwirken gelassen. Das Glutaraldehyd wurde mit Wasser
nach einer halben Stunde wieder abgewaschen. Vor der Verwendung im Bindungstest wurde die
Oberflache mit dem entsprechenden Assaypuffer gespult. [26]

3.4.1.3 Mit Poly-L-Lysin beschichteter Laserdruckerfolie

Mit Hilfe des Laserdruckers wurde ein Probenplatzmuster auf der Folie aufgebracht. Die Folie
wurde in Grolke eines MALDI-Probentellers zurechtgeschnitten. Fur die Poly-L-Lysin-
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Beschichtung wurde ein Folienstiick fir eine halbe Stunde bei Raumtemperatur in 2 ml wassrige
Poly-L-Lysin-L6ésung (0,1 mg/ml) inkubiert. Nach dem Abwaschen des Poly-L-Lysins mit Pro-
teinpuffer wurden je 2ul der Proteinlésung (0,1 mg/ml Streptavidin) pro Probenposition aufge-
geben und die Folie tGber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C aufgewahrt. Das Protein wur-
de mit 250 pl 25% Glutaraldehydlésung pro Folie flr eine Stunde bei Raumtemperatur querver-
netzt. [32]

3.4.1.4 Nitrocellulose

Ansatz 1: Ein etwa 2x2 mm grof3es Stiick Nitrocellulose wurde unbehandelt auf den Trager ge-
klebt. Auf die Nitrocellulose wurden Probenmarkierungen mit Bleistift angebracht.

Ansatz 2: 10 mg Nitrocellulose wurden in 1 ml Aceton aufgenommen und mit dieser Ldsung
eine dinne Schicht auf eine glatte Metalloberflache gegossen. Diese Nitrocelluloseschicht wurde
nach dem Trocknen auf den MALDI-Probentréger geklebt. Zunéchst wurde die Nitrocellulose-
schicht mit Proteinpuffer angefeuchtet und tberschissiger Puffer abgeschittelt. Mit einem Blei-
stift wurden Probenmarkierungen angebracht. Das Protein wurde in der gew(inschten Konzentra-
tion in seinem Puffer mit den entsprechenden Zusédtzen (Methanol, NP40) verdinnt und 10 pl
der Losung auf die feuchte Oberflache aufgetragen.

Die Kontrolle der Immobilisierung erfolgte mit Farbung durch Ponceau Red.

3.4.2 Bindungstest

3.4.21 Goldtrager-DTSP

Die mit Protein modifizierte Platte wurde mit reichlich Bindungspuffer gewaschen. Pro well
wurden je 1pl 10 mM Biotin in Bindungspuffer aufgegeben und fiir eine Stunde bei 4°C inku-
biert. AnschlieRend wurde die Platte mit viel Wasser gewaschen und an der Luft getrocknet. Auf
jedes well wurde dann 0,5 pl der dem Liganden entsprechenden Matrix aufgegeben und nach
dem Trocknen das MALDI-Spektrum aufgenommen. Bei bestimmten Proben musste vor Auftrag
der Matrix mit 1 pl organischem Losungsmittel denaturiert werden.

Fir den GDP/GTP-Austausch mit immobilisiertem Ras wurde GTP-beladenes V12Ras immobi-
lisiert. Dann erfolgte nach Waschen mit Ras-Puffer folgender Ansatz in einer Zeitreihe: Ras-
Puffer + 5 mM GDP + 5 mM MgCl, + 5 mM SO,*. Durch Eintauchen in eiskaltes Wasser wurde
uberschiissiges Nukleotid abgewaschen. Mit einem 1l Isopropanol wurde Ras denaturiert (nicht
abwaschen!), dann die THAP-Matrix aufgegeben.

3.4.2.2 Blattgold-MPA

Fir den Bindungsassay an dem mit MPA-immobilisierten Protein wurden jeweils 2 pl Lésung
der Verbindung (im Puffer des Proteins, bei Cdc25a 50 mM Tris, 50 mM NaCl und 1 mM DTE
mit pH 8) auf den Proteinpunkt aufgegeben. Dem Liganden wurde nun eine Stunde bei 4°C in
einer feuchten Kammer Zeit gegeben an das Protein zu binden. Der Gberschussige Ligand wurde
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anschlieBend durch einmal Waschen mit 0,1% NP-40 und durch zweimaliges Waschen mit Was-
ser fur jeweils 5 Minuten unter Schitteln entfernt. Nach dem Trocknen der Oberflache wurde 1
pl Matrixlésung (10 mg/ml DHB in 50% Acetonitril und 0,1 % TFA in Wasser) aufgetragen. Es
durfte sich keine Flissigkeit mehr an der Folie befinden, da ein Einbringen von Flissigkeit dem
MALDI-TOF mit seinem Hochvakuum schaden wirde. Die Tragerfolie mit dem Blattgold wur-
de mit doppelseitigem Klebeband auf den Probenteller befestigt. Sobald die Matrix getrocknet
war, wurden die Messungen im Voyager DE PRO unter Standardbedingungen im positive mode
durchgefunhrt.

3.4.2.3 Auf Nitrocellulose

Nach der Immobilisierung des Proteins wurde auf die Nitrocellulose jeweils ein Mikroliter einer
1 mM molaren Lésung der zu testenden Substanz aufgegeben. Dazu wurde die Verbindung im
fiir das Protein optimalen Bindungspuffer plus den die Oberflache benetzenden Zusatzen aufge-
nommen. Bei Cdc25a war das ein Puffer aus 50 mM Tris, 50 mM NaCl und 1 mM DTE mit pH
8. Biotin wurde in PBS aufgenommen. Wahrend der Inkubationszeit von einer Stunde bei 4°C
wurde die Nitrocellulose in einer feuchten Kammer aufbewahrt, um ein Austrocknen der Ober-
flache zu vermeiden. Die Nitrocellulose wurde anschlieBend zweimal im Bindungspuffer und
einmal in PBS ohne S mit 0,1 % NP-40 fur jeweils 5 Minuten unter leichtem Schutteln gewa-
schen. Nach dem Trockenen der Nitrocellulose an der Luft bei Raumtemperatur wurde ein Mik-
roliter der Matrixlosung (10 mg/ml DHB in 50% Acetonitril und 0,1 % TFA in Wasser) aufge-
tragen. Die Messung erfolgte im Voyager DE PRO im positive unter Standardbedingungen.

3.4.2.4 Laserdruckerfolie

Auf der mit Streptavidin-beladener Laserdruckerfolie wurde der der Bindungstest mit Biotin
durchgefuhrt. Auf die Proteinpunkte auf der Folie wurde fiir eine halbe Stunde lang eine Ldsung
aus 1 mM Biotin in PBS ohne S bei Raumtemperatur gegeben. Um den tiberschiissigen Liganden
zu entfernen, wurde einmal mit 0,1% NP-40 und zweimal mit Wasser flr funf Minuten unter
Schitteln gewaschen. Nach dem Trocknen an der Luft wurden die Proteinpunkte mit je 1 pl Mat-
rixlosung (Img/ml DHB in 50% Acetonitril und 0,1 % TFA in Wasser) versetzt. Nach dem
Trocknen wurde die Folie mit Leit-C auf den MALDI-Probenteller aufgeklebt. Die Messungen
wurden im Voyager DE PRO im positive mode durchgefthrt.

Standardbedingungen MALDI-TOF
Geréteeinstellungen:
Voltage: Accelerating 20000V
Grid 76
Guide Wire 0,002
Delay Time 100 nsec
Mass Range: 100-400 Da
Low Mass Gate: aus
Mode: Positive oder negative lon Mode, Reflector
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3.4.25 MALDI-Messungen mit den selbsthergestellten Tragern

Die vergoldeten Trager wurden mit Leitpaste-C (nach Gocke) auf einen MALDI Stahlprobentel-
ler geklebt und unter Vakuum getrocknet, bis das Losungsmittel komplett verdampft war. Ein pl
einer Testprobe wurde mit einem pl Matrix vermischt, auf den Tréger pipettiert und getrocknet.
Dann erfolgte die MALDI-Messung unter Standardbedingungen.






4 Ergebnisse

4.1 PROTEINEXPRESSION

4.1.1 Mononukleotid-Kinasen

Die Expression der Mononukleotidkinasen erfolgte mit Unterstiitzung von M. Konrad in seinem
Labor am MPI fur Biophysik in Goéttingen. Die verwendeten Plasmide wurden in M. Konrads
Arbeitsgruppe kloniert. Es wurden die TMP- und GMP-Kinasen des Menschen, von S. cervisiae
und E. coli expremiert und auf ihre Aktivitat hin getestet. Auf den Gelbildern ist jeweils die erste
und zweite Fraktion der Proteinaufreinigung zu sehen. Die humane TMP-Kinase liegt als GST-
Fusionsprotein, die anderen Mononukleotidkinasen liegen als Hisg-Tag Proteine vor. Entspre-
chend wurden unterschiedliche Aufreinigungsprotokolle (siehe 2.5.2.3) genutzt. Die His-Tag-
Proteine wurden Uber Nickel-NTA komplexiert und anschliefend mit Imidazol eluiert. Das GST-
Fusionsprotein wurde durch Glutathion-Sepharose affin gebunden und durch Schneiden mit
Thrombin eluiert. Die Thrombin-Schnittstelle liegt dabei zwischen GST und dem gewi(inschten
Protein, so dass der GST-Teil des Fusionsproteins wegféllt.

E. Coli TMPKinase
E. Coli TMPKinase
E. Coli GMPKinase
E. Coli GMPKinase
S. cervisiae TMPKinase
S. cervisiae GMPKinase
S. cervisiae GMPKinase

: ] S. cervisiae TMPKinase

Abbildung 20: SDS-PAGE der Mononukleotidkinasen nach der Aufreinigung, die Beschriftung Uber den
Banden zeigt an, um welche Mononukleotidkinase es sich jeweils handelt.

Die spezifische Aktivitat der Proteine liegt im durchschnittlichen Bereich [62]. Die spezifische
Aktivitat eines Proteins ist die Menge Protein, die bendtigt wird. In der nachfolgenden Tabelle 4
ist ein Uberblick tiber die Berechnung der spezifischen Aktivitit der expremierten Mononukleo-
tidkinasen dargestellt.
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Tabelle 4: Ergebnisse der Aktivitatsbestimmung der aufgereinigten Mononukleotidkinasen

Konzen- . Volumen-  Spez. Ak-
. . Eingesetzte . . N -

Protein tration Menge g DAbsorption/min aktivitat tivitat

pg/ul U/ml U/mg
HsTMPK 7,1 35,5 0,17 0,0137 0,002
HsGMPK 3,6 18 0,11 0,0089 0,0024
SCcTMPK 1,2 6 0,74 0,059 0,5
ScGMPK 0,67 3,5 0,34 0,0274 0,041
ECTMPK 4,6 23 0,63 0,051 0,012
EcGMPK 2,8 14 0,41 0,033 0,012

Zur Immobilisierung an POROS-EP sind diese Proteine somit hervorragend geeignet.

4.1.2 Farnesyltransferase

Die Farnesyltransferase wurden mit Unterstiitzung von J. Kuhlmann und Ch. Nowak im Labor
von J. Kuhlmann am MPI fir molekulare Physiologie, Dortmund, expremiert. Der Klon stammt
aus ihrer Arbeitsgruppe. Die Farnesyltransferase besteht aus einer a-und einer b-Untereinheit
(Abbildung 21). Da hier ohne Affinitatstag gearbeitet wurde, ist die Reinheit etwas schlechter als
die der Mononukleotidkinasen.

i o-Untereinheit
%2 _!, ’ B-Untereinheit

Abbildung 21: SDS-PAGE der Farnesyltransferase nach der Aufreinigung.

Die Aktivitat wurde in der Arbeitsgruppe Kuhlmann von Ch. Nowak bestimmt, allerdings nur
qualitativ, so dass hier keine genauen Aussagen getroffen werden kdnnen. Zu sehen ist in dem
Gel das durch Farnesyltransferase mit einem fluoreszierenden NBD-Prenylrest markierte Ras.
Die Bande 1 bis 9 (Abbildung 22) zeigt dabei die Fraktionen nach der Gelfiltrationschroma-
tographie. In den ersten sechs Fraktionen ist nach diesem Gel die meiste aktive Farnesyltransfe-
rase eluiert. In Bande 10 wurde zum Vergleich ein mit fluoreszierendem Farnesyl-markiertes Ras
aus einer vorhergehenden Expression aufgetragen. Allerdings ist das vorliegende Protein flr eine
Immobilisierung an Goldoberflachen und POROS-EP absolut ausreichend gewesen.
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Ergebnis der Fluoreszenzmessung der SDS-PAGE nach Aktivitatstest der Farnesyltransferase.
Die leuchtenden Punkte sind das NBD-Prenyl-markierte H-Ras. Bande 1 bis 9: 1. bis 9. Frakti-
on der Gelfiltration; Bande 10: Positivkontrolle.

4.1.3 Cdc25a

Zundachst wurde versucht cdc25a nativ aufzureinigen. Allerdings bildeten sich Inclusion bodies,
bestehend aus in Wasser unlgslichem Protein, die sich durch 8 M Harnstoff wieder in Losung
bringen liessen. Die Bildung der Inclusion bodies liess sich aber auch als erster Reinigungs- und
Konzentrierungsschritt nutzen. So konnten die Inclusion Bodies nach der Aufreinigung durch
Zentrifugation pelletiert und das Pellet mit 8M Harnstoff in Losung gebracht werden. Es zeigte
sich jedoch, dass sich auch mit dem direkten Zellaufschluss durch 8 M Harnstoff Cdc25a in ge-
niigend hoher Reinheit gewinnen liess, wie die SDS-PAGE in Abbildung 23 zeigt. Dies hatte den
Vorteil, dass sich Cdc25a standig in Losung befand und nicht auf den NTA-Beads bei der Auf-
reinigung ausfallen konnte. Betrachtet man die Protokolle bei Verdffentlichungen zur Aufreini-
gung von Cdc25a wie die von Loukaci et al [99], so zeigt sich, dass Cdc25a als GST-
Fusionsprotein wasserldslich ist und sich nativ aufreinigen lasst. Die Umklonierung zu einem
GST-Fusionsprotein wére also eine Alternative zur Aufreinigung in 8 M Harnstoff. Die Bande
des Cdc25a ist auf dem SDS-Gel (Abbildung 23) in etwa der Hohe des Standards bei 66 kDa
auszumachen; Cdc25a hat eine molare Masse von etwa 59 kDa.

o=

Abbildung 23: SDS-PAGE von Cdc25a-Phosphatase nach der Aufreinigung. Bande 1: Aufschluss; Bande 2:
1. Elution von NTA-Beads, Bande 3: 2. Elution von NTA-Beads; Bande 4: Durchfluss beim
Auftrag des Zellaufschluss’ auf die NTA-Beads

Die zweite Bande unterhalb von 66 kDa ist wahrscheinlich ein Abbauprodukt des Proteins. Den-
noch lag die Reinheit hoher als die des kommerziellen Herstellers.
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Zur Uberpriifung, dass es sich bei dem Protein um Cdc25a handelt, wurde ein tryptischer Verdau
mit anschlielender MALDI-TOF-MS und Nanospray-MS Analyse durchgefuhrt. Nach einer
Verdlnnung des Harnstoffs auf 2 M stellt dieser laut Angaben des Herstellers kein Problem fir
die Aktivitat der Protease dar. Die Analyse der Fragmente wurde mit Protein Prospector durch-
gefiihrt. Die Abbildung 24, Abbildung 25 und Abbildung 26 zeigen die MALDI-Spektren des
tryptischen In-Gel-Verdaus des expremierten Proteins mit der Zuordnung der Peaks zu den mdg-

lichen tryptischen Fragmenten der Phosphatase.
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Abbildung 24: MALDI-Spektrum des tryptischen Verdaus von Cdc25a Massenbereich 767 - 962 Da
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Abbildung 25: MALDI-Spektrum des tryptischen Verdaus von Cdc25a Massenbereich 962 - 1422 Da
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Abbildung 26: MALDI-Spektrum des tryptischen Verdaus von Cdc25a Massenbereich 1327 - 2680 Da

In Tabelle 5 ist die Zuordnung der ms/ms-Spektrum gefundenen Massen zu den Peptidsequenzen
des tryptischen Verdaus von Cdc25a aufgelistet.

Tabelle 5: Zuordnung der im MALDI-Spektrum gefundenen Massen zu den Peptidsequenzen des trypti-
schen Verdaus des expremierten Cdc25a

Theoretische | Gefundene Position in der Peptidsequenz
Masse [Da] Masse [Da] AS-Sequenz

779,40 779,31 169-174 DLFTQR
845,42 845,33 66-72 NNSNLQR
938,59 938,46 149-156 KPVRPVSR
978,58 978,45 103-110 RIHSLPQK
994,50 994,41 378-385 EFVIIDCR
1002,47 1002,34 95-102 ENLENPMR
1110,66 1110,51 414-423 KPIVPTDGKR
1158,57 1158,42 95-103 ENLENPMRR
1355,62 1355,48 386-396 YPYEYGGHIK
1356,68 1356,48 323-334 GTIENILDNDPR
1707,86 1707.57 423-436 RVIVVFHCEFSSER

Zusétzlich zu der MALDI-Messung wurde eine Nanospray-Messung am lonenfallen-MS durch-
geflihrt. Bei der anschliefenden Analyse mit Sequest Search wurden von 10 aufgenommenen
MS/MS-Spektren 6 der Cdc25a-Phosphatase zugeordnet. Die restlichen MS/MS-Spektren waren
nicht aussagekréaftig genug, um sie einem Protein zuordnen zu koénnen. Jedoch sind die sechs
gefundenen Peptide mehr als ausreichend, um das untersuchte Protein definitiv als Cdc25a zu
bestimmen.
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database=C:1Xcalibundatabaselhuman.fasta, accessiorEgi 502705 ref[MP_001780.1]|

peptide(s)=AHETLHQSLSLASSPK ENLENPMR IHELPRK YPYEYEGGHIK KPIVPTDGK RIHSLPQK

Analyzing ...

»>gil4502705|reflNP_001780.1|| cell division cycle 25A_gi|265556|sp|P30304|MPI1_HUMAN M-PHASE INDUCER
PHOSPHATASE 1_gi|105590|pir||A41648 protein-tyrosine-phosphatase (EC 3.1.3.48) cdc26A -
human_gi|180171|gb]AAAS8415.1] (MB1933) putative [Homo sapiens] [MASS=58796]

MELGPSPAPR RLLFACSPPP ASQPYVKALF GASAAGGLSP YTNLTVTMDQ LAGLGSDYEQ PLEVKNNSNL QRMGSSESTD
SGFCLDSPGP LDSKENLENP MRRIHSLPGK LLEGCSSPALKR. SH5DSLDHDI FQLIDPDENK ENEAFEFKKP YRPVYSRGCLH
SHELAEGKDL FTARANSAQL GMLESSNERDS SEPGMNFIPLF TPQSPVTATL SDEDDGFVDL LDGENLKNEE ETPSCMASLW
TAPLVMRTTN LONRCKLFDS PSLCSSSTRS YLKRPERSGE ESPPGSTKRR KSMSGASPKE STNPEKAHET LHOSLSLASS
PHGTIENILD NDPRDLIGDF SKGYLFHTVA GKHQDLKYIS PEIMASYLNG KFANLIKEFY IIDCRYPYEY EGGHIKGAVN
LHMEEEVEDF LLKKFIWVFTD GKRVIVVFHC EFSSERGPRM CRYVRERDRL GNEYPKLHYP ELYWVLKGGYK EFFMKCQSYC
EPPSYRPMHH EDF KEDLKKF RTKSRTWAGE KSHREMYSRL KKL

>monoisotopic mass = 58741

position sequence (NCBIBLAST link)

307-322 AHETLHQSLSLASSPK

95-102 ENLENPMR

104-110 |[HSLPQK

386-396 YPYEYEGGHIK

414-422 KPIVPTDGHK

103- 110 RIHSLPQK

Protein Coverage: 52/523 = 9.9% by amino acid count, 5902/58741 = 10.0% by mass

Search SWISS-PROT with gil4502705|ref]NP_D01780.1|| via accession, descrJID, ar full text fisld.

Abbildung 27: Ergebnisse der Messungen mit Nanospray-MS. Zu erkennen ist die Zuordnung der Peptidse-
guenzen aus dem tryptischen Verdaus des expremierten Cdc25a MALDI-Spektrum des trypti-
schen Verdaus von Cdc25a

Damit handelt es sich bei aufgereinigten Protein eindeutig um die humane Cdc25a-Phosphatase.

4.1.4 Enzymatischer Assay Cdc25a

Fiur die Kopplung wurde enzymatisch aktives Cdc25a benétigt. Zudem sollte zur Bestimmung
der ICso-Werte der getesteten Verbindungen ein Assay etabliert werden. Der Aktivitétstest wurde
mit einem kunstlichen Substrat, dem p-Nitrophenolphosphat (NPP) durchgefiihrt. Das Enzym
spaltet die Phosphatgruppe vom NPP ab, woraufhin sich das stark gelbe p-Nitrophenol bildet.
Dieser Farbumschlag der Losung von nahezu farblos zu gelb kann bei 405 nm im UV/VIS-
Spektrometer gemessen werden.

Problematisch am Cdc25a schien zu Beginn die Bildung der Inclusion bodies. Das nicht I6sliche
Protein aggregierte, war schwierig in nativen Puffern aufzureinigen und bufite dadurch seine
Aktivitat ein. Nur die denaturierende Aufreinigung mit 8M Harnstoff brachte das Protein wieder
in Losung. Versuche, durch Veranderungen der Expressionsbedingungen losliches Protein zu
erhalten, scheiterten. Die Ruckfaltung des Proteins und Wiederherstellung der Aktivitat aus de-
naturierenden Bedinungen mussten daher erreicht werden. Im Fall des Cdc25a gelang die Rick-
faltung relativ einfach durch Verdiinnung des Harnstoffes im Enzympuffer. Durch die Verdin-
nung der Enzymlésung um den Faktor 10 in Testpuffer war die Aktivitat wiederhergestellt.

Wie die Abbildung 28 zeigt, blieb die Aktivitadt von Cdc25a bis zu einer Konzentration von 1 M
Harnstoff unbeeinflusst. Vermutlich ist das aktive Zentrum durch den Harnstoff kaum denatu-
riert worden, so dass die Rickfaltung sehr rasch geschah.
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Abbildung 28: Diagramm zur Abhangigkeit der Cdc25a von der Harnstoffkonzentration im Assaypuffer. Auf-

getragen ist die Harnstoffkonzentration im Assaypuffer gegen die Steigung des linearen Teils
der Messung der Absorption bei 405 nm ber die Zeit.

Der Zusatz von DTE ist absolut notwendig fur die Aktivitat des Proteins, da sich ein Cystein im
aktiven Zentrum befindet (Cysa30), das in SH-Form (reduziert) vorliegen muss, damit das Protein
aktiv ist. Das freie Cystein spielt eine entscheidende Rolle fur die Katalyse [98].

A
His 4980
Tyr 386 Met 483
Arg 436 Phe 432
/ Glu 431 _"'“;.
# ‘u!
7 2 o R
‘Cys 384 Cﬁm #
~ {: <3
Abbildung 29: Die active site des Cdc25a, deutlich zu sehen ist links das Cys384, das mit dem entscheidenden

Cys430 eine Disulfidbriicke bilden kann

Die Erklarung fur die, auch in unseren Enzymassays festgestellte Notwendigkeit, ein reduzieren-
des Agens wie DTE bzw. DTT zuzusetzen, um katalytische Aktivitat zu erhalten [100], liefert
eine Rontgenstrukturanalyse von Fauman et al. Einige Kristalle des Cdc25a zeigten in der Ront-
genstrukturanalyse die Bildung einer Disulfidbriicke mit Cyssgs [79].

Andere Arbeiten beschreiben die Bildung von Inclusion bodies, bei dem Versuch Cdc25a in E.
coli als His-Tag Protein zu expremieren [72]. Die native Aufreinigung gelang dort mit GST-
Fusionsprotein. Renaturierung der His-Tag-Cdc25a fuhrte zu niedrigen Phosphatase-Aktivitaten
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( keatKms von < 1 M s bei pNPP) [100, 101]. In unserem Fall jedoch brachte die Renaturierung
eine mehr als akzeptable Aktivitat des Enzyms.

Messungen mit unterschiedlichen Substratkonzentrationen zeigten (siehe Abbildung 30), dass
die Anfangsgeschwindigkeit die gleiche ist. Allerdings wird bei der fortlaufenden Reaktion Sub-
strat verbraucht, daher lasst die Geschwindigkeit nach, bis das gesamte Substrat verbraucht ist.

1.8
16 a

5mM
14 10 mM /
- — 25mM -
1 — 50 mM /
0.8 / —_—

0.4
./’
0.2

0 L] T L] L] L] T T
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Abbildung 30: Aktivitat der Cdc25a bei verschiedenen Substratkonzentrationen, aufgetragen ist die Zeit in
Sekunden gegen die Absorption bei 405 nm.

Aus dem Anstieg der Absorption uber die Zeit wird die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. Die
Reaktionsgeschwindigkeiten, als V bezeichnet, fir die unterschiedlichen Enzymkonzentrationen,
als [S] bezeichnet, wurden in einem Lineweaver-Burk-Plot aufgetragen. Dazu werden die rezip-
roken Reaktionsgeschwindigkeiten 1/V gegen die reziproken Substratkonzentrationen 1/S aufge-
tragen. Der Schnittpunkt der Ausgleichsgeraden mit der x-Achse ist der negative reziproke Wert
von Ky. Der Wert flr Vmax ergibt aus dem Schnittpunkt der Ausgleichsgeraden mit der y-Achse
als reziproker Wert. Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat mittels Lineweaver-Burk-Plot
fiir das hier expremierte Cdc25a ergab einen Ky-Wert von 15,87 mM und vi.=9,3e-5.
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Abbildung 31: Bestimmung des Ky-Wertes von Cdc25a nach Lineweaver-Burk
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Wurde ein potenter Phosphatase-Inhibitor zugesetzt, wie in der Abbildung 32 gezeigt, sank die
Aktivitat des expremierten Cdc25a’s erwartungsgemal. Hier handelt es sich J-403, dessen 1Cso-
Wert bereits mit kommerziellen Cdc25a ermittelt wurde und 1 uM betragt. Der 1Cso-Wert be-
schreibt die Inhibitorkonzentration bei der die maximale Reaktionsgeschwindigkeit durch den
Inhibitor halbiert wird. Der in der Graphik gezeigte Inhibitor soll lediglich als Beispiel dienen,
die Werte flr weitere Inhibitoren, die in dieser Arbeit zum Vergleich mit den Assayergebnissen
herangezogen wurden, sind im Anhang tabellarisch zusammengefasst.
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50 mb 3-Nitrophenolphosphat Kein Inhibilor
— 50 pM Inhibtor J-403
Abbildung 32: Aktivitat der Cdc25a mit und ohne Phosphatase-Inhibitor; aufgetragen ist die Zeit in Sekunden

gegen die Absorption bei 405 nm.

Fur die Bestimmung der 1Cso-Werte ist es ausreichend, den Aktivitétstest mit verschiedenen zu-
gesetzten Inhibitor-Konzentrationen Gber 10 Minuten lang durchzufiuhren. Dann kann ermittelt
werden, bei welcher Substanzkonzentration die Reaktionsgeschwindigkeit halbmaximal wird.
Diese Reihenmessungen wurden alle von Heike Rimpel, AG Waldmann, durchgefihrt und aus-
gewertet. Die 1Cso-Werte aller verwendeten Verbindungen sind im Anhang aufgelistet.
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4.2 MALDI-AssAY

4.2.1 Matrix und Matrixauftrag

Da die zu erwartenden Liganden sehr klein sein wirden, wurde zundchst die Matrix fur die Mes-
sung von Biotin und von den zweiten, ausfiihrlich getesteten Liganden, den Nukleotiden, opti-
miert. Die Matrix konnte allerdings nicht firr jede einzelne Substanz angepasst werden, daher
wird sie flr eine Gruppe von Substanzen eingestellt. Biotin stand hier stellvertretend fur kleine
organische Molekiile.

Fur die Messung mit Biotin wurden drei Matrices flr kleine Molekile getestet. Biotin wird im
,»positive mode* gemessen, das bedeutet, dass nur positiv geladene lonen detektiert werden. Um
die GroRe der erhaltenen Signale vergleichen zu kdnnen, war eine Normierung notig. Normie-
rung bedeutet in diesem Zusammenhang, dass die Flache des interessierenden Substanzpeaks mit
einer Peakflache aus einer, in den Proben stdndig konstant enthaltenen, Substanz verglichen
wird. Da Koffein, ein beliebtes Standardmolekul in der MALDI-TOF-Massenspektrometrie, die
lonisation des Biotins stark unterdriickte, wurde ein Matrixpeak zur Normierung gewéhlt. Daher
musste die Matrixmischung in diesen MALDI-TOF-Bindungsassays immer moglichst exakt an-
gesetzt werden. Zum Vergleich wurde die Peakfl4che der Substanz durch die Peakflache des
Matrixpeaks bei 277,3 m/z dividiert. Dieser Quotient wird im Folgenden ,,normierte Peakflache*
genannt. Allerdings handelt es sich dabei um keine wirkliche Quantifizierung, sondern lediglich
um eine Orientierungshilfe.

Die normierten Peakflachen von freiem Biotin (je 1ul 5 mM in Wasser), das mit unterschiedli-
chen Matrices (je 1 pl) versetzt wurde, sind in Abbildung 33 gegeneinander aufgetragen. Die
Mischung von 10mg/ml Dihydroxybenzoeséure (DHB) in Aceton brachte die beste Signalaus-
beute (Abbildung 33).

3,5
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2,5
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Abbildung 33: Normierte Peakflache des Biotin-Signals nach Bindungsassay; Matrixmischungen:
1)Cyano+Nitro: 20 mg/ml Nitrocellulose in Aceton+1:1 Isopropanol+20 mg/ml aCHCA, 2)
Cyano: 20 mg/ml aCHCA in Aceton, 3) DHB: 10 mg/ml DHB in Aceton
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Bei Nukleotiden muss darauf geachtet werden, ob die positiv oder negativ geladenen lonen de-
tektiert werden sollen. Die Struktur der Nukleotide zeigt an, dass sie in wassriger Ldsung negativ
geladen vorliegen.

Guanosintriphosphat (GTP) Guanosmmonophosphat (GMP)
518,96 Da 361,04 Da

/
R
L Pp—— I O E (8] J /r

o o 0—r—0

0

Guanosindiphosphat (GDP) H
4400 m/z HA

=3 —0

o=
s}

HO OH
Abbildung 34: Strukturen der Guanosinnukleotide

Nukleotide allein konnten am besten in folgender Matrix gemessen werden: THAP geséttigt + 25
mg/ml Zitronenséure in 50%Acetonitril in Aqua bidest. Bei Versuchen mit HCCA und DHB
konnten werden bei 5 nmol Nukleotid Gberhaupt keine Nukleotidpeaks im Spektrum ausge-
macht. Durch Zusatz von Zitronensdure zur THAP-LOsung wurde eine deutliche Verbesserung
des Nukleotidsignals bei der Messung im MALDI-TOF erzielt. Die Zugabe von Zitronensdure
ermoglichte eine Messung des Nukleotids im positive ion mode. Die Grol3e der auf den THAP-
Peak normierten Nukleotidsignalflachen werden in Abbildung 35 gezeigt.
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Abbildung 35: Normierte Peakflachen des GTP/GDP-Signal (auf Matrixpeak 333,4 m/z) in positive (pos) und
negative (neg) ion mode; Mit: THAP geséttigt + 25 mg/ml Zitronensdure in 50%Acetonitril in
Aqua bidest.; Ohne: geséttigt in 50%Acetonitril in Aqua bidest

Zur Ermittlung der unteren Messgrenze wurde eine Reihe von GTP-Mengen aufgetragen und mit
je einem Mikroliter der zuvor ermittelten Matrix versetzt.
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Abbildung 36: Normierte Peakflache (auf 333,4 m/z) des GTP-Signals (522,3 m/z) im negative ion mode;
aufgetragen gegen unterschiedliche Konzentrationen von Zitronensaure in der Matrixmischung,
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10 pmol GTP THAP gesittigt + 50, 25, 10, 5 und 2,5 mg/ml Zitronensdure in 50%Acetonitril
in Aqua bidest.

Die niedrigste im MALDI messbare Menge an GTP liegt, wie das Diagramm in Abbildung 37
zeigt, unter Verwendung der optimierten Matrix (gesattigtes THAP in 50% Acetonitril in Aqua
bidest. mit 25 mg/ml Zitronenséure) bei einem pmol.

o
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Normierte Peakflache
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o
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. | l..-_t

1nmol 0,5nmol 0,1nmol 50pmol 10pmol 1pmol 0,1pmol 0,01pmol

GTP-Konzentrationen

Abbildung 37: Normierte Peakflache (auf 333,4 m/z) des GTP-Signals (bei 522,3 m/z) im negative ion mode
aufgetragen gegen verschiedene Mengen von GTP

Die Messung der an Ras gebundenen Nukleotide erwies sich als schwierig. . Nur Matrixldsung
auf das Nukleotid-beladene Ras zu geben, reichte nicht aus, um die Nukleotide aus dem Ras zu
I6sen und im MALDI-MS messen zu kénnen. V12Ras ist eine Mutante, bei der die intrinsische
GTPase-Aktivitat des Ras’ ausgeschaltet ist. Dadurch ist das GTP im Protein stabiler. Fir die
durch die normierten Peakflachen in Abbildung 38 abgebildeten Messungen wurde jeweils ein
Mikroliter Protein bzw. GTP oder Peptidfragmentlésung aufgetragen und mit einem Mikroliter
Matrixlosung versetzt. Die Bindung des GTP an das Ras ist so stark, dass 50% Acetonitril nicht
ausreichen, das Protein soweit zu denaturieren, dass es GTP freigibt. Auch ein tryptischer Ver-
dau von GTP-beladenem Ras brachte keine Steigerung der Signalintensitat, anscheinend blieb
die Bindungstasche des Nukleotids davon unberiihrt.
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Abbildung 38: Normierte Peakflache des GTP-Signals (auf 333,4 m/z) gefunden in je 1 ul V12Ras, 10 mM
und tryptischer Verdau von 12VRas, im negative lonmode gemessen, Matrix: THAP gesattigt
+ 25 mg/ml Zitronensaure in 50%Acetonitril in Aqua bidest.

Daher wurde das Protein, bei der Messung in Abbildung 39 handelt es sich um GDPwtRas, vor
dem Matrixauftrag mit je einem Mikroliter Losungsmittel denaturiert. Nach dem Eintrocknen
wird THAP-Matrix aufgetragen und im MALDI-TOF gemessen. Durch eine vorhergehende De-
naturierung mit Isopropanol war die gro3te Signalausbeute zu erreichen. Durch Zugabe von Ace-
tonitril war keine Denaturierung festzustellen, da kein GDP-Signal messbar war. Methanol er-
mdoglichte zwar eine Signaldetektion, allerdings eine geringere als Isopropanol.
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Abbildung 39: Test verschiedener Losungsmittel zur Denaturierung von Ras. Auf Matrix-Peak (333,4 m/z)
normiertes Signal von GDP nach der Freisetzung des Nukleotids durch Denaturierung des Pro-
teins mit organischen Ldsungsmittel. Eingesetzte Menge Protein: 50 pmol wtRas(GDP) Als
Matrix wurde die fur Nukleotide optimierte Matrix verwendet; THAP geséttigt + 25 mg/ml Zit-
ronensdure in 50%Acetonitril in Aqua bidest., m/z bei 425, negativ ionmode
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4.2.2 Immobilisierung auf Gold
4221 DTSP-Methode

4.2.2.1.1 Streptavidin-Biotin

Zu Beginn der Versuchsreihen zur Etablierung eines MALDI-MS-basierten Liganden-
Bindungsassays wurde versucht, einen aus der Literatur bekannten Assay aufzubauen. In dem
beschriebenen Assay wurde das Protein tber eine SAM an Gold gebunden. Das verwendete Thi-
olreagenz zur SAM-Bildung war DTSP. Als Beispielsystem wurde Streptavidin-Biotin einge-
setzt, da dieses System gut beschrieben und leicht verfligbar ist [54]. Zudem ist Biotin ein ho-
chaffiner Ligand fur Streptavidin, der verschiedene Waschprozeduren gut Uberstehen sollte.
Streptavidin besitzt je 4 Bindungsstellen pro Molekdl fur Biotin, daher sollte die Orientierung
auf der Oberflache keine allzu grof3e Rolle spielen, da davon auszugehen ist, dass immer eine
Bindungsstelle erreichbar bleiben wird.

Zunéchst wurden alle Optimierungsschritte der Immobilisation an dem Streptavidin-Biotin-
System aufgrund seiner hohen Affinitat durchgefihrt (siehe 2.2.1). Dennoch mussten diese Be-
dingungen fur andere Proteine modifiziert werden. Das Streptavidin wurde zu 1 mg/ml in Immo-
bilisierungspuffer (100 mM Na-Phosphat-Puffer, 500 M NaCl, pH 7,3) aufgenommen und wie
beschrieben an der Goldplatte (auswechselbarer Goldprobentrager von Perseptive Biosystems)
immobilisiert (siehe 2.4.1). Der Bindungstest wurde mit 1 pul 10 mM Biotin in Bindungspuffer
(20 mM Tris/HCI, pH 7,2 mit 100 mM NaCl) durchgefihrt (siehe 2.2.1). Nach dem Trocknen
wurden die Proben mit 0,5 pl Matrix(0,5 pul 5 mg/ml Dihydroxybenzoesaure (DHB) in Aceton)
versetzt und im MALDI gemessen. Diese Matrixmischung war, wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben,
fiir Biotin optimiert worden. Abbildung 40 zeigt das im MALDI-TOF aufgenommene Spektrum
mit den Biotin- und Matrixmassen. Die Signale der Matrixmassen besitzen eine bis zu hundert-
fache hohere Intensitat gegentiber dem Signal der Masse des Biotins. Die Massen der Matrix
lassen sich auch als interne Standards nutzen, um Signalintensitaten bei verschiedenen Messun-
gen vergleichen zu kénnen. Coffein war als interner Standard nicht zu verwenden, da es die loni-
sation von Biotin unterdriickte.
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Abbildung 40: MALDI-Massenspektrum von Biotin geldst aus immobilisierten Streptavidin gemessen in 0,5

pl 5 mg/ml DHB in Acetonitril; 245,8414: Biotin+H+; 267,8719: Biotin+Na+

Durch Variation der Immobilisierungsbedingungen des Streptavidins sollte eine Verbesserung
des Biotinsignals nach dem Bindungsassay erreicht werden. Dazu wurde Streptavidin in ver-
schiedenen Mengen mit unterschiedlichen Inkubationszeiten bei 4°C auf der Goldoberflache
nach dem DTSP-Protokoll immobilisiert.

Die Versuche mit unterschiedlichen Konzentrationen von Streptavidin (5 mg/ml, 2,5 mg/ml und
1 mg/ml) zu unterschiedlichen Inkubationszeiten (21 h, 7 h, 3 h, 1 h, 30 min und 15 min) brach-
ten keine einheitlichen Ergebnisse. Es ist lediglich zu erkennen, dass das beste Ligandensignal
bei allen drei Konzentrationen jeweils mit nur 15 Minuten Inkubationszeit erreicht wurde (vgl.
Abbildung 41 bis Abbildung 43).
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Abbildung 41: Normierte Peakflache des Biotin-Signal nach Lésung des Biotins aus immobilisierten Strepta-
vidin gemessen in 0,5 pl 5 mg/ml DHB in Acetonitril; 245,8414: Biotin+H+; 267,8719: Bio-
tin+Na+



4-Ergebnisse 63

0,3
0,25
c
2 021
8
L
o 0,15 4
ko)
E 01
o
P
0,05 -
0 4
30min; 15min;
2,5mg/m| 2,5mg/m| 2,5mg/m| 2,5mg/m| 2,5mg/ml 2,5mg/ml
Abbildung 42: Normierte Peakflache des Biotin-Signal nach Lésung des Biotins aus immobilisierten Strepta-
vidin gemessen in 0,5 pl 2,5 mg/ml DHB in Acetonitril; 245,8414: Biotin+H+; 267,8719: Bio-
tin+Na+
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Abbildung 43: Normierte Peakflache des Biotin-Signal nach Lésung des Biotins aus immobilisierten Strepta-
vidin gemessen in 0,5 pul 1 mg/ml DHB in Acetonitril; 245,8414: Biotin+H+; 267,8719: Bio-
tin+Na+

Auch die Variation des pH-Wertes (zwischen pH 4,5 und 9) und des Salzgehaltes (zwischen 0,1
und 1 M NaCl) im Immobilisierungspuffer zeigten keine Verbesserung des nach dem Durchfuh-
ren des Biotin-Bindungsassays gemessenen MALDI-Signals. Daher wurde die flr die vorherge-
henden Immobilisierungen verwendete Natriumchloridkonzentration von 0,5 M im Immobilisie-
rungspuffer beibehalten.
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Abbildung 44: Normierte Peakflachen des Biotin-Signals nach Bindungsassay. Verschiedene Salzkonzentrati-

onen und pH-Werte bei der Immobilisierung von Streptavidin. Nach Biotin-Bindungsassay
Auftrag von 1 pl der DHB-Matrix und messen des Biotin Signals bei 245,3 Da. Das Signal
wurde Signal normiert auf DHB-Matrixpeak bei 273 Da. Der Wert fur mit 1 M NaCl bei pH 5
wurde herausgenommen, da es sich offensichtlich um einen Messfehler handelte.

Weitere Versuche zeigten, dass eine Verringerung der Proteinkonzentration auf bis zu 5 pg/ml
bei der Immobilisierung ein zehnfach verbessertes Signal/Rausch-Verhaltnis des Biotins nach
dem Bindungsassay gegenuber 1 mg/ml Proteinkonzentration bei der Immobilisierung ergaben.
Allerdings ist dieser Wert ungewdohnlich. In einer Veroffentlichung von Koopmann und Black-
burn [28] wurde ebenfalls eine derartige Reihe fir Neutravidin getestet, wobei allerdings das
Protein selbst im MALDI gemessen wurde (es wurde nur nicht-kovalent an die Oberflache ge-
bunden). Hier wurde ein optimaler Wert von 500 ng (entspricht 1ul 0,5 mg/ml Proteinldsung)
gefunden. Auch andere Vorschriften zur Immobilisierung von Protein an Goldoberflachen ver-
langen nach einer grolieren Menge Protein. (Fenselau et al und andere) [20, 21].
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Abbildung 45: Mittelwerte der normierten Peakflachen des Biotinsignals fiir eine Messung mit 10 mM Biotin

im Bindungsassay mit unterschiedlichen Streptavidin-Konzentrationen bei Immobilisierung
des Proteins. Die Messung des Biotins erfolgte mit der DHB-Matrix-Mischung und die Flachen
wurden auf den Matrixpeak 154,5 m/z normiert.

In Abbildung 45 ist neben der normierten Peakflache des Peaks 245,3 Da (der Biotin + H™ ent-
spricht) auch die normierte Peakflache des Peaks 267,3 Da dargestellt. Hierbei handelt sich um
Biotin + Na®, Biotin ist hier durch die Anlagerung eines Natriumions, wahrscheinlich aus dem
vorher verwendeten Immobilisierungspuffer, positiv geladen und somit im MALDI-TOF im po-
sitive mode messbar. Die Flachen des Biotin + Na*-Peaks wurden miteinbezogen, um eine héhe-
re Signalausbeute zu erhalten. Es liel sich allerdings keine Vorhersage treffen, welcher Massen-
peak im Spektrum groRer ist. In Abbildung 45 ist Biotin + H* blau, Biotin + Na* rot dargestellt.
Bei den Messungen mit den immobilisierten Streptavidin-Konzentrationen von 1 mg/ml bis 0,1
mg/ml war das Biotin + H*-Signal groRer als das Biotin + Na'-Signal, bei den nachfolgenden
Konzentrationen war es umgekehrt. Daher ist es sinnvoll, die normierten Peakflachen beider
Signale fur die Auswertung zu addieren. Diese Gesamtflache wird hier ,,Gesamtbiotin* genannt.
Zur Uberprifung der Messergebnisse wurden Kontrollmessungen durchgefiihrt. Kontrollen sind
notig, um unspezifische Bindung des Liganden an die verwendeten Oberflachen feststellen zu
kdnnen. Fur die Kontrollen wurde die Goldoberflache vorbereitet wie zur Immobilisierung, aber
anstatt Protein an die SAM binden zu lassen, wurde lediglich mit Immaobilisierungspuffer ge-
spult. Auf diesen derart behandelten, aber proteinfreien Goldoberflachen wurde der Ligand eben-
so lange inkubiert und den gleichen Waschprozeduren unterzogen, wie auf der Proteinoberfla-
che. Es stellte sich beim Messen des Biotin-Signals heraus, dass auch auf der proteinfreien Ober-
flache nach dem Waschen Biotin zu finden war. Die rote S&ulen im Diagramm (Abbildung 46)
zeigen die normierte Peakflachen der Biotin-Signale aus den Kontrollmessungen.
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Abbildung 46: Mittelwerte der normierte Peakflachen der Messung des Biotinsignal nach Bindungsassay von
immobilisierten Streptavidin (blau) und von DTSP-behandelter proteinfreier Goldoberflache
(rot) Dabei sind jeweils paarweise die normierten Peakflachen bei 245,3 m/z (Biotin + H), bei
267,3 m/z (Biotin+Na®) und die Summe der normierten Peakflachen als "Gesamtbiotin".
42212 Ras

Ras wurde nach dem mit Streptavidin ermittelten Protokoll auf der Goldoberflache immobili-
siert. Es wurden nur die Puffer durch Ras-Immobilisierungs (100 mM Na-Acetat-Puffer, 500 M
NaCl, 5 mM MgCl, pH 7,2)- und Ras-Bindungspuffer (64 mM TrisCl, 2 mM DTE, 5 mM
MgCl,, pH 7,5) ersetzt. Zundachst wurde dem immobilisierten Ras kein weiteres Nukleotid zum
Binden angeboten, sondern versucht, das bereits vor der Immobilisierung am Protein gebundene
Nukleotid zu messen. Es wurde V12Ras eingesetzt, eine Mutation, bei der die intrinsische
GTPase Aktivitat von Ras extrem verlangsamt ist, und somit GTP nicht zersetzt wird. Vor der
Immobilisierung wurde dieses V12Ras mit GTP beladen und bis zur Verwendung eingefroren
(freundlicherweise von Robert Gail, MPI Dortmund zur Verfugung gestellt), so dass es bei der

Immobilisierung und Messung im GTP-beladenen Zustand vorlag.
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Abbildung 47: MALDI-Massenspektrum von GTP aus auf der Goldoberflache immobilisierten V12Ras
(50pmol) (ohne weiteren Zusatz von GTP), nach Denaturieren mit 1 pl Isopropanol und Mes-
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sung in 1 pl Matrix (10 mg/ml THAP + 25 mg/ml Zitronensédure in 50% Acetonitril): 524,3:
GTP+H+

Bei dem in Abbildung 47 gezeigten Spektrum wurde V12Ras auf der Goldoberflache immobili-
siert und nach dreimaligem Waschen mit je 50 ml Wasser mit 1 pl Isopropanol denaturiert. Nach
dem Trocknen wurde pro Probe 0,5 pl Matrix (10 mg/ml Trihydroxyacetophenon (THAP) + 25
mg/ml Zitronensdure in 50% Acetonitril) aufgegeben. Diese Matrix-Mischung war als optimal
fiir die Messung von Nukleotiden als negatives und positives lon ermittelt worden. Zur Abschét-
zung der Konzentration an gemessenen GTP wurde eine Kontrollmessung durchgefiihrt. Dabei
zeigte sich, dass mindestens 50 pmol Ras-Protein mit gebundenen Liganden nétig sind, um ein
ausreichendes Ligandensignal zu erzeugen (gezeigt Abbildung 48). Das bedeutet, dass pro Pro-
benposition mindestens 50 pmol Ras immobilisiert wurden, denn das Signal von GTP+H" aus
immobilisierten V12Ras war identifizierbar, allerdings mit einem schlechten Signal/Rausch-
Verhaltnis. Das Signal des GTP aus 50 pmol immobilisierten V12Ras betragt gegenuber dem
Matrixsignal nur etwa 2%. Dagegen erreichte das Signal aus der gleichen Menge nicht-kovalent-
gebundenen Ras im Mittel ca. 70% der GroRe des Signals der Matrix (bezogen auf das Matrix-
Signal bei 335,7 Da aus der THAP-Matrix).

GTP*Mg

GTE 5£,3

=
£

GTP*2Mg
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Abbildung 48: MALDI-Massenspektrum von GTP aus nicht immobilisierten VV12Ras: 1ul Proteinlésung (50
pmol) in 64 mM Tris, pH 7.5 (15,4 pg/ul) auf einer Position des MALDI-Stahlprobentragers
getrocknet, denaturiert mit 1ul Isopropanol + 1 pl Matrix (10 mg/ml THAP + 25 mg/ml Zitro-
nensaure in 50% Acetonitril); 524,3: GTP+H+;548,3: GTP+Mg2+;572,3: 2GTP+2Mg2+

Die Messungen wurden mit einer weiteren immobilisierten Ras-Mutante wiederholt. Bei dem

Q61ARas wurde in der Aminosauresequenz an der Position 61 durch Klonierung ein Glutamin
gegen ein Alanin ausgetauscht. Flr den Bindungsassay spielt diese Mutierung allerdings keine
Rolle, da sie nicht die Nukleotidbindung beeinflusst. Das Q61A-Ras war vor der Immobilisie-
rung mit GTP beladen. Zur Kontrolle des Untergrundes wurde lediglich ein Mikroliter der ver-
wendeten Matrix auf die mit DTSP behandelte, aber proteinfreie Goldoberflache gegeben. Das
Diagramm in Abbildung 49 zeigt die Mittelwerte der normierten Peakflachen dieser Messungen.
Das freigesetzte GTP ist deutlich im MALDI-MS zu messen gewesen.
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Abbildung 49: Normierte Peakflache (auf 335,7 m/z) des GTP-Signals aus Q61A-Ras bei 524,3 m/z. Darge-
stellt sind: 1) Auf Goldoberflache immobilisiertes Q61ARas mit GTP beladen (vor der Immo-
bilisierung) und 2) eine Kontrollmessung, bei die THAP-Matrix auf mit DTSP behandelte
Goldoberflache

Ein Austausch von GDP gegen GTP wurde ebenfalls versucht. Dazu wurde das an die Oberfl&-
che gebundene Protein an jeder Probenposition mit 1 ul 5 mM GTP in modifizierten Ras-
Bindungspuffer-Puffer (+ 5 mM MgCl, + 5 mM SO,%) fiir eine Stunde bei RT inkubiert. Nach
dem Abwaschen des Uberschissigen Nukleotids mit dreimal je 25 ml Wasser wurde das Protein
mit 1 pl Isopropanol pro Probenposition denaturiert und 0,5 pl THAP-Matrix aufgegeben. Diese
Messung scheiterte aber an der hohen nicht spezifischen Absorption auf der Oberflache. Diese
wurde in Kontrollen mit unbehandelten und BSA-modifizierten Goldplatten festgestellt. Auch
Versuche mit den im ESI-Assay eingesetzten GTPase-Aktivatoren Bindung an Ras im MALDI
zu zeigen, brachten aufgrund der unspezifischen Adsorption kein eindeutiges Ergebnis.

4.2.2.1.3 Farnesyltransferase

Fur die Untersuchung der Farnesyltransferase-Inhibitoren erfolgte die Immobilisierung wie be-
schrieben, unter Verwendung des Farnesyltransferase-Immobilisierungspuffers (100 mM Na-
Acetat-Puffer, 20 mM KCI 1 mM MgCl,, 10 uM zZnCl,, pH 7,4). Dieser Puffer ist eine leichte
Modifikation des ublichen Puffers bei Einsatz von Farnesyltransferase. Verwendet wurden Far-
nesyltransferase-Inhibitoren von M. Thutewohl, AG Waldmann, die allerdings nicht alle gut
wasserloslich sind. Daher wurden fur den Bindungstest nur die Verbindungen ausgesucht, die
beim Verdlnnen in Wasser nicht ausfielen. Jeder dieser Inhibitoren wurde in einer Konzentration
von 100 uM in Farnesyltransferase-Immobilisierungspuffer (100 mM Na-Acetat-Puffer, 20 mM
KCI 1 mM MgCl,, 10 uM ZnCl,, pH 7,4) der an der Goldoberflache gebundenen Farnesyltrans-
ferase zum Binden angeboten. Nach dem Abwaschen von uberschiissigen Liganden wurden nach
dem Matrixauftrag (0,5 mg/ml DHB in Acetonitril) die MALDI-Spektren unter Standardbedin-
gungen im positive ion mode aufgenommen. Die auf den Matrixpeak 273,3 Da normierten
Peakflachen sind in Abbildung 50 dargestellt. Neben den normierten Peakflachen der Messungen
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mit Farnesyltransferase sind auch die Signale nach dem Bindungstest an BSA-behandelte und
unbehandelte Goldoberflachen aufgetragen. Bei einem Teil der Substanzen war kein Signal
messbar, wie bei MT 656. Bei den meisten Substanzen wurde jedoch eine relativ hohe unspezifi-
sche Bindung an BSA festgestellt. Auch blieben diese Substanzen auf der unbehandelten Ober-
flache haften und liessen sich auch nicht durch intensives Waschen (5 mal 50 ml fur je 5 Minu-
ten) mit wassrigen Losungen wieder 16sen. Bei MT343 lief3 sich bei einer Messung ein grofieres
Signal detektieren als bei den Kontrollmessungen. Daher ist in dem Diagramm ein vergleichs-
weise grolRer Mittelwert der normierten Peakflache von MT343 dargestellt. Ob hier nur die un-
spezifische Oberflachenabsorption oder die auch verringerte Wasserloslichkeit der Substanzen
eine Rolle spielte, lie sich nicht klaren. Daher wurden die Messungen der Farnesyltransferase-
Inhibitoren im MALDI-Assay an dieser Stelle abgebrochen.
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Abbildung 50: Mittelwerte der normierten Peakflache (auf 273,3 m/z) der Signale der MT-Substanzen. Die
anderen Messungen wurden nur jeweils einmal durchgefiihrt. Zu sehen sind die Substanzen
MT343 bis MT670. Bei jeder Messung wurden jeweils 10 ul der 100 uM Inhibitorlésung (in
Immobilisierungspuffer) aufgetragen. Die Farben der S&ulen zeigen an, um welche Oberflache
es sich bei den Versuchen gehandelt hat: rot: Auf Gold immobilisierte Farnesyltransferase,
dunkelblau: unbehandelte Goldoberflache, hellblau: auf Gold immobilisiertes BSA.

4.2.2.2 Mercaptopropionsaure

Da die kommerziell erhéltlichen, austauschbaren goldenen MALDI-Probentréger dufRerst kosten-
intensiv sind, wurde der Einsatz von Blattgold auf Trégerfolie getestet. Das Blattgold wurde mit
einem Kleber aus der Vergoldungstechnik, der l6semittel- und wasserbesténdig ist, auf eine La-
serdruckerfolie als Trager aufgebracht. Die Tréagerfolie diente zur Stabilisierung des sehr emp-
findlichen Blattgoldes. Mit dieser Goldoberlflache wurde eine andere Immobilisierungsmethode
an Goldoberflachen getestet. Bei dieser Methode erfolgt die Bildung des Monolayers mit Mer-
captopropionsaure (MPA). Nach der Ausbildung der Schwefel-Gold-Bindung Uber die SH-
Gruppe der MPA, wird die Sauregruppe der MPA durch N-Hydroxysuccinimid (NHS) und N-
Ethyl-N'-(3-(dimethyl)aminopropyl)carbodiimid (EDC) aktiviert. An diese aktivierte Sdurefunk-
tion kann der N-Terminus eines Proteins nun eine Peptidbindung ausbilden. [26,28]
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Da das Blattgold trotz Tragerfolie eine sehr geringe Schichtdicke aufweist, war hier ein Test zur
Immobilisierung von Protein mit Cy5 gelabelten Protein mdglich. Die die auswechselbaren
Goldprobentréager von Applied Biosystems passen aufgrund ihrer GroRe nicht in das fur die De-
tektion notige Fluoreszenzmessgerat. Cyb-Streptavidin war ein grof3ziigiges Geschenk der Firma
Chimera, Ron Wacker (Chimera) half bei der Durchfihrung der Fluoreszenzmessungen. Es er-
gab sich aber nur ein schwaches Signal. Die erste Vermutung ist, dass das am N-Terminus sit-
zende Cy5, die Kopplung blockiert. Bei der umgekehrten Vorgehensweise wurde Streptavidin
ohne Fluoreszenzlabel an die Oberflache gebunden und Cy5-Biotin zur Bindung angeboten.
Auch hier war kaum Signal zu detektieren. Ob das Protein nun wirklich gebunden hat, lasst sich
schwer feststellen, da die Goldoberflache das Fluoreszenzsignal ,,schlucken® (dampfen) kdnnte
(Hinweis von Ron Wacker). Ublicherweise wird das Protein auf Glastrager immobilisiert.

0.001 mg/ml Cys-Streptavidin
0.05 mg/ml Cy5-Streptavidin
0.1 mg/ml Cy5-Streptavidin

1 mg/ml Cyb5-Streptavidin

A A

Abbildung 51: Fluoreszenzsignal von Cy5-Streptavidin. Das Protein in Phosphatpuffer wurde uber MPA-
SAM, aktiviert mit EDC (2 mM) und NHS (5 mM), immobilisiert. Zu sehen ist das Fluores-
zenzsignal von unterschiedlichen Konzentrationen an Protein bei dem Immobilisierungsver-
such.

4.2.2.2.1 Streptavidin

Als néchstes wurde Uberprift, in wie weit Ligandenionen, Biotin, per MALDI zu detektieren
sind. Der Ligand Biotin wurde dazu unter den bereits genannten Bedingungen bei den Versuchen
mit gekauften Goldtragern und DTSP dem immobilisierten Protein zur Bindung angeboten. Nach
dem Auswaschen wurde die in den gerade genannten Versuchen verwendete Matrix verwendet.
Das ermittelte und normierte Biotin-Signal war extrem niedrig, verglichen mit Versuchen mit
gekauften Tragern und DTSP lag es im Bereich der Kontrollen.
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Abbildung 52: Mittelwerte der normierten Peakfladchen des Biotinsignhals nach Bindungsassays. Kontrolle:
proteinfreie mit MPA, EDC und NHS behandelte Blattgoldoberflache; Streptavidin: 1 mg/ml
Streptavidin tber MPA, EDC und NHS an Blattgold immobilisiert. Messung in DHB-Matrix.

Trotz der Ergebnisse der Immobilisierungsversuche mit Cy5-Streptavidin und Streptavidin wur-
de die Immobilisierung noch mal mit Cdc25a versucht.

4.2.2.2.2 Cdc2ba

Durch eine Konzentrationsreihe wurden 0,5 mg/ml Cdc25a als beste Proteinkonzentration bei
der Immobilisierung ermittelt. Dazu wurden 0,5 mg/ml Cdc25a in Phosphatpuffer tber Mercap-
topropionsaure immobilisiert. Zum Bindungstest wurde dem Cdc25a die Substanz P367, ein von
M. Manger synthetisierter Inhibitor, angeboten. Zum Test von unspezifischer Bindung wurde
MRFA zur Probe zugesetzt. Die ersten Versuche zeigten positive Ergebnisse. Im Gegensatz zur
Nitrocelluloseoberflache, zeigte sich auf der Goldoberflache kaum unspezifische Bindung von
MRFA. Auch auf der unbehandelten Goldoberflache war die unspezifische Bindung von P367
niedriger als das Signal der Proteinproben.



72 4-Ergebnisse

EP367
EMRFA

Normierte Peakflache
o
[E=Y

Abbildung 53: Normierte Peakflache des Signals von P367 (blau) und MRFA (rot) nach Bindungsassay an
Cdc25a behandelter Blattgoldoberflache. Fir die Versuche wurden unterschiedliche Konzent-
rationen Cdc25a uber MPA, EDC und NHS an Blattgold immobilisiert (BG_X mg/ml). Als
Kontrollen Bindungsassay mit an Nitrocellulose absorbiertes Cdc25a (Nitrocellulose) und auf
proteinfreier, mit MPA behandelter Blattgoldoberflache (Kontrolle). Messung in DHB-Matrix.

Die Versuche mit der so behandelten Blattgoldoberflache wurden mehrfach wiederholt. Immer
wieder zeigte sich, dass bei einer Konzentration von 5 mg/ml eine unspezifische Bindung von
MRFA zu messen war. Auch ist das vom P367-lon erhaltene Signal geringer, als bei niedrigeren
Immobilisierungskonzentrationen. Eine Konzentration von 0,5 mg/ml Cdc25a bei der Immobili-
sierung ergibt nach Ligandenbindung und Waschen das stéarkste Signal, zu erkennen anhand der
normierten Peakflache (siehe Abbildung 54).
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Abbildung 54: Mittelwerte der normierten Peakfldchen der Signale von P367 (blau) und MRFA (rot) nach
Bindungsassay. Unterschiedliche Konzentrationen von Cdc25a an Blattgold nach MPA-SAM-
Protokoll immobilisiert (BG_x mg/ml). Messung in DHB-Matrix.

Um die Immobilisierung durch Mercaptoethanol bewerten zu kénnen, wurde auf der Blattgold-
oberflache Cdc25a mit DTSP immobilisiert. Zur Immobilisierung auf Blattgold mit DTSP wurde
das bereits bei den gekauften Goldprobentréagern eingesetzte Protokoll verwendet. Abbildung 55
zeigt den Vergleich zwischen diesen beiden Immobilisierungsmethoden im Bindungsassay. Die
Immobilisierung von Cdc25a mit MPA ergab nach dem Bindungsassay mit den Phosphatase-
Inhibitoren P367 und P330 ein groReres Signal dieser beiden Substanzen als durch die Immobili-
sierung von Cdc25a mit DTSP an Blattgold.
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Abbildung 55: Mittelwerte der normierten Peakflachen der Signale von P367 und P330. Unterschiedliche

Cdc25a-Konzentrationen wurden nach DTSP-SAM- und nach MPA-SAM-Protokoll auf Blatt-
gold immobilisiert. Messung erfolgt in DHB-Matrix.

Diese Experimente wirkten recht viel versprechend diesen Assay doch etablieren zu kdnnen.
Allerdings lieR eine Konzentrationsreihe Zweifel aufkommen. Selbst wenn unterschiedliche Li-
gandenkonzentrationen zum Binden angeboten werden (wobei all diese Konzentrationen stark
im Uberschuss gegeniiber dem immobilisierten Protein waren), diirfte das normierte Signal nicht
damit korreliert sein (Abbildung 56).
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Abbildung 56: Normierte Peakflachen (auf 273,3 m/z) des P367-Signals (691,2 m/z) nach Bindungsassay an
Cdc25a-Blattgoldoberflache. Die Konzentration an Cdc25a betrug bei der Immobilisierung
nach MPA-SAM-Protokoll 0,5 mg/ml. Fir den Bindungsassay wurde P367 dem Enzym in un-
terschiedlichen Konzentrationen zum Binden angeboten (250 uM bis 10 uM). Gemessen wur-
de in DHB-Matrix.

In einem weiteren Experiment sollte die unspezifische Bindung der Cdc25a-Inhibitoren an ein
Protein festgestellt werden. Eine derartige unspezifische Bindung wére auch an der Oberflache
des Cdc25a moglich, also eine Bindung nicht in der active site, eine unwirksame Bindung. Hier-
zu wurde nach dem bereits beschriebenen Protokoll BSA Uber MPA an die Blattgoldoberflache
immobilisiert. Danach wurden das MRFA und der bereits verwendete Cdc25a-Inhibitor P367 zur
Bindung angeboten. Nach Waschen und Auftrag von Matrixlésung ergaben sich die Abbildung
57 gezeigten normierten Peakflachen der Signale. Die so erhaltenen Signale sind in etwa genau-
so grof, wie die bei Cdc25a erhaltenen Signale (vgl. Abbildung 57). Auch MRFA bindet unspe-
zifisch an das BSA. Die Durchfuhrung dieser Konzentrationsreihe auf dem Kontrollprotein BSA
zeigte, dass auch hier mit steigender Substanzkonzentration das Signal zunahm. Dieser Vergleich
zeigte, dass es sich auch bei der Signalzunahme bei der Messung von P367 nach Bindungsassay
mit immobilisierten Cdc25a nur um unspezifische Bindung des Inhibitors an die Phosphatase
handeln kann.
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Abbildung 57: Normierte Peakflachen (auf 273,3 m/z) des P367- (rot) (691,5 m/z) und MRFA-Signals (blau)
(524,3 m/z) nach Bindungsassay an BSA-Blattgoldoberflache. BSA wurde dazu in verschiede-
nen Konzentrationen tber MPA-SAM-Protokoll immobilisiert. Zu sehen sind die normierten
Peakflachen zweier Messungen. Die Messung erfolgte in DHB-Matrix.
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4.2.2.3 Immobilisierung auf Nitrocellulose

Eine weitere Oberflache fiir die Proteinbindung ist Nitrocellulosemembran.

Eine entscheidende Verbesserung des Signals bei Verwendung der Nitrocellulose zur Immobili-
sierung des Proteins wurde durch eine Technik aus dem Bereich der Proteinchemie, dem Wes-
tern Blotting, erreicht. Beim Blotting werden die im SDS-Gel befindlichen Proteine auf eine Nit-
rocellulosemembran Gbertragen. Dazu muss die Membran mit 20% Methanol aktiviert werden.
Die jeweiligen Mengen BSA werden in einer Losung von Phosphatpuffer und 20 % Methanol
aufgenommen. Nach einer Stunde Inkubationszeit bei Raumtemperatur wird die Nitrocellulose-
membran mit dest. Wasser gewaschen. Die Visualisierung des gebundenen Proteins an der Nit-
rocellulosemembran erfolgt durch den Farbstoff Ponceau Red. Bis zu einer Konzentration von
0,1 mg/ml ist gebundenes BSA auf der Membran nachweisbar. Offen ist jedoch, ob bei einer
Menge von 0,05 mg/ml BSA kein Protein auf der Membran gebunden hat, oder ob es nicht mehr
nachweisbar ist.

2 mg/ml BSA
1 mg/ml BSA
0.5 mg/ml BSA

0.1 mg/m| BSA
0.05 mg/ml BSA

Abbildung 58: Nitrocellulose mit BSA in verschiedenen Konzentrationen. Dazu wurden je 5 ul Proteinlésung
in Phosphatpuffer mit 20 % Methanol fiir eine Stunde aufgegeben. Das immobilisierte Protein
wurde nach Waschen mit Phosphatpuffer und Wasser mit Ponceau Red angefarbt.

Daher wurde dem Streptavidin auch hier 20% Methanol zugesetzt. Abbildung Abbildung 59
zeigt das MALDI-Spektrum dieser Probe nach Aufgabe der optimierten DHB-Matrix.
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Abbildung 59: MALDI-Spektren nach Bindungsassay von Biotin auf Nitrocellulose mit und ohne absorbierten

Streptavidin. Links: Biotin+H" bei 245, 52 m/z und Biotin+Na" bei 267,52 m/z, DHB-Matrix
bei 273,49 m/z nach Bindungsassay auf Nitrocellulose behandelt mit 0,1 mg/ml Streptavidin in
Phosphatpuffer/20 % Methanol. Rechts: Gefundene Signale nach Bindungsassay mit protein-
freier Nitrocellulose: DHB-Matrix bei 273,49 m/z.

Verschiedene Zusdtze wurden getestet hinsichtlich der Verbesserung des MALDI-Signals. Um
die Signale vergleichen zu kénnen wurde auf den Matrixpeak bei 273,3 Da normiert. Der Zusatz
von 20% Methanol verbesserte anscheinend die Bindung des Proteins an die Membran, das Sig-
nal des Liganden Biotin war hier am besten zu messen. Ein Zusatz von 0,1% NP-40, ein Deter-
genz, das haufig zur verbesserten Benetzung einer Oberflache eingesetzt wird, hingegen brachte
keine Verbesserung, wie Abbildung 60 zeigt.

2,5

15

-

Normierte Peakflache

0,5

i M

Kontrolle 20%MeOH 0.1NP40 pur

Abbildung 60:

Mittelwerte der Biotinpeakflachen nach Durchfiihren des Bindungsassays unter verschiedenen
Pufferbedingungen an Streptavidin immobilisiert an Nitrocellulose. Die Biotinpeakflachen
wurden normiert auf den DHB-Matrixpeak 273,3 Da. 1) Kontrolle: Bindungsassay mit Bin-
dungspuffer ohne Zusétze Nitrocellulosemembran ohne Streptavidin, 2) Zusatz von 20% Me-
thanol zum Bindungspuffer bei Assay, 3) Zusatz von 0,1% NP40 beim Binden von Biotin an
immobilisiertes Streptavidin, 4) Bindungspuffer ohne weitere Zusétze beim Binden von Biotin
an immobilisiertes Streptavidin

Auch der Einfluss verschiedner Streptavidin-Konzentrationen auf das Biotinsignal nach dem
Bindungsassay wurde untersucht. Dazu wurden die in Abbildung 61 angegebenen Streptavidin-
Ldsungen zu je 10 pl auf die Nitrocellulosemembran aufgegeben.
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Abbildung 61: Normierte Peakflache des Biotinsignals nach Bindungsassay auf Nitrocellulose mit verschie-
denen Streptavidin-Konzentrationen bei Immobilisierung. 5 pg/ml Streptavidin bis 1 mg/ml
Streptavidin: Streptavidin in Phosphatpuffer mit 20% Methanol fir eine Stunde auf Membran
inkubiert. Kontrolle: Bindungsassay auf proteinfreier Nitrocellulose

Allerdings lieBen sich diese Versuche nicht reproduzieren. Einzig die niedrige unspezifische
Bindung konnte in folgenden Versuchen weiter nachgewiesen werden. Eventuell konnte das Bio-
tin bei weiteren Versuchen nicht mehr vom Streptavidin gelost, weil sich das Protein bei der De-
naturierung tber den freigesetzten Liganden gelegt hat, der damit nicht mehr messbar war.

Es wurden noch Versuche unternommen Cdc25a an Nitrocellulose zu binden und die Bindung
von Inhibitoren nachzuweisen. Auch hier wurde bei der Verwendung von Methanol im Immobi-
lisierungspuffer ein hoheres Ligandensignal gefunden. Allerdings zeigte bei allen Messungen
eine relativ hohe unspezifische Bindung des Peptids MRFA, das auch bei dem HPLC-MS basier-
ten Bindungsassay zum Feststellen unspezifischer Bindung eingesetzt wurde. Intensiveres Wa-
sche fuhrte lediglich dazu, dass gar keine Signal mehr zu finden war. Daher wurden die Versu-
che mit Nitrocellulose als Oberflache zur Proteinbindung an dieser Stelle beendet.
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Abbildung 62: Normierte Peakflachen der Signale der Substanzen MRFA, P367, P330, P338 und P433 nach

Bindungsassay auf Nitrocellulose mit immobilisierter Cdc25a. Dazu wurden verschiedene
Konzentrationen von Cdc25a (5 mg/ml bis 0,1 mg/ml in Phosphatpuffer) mit (links) und ohne
(rechts) die Gegenwart von 20% Methanol fur eine Stunde auf der Nitrocellulose immobilisiert.
Bindungsassay: je 1 pl einer 1 mM Ldésung der P-Substanzen, 1 pl einer 0,1 mM MRFA-
Losung.

4.2.2.4 Immobilisierung auf Laserdruckerfolie

Als ein weiteres Beispiel fiir mdgliche Oberflachen zur Immobilisierung von Protein und zur
Verwendung als MALDI-Target diente die Absorption von Protein an Kunststoffoberflachen,
wie z.B. im ELISA-Test. Laserdruckerfolien riickten in das Blickfeld des Interesses, da sie hitze-
bestandig, ideal im Durchmesser sind; sie sind leicht zu handhaben, aber diinn genug, um auf
den MALDI-Messtréger zu passen. Abbildung 63 zeigt eine mit Gold bedampfte Laserdrucker-
folie, die auf einen MALDI-Messtrager geklebt wurde. Die vergoldete Folie wird auf den Stahl-
trager mit Leitpaste C geklebt, einem Kleber, der aus der Elektronenmikroskopie stammt. Neben
der Adhasion an die Oberflache garantiert er auch die Leitung zwischen dem Trager und der Fo-
lie.
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Abbildung 63: Photo einer Laserdruckerfolie, goldbedampft, mit einem leitfahigen Kleber (Leit-C nach Go-
cke) auf den Stahlprobentrager befestigt, der Probenauftrag von 1 pl 50 pM MRFA in 1yl
DHB gesattigt in 50% Acetonitril/0,3% TFA ist auf den mittleren Positionen erkennbar

Zunéchst wurde in Messungen festgestellt, ob es tiberhaupt moglich ist, Proben auf dieser Ober-
flache im MALDI-TOF zu messen.

Die Messung einer identischen Probe (1 pl 50 uM MRFA in 1ul DHB gesattigt in 50% Aceto-
nitril/0,3% TFA) auf den unterschiedlichen Oberflachen zeigte, dass die Qualitat der Spektren
und Messempfindlichkeit auf der goldbedampfte Folie der genauso gut ist, wie auf einer Stahlfo-
lie (siehe Abbildung. 15). In beiden Spektren ist der MRFA+H"-Signal bei 525 Da und das
MRFA+Na'-Signal deutlich groRer als die Matrix-Peaks und (ibersteigt das Rauschen 100fach.
Auch Versuche mit vergoldeten Deckgléschen zeigten ein ebenso gutes Signal, wie die Folie.
Allerdings waren die Folien einfacher in der Handhabung (zur Bearbeitung gentigte eine Schere,
fiir die Deckgléschen wurde ein Glasschneider bendtigt), besitzen eine héhere Stabilitat als die
Glaschen und sind mit einem Laserdrucker beschreibbar. Hieraus ergeben sich ein einfacher
Probenauftrag sowie eine verbesserte Herstellung der Leitfahigkeit. Fur den Vergleich wurde
eine Edelstahlfolie auf dem Tréger befestigt, um den Unterschied auszugleichen, der durch das
Aufkleben einer Folie entstehen konnte. Die MALDI-Spektren in Abbildung 64 zeigen den Ver-
gleich zwischen Metallfolie und goldbedampfter Laserdruckerfolie auf einen Trager geklebt.
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Abbildung 64: MALDI-Massenspektren von 1 ul 50 uM MRFA in DHB-Matrix (gesattigt in 50% Aceto-
nitril/0,15% TFA) auf Stahlfolie und auf goldbedampfter Laserdruckerfolie

Zu Beginn wurde die Uberlegung angestellt, dass die Folien auf irgendeine Weise leitfahig ge-
macht werden mussen. Neben der Besputterung mit Gold wurden Graphitbahnen auf die Folie
mit dem Laserdrucker gedruckt fur eine MALDI-Messung. Es stellte sich aber heraus, dass die
Folie auch unbehandelt fur MALDI-Messungen eingesetzt werden konnte. Es konnten Mengen
von 50-1 pmol MRFA in DHB-Matrix (Abbildung 16) sowohl auf der vergoldeten bzw. graphit-
bedruckten wie auch auf der unbehandelten Folie im MALDI detektiert werden. Nur der Unter-
grund ist auf den unbehandelten oder nur mit graphitbedruckten Folien groRer als nach der
Goldbedampfung.

Fur die Experimente zur Immobilisierung von Streptavidin wurde zundchst wurde die beste Mat-
rixmischung fur die Messung von Biotin auf unbehandelter Laserdruckerfolie ermittelt.
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Abbildung 65: Normierte Peakflachen (auf 273,4 m/z) des Signals von 10 pl 1 mM Biotinlésung bei verschie-
denen Matrices auf der Laserdruckerfolie. Die Konzentrationen an DHB und Losungsmitteln
sind der Abbildung zu entnehmen.

Der Auftrag der Messwerte im Balkendiagramm in Abbildung 66 zeigt, dass sich Biotin bis zu
einer Konzentration von 5 pM verl&sslich auf der Folie messen lasst. Es ist aber auch mdglich
bei noch geringeren Konzentrationen ein Signal zu erhalten.
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Abbildung 66: Normierte Peakflachen (auf 273,4 m/z) des Signals (245,4 m/z) von je 1 ul Biotinldsung in den
angegebenen Konzentrationen in DHB-Matrix (25 mg/ml in 50% Methanol/0,1% TFA in Was-
ser).

Mit dem Einsatz der Laserdruckerfolie wurde es mdglich, den Einsatz des Tintenstrahldruckers
zur Beschichtung der Folien zu testen. Das Aufbringen von Matrix und anderen Ldsungen mit
dem Tintenstrahldrucker wurde getestet. Dazu wird ein handelstiblicher Bubble Jet Drucker (Ca-
non) verwendet. Die Leerpatronen waren ein Geschenk der Firma Pelikan. Die Aufgabe jedoch
verschmierte sofort und trocknete nicht gleichmaRig. Auch verstopften die Diisen des Drucker-
kopfes nach jeden Auftrag von Matrix, trotz ,,Nachsptlens® mit Wasser und Lésungsmittel.

Nach den unbefriedigenden Beschichtungsversuchen mit dem Tintenstrahldrucker wurde noch
versucht eine moglichst diinne Beschichtung durch die Airbrush-Technik zu erzielen. Dies sollte
vor allem die Matrixschicht verdiinnen, die kleinen Signale aus dem Bindungsassay zu vergro-
Bern. Im Versuch mit Substanzen auf unbehandelter Laserdruckerfolie, um die prinzipielle Eig-
nung dieser Auftragetechnik fir MALDI-TOF-Messungen zu untersuchen, verbesserte sich das
Signal nicht, im Gegenteil das Matrix-Signal-Verhéltnis verschlechtert sich. Abbildung 67 zeigt
die normierten Peakflachen des Biotinsignals von 1 pl 5 mM Biotin einmal durch Airbrush mit
DHB-Matrix beschichtet, einmal durch die tbliche Tropfentechnik mit Matrix gemischt.
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Abbildung 67: Mittelwerte der normierten Peakflachen (auf 273,4 m/z) des Biotinsignals bei 1 pl 5 mM Bio-
tinlésung bei in Abbildung 66 genannter Matrix. Airbrush: Auftrag der Matrix mittels
Airbrushtechnik; Normal: Auftrag der Matrix mittels konventioneller Tropfentechnik.

Durch Testen mit Hilfe von Cy5-gelabelten Streptavidin (ein Geschenk von Ron Wacker, Chi-
mera AG) sollte Gewissheit darlber erlangt werden, ob Gberhaupt Protein an die Laserdruckerfo-
lienoberflache immobilisiert werden kann. Cy5-gelabeltes Streptavidin wurde mit dem in den
Experimenten (blichen Verfahren auf der Oberflache immobilisiert. Jedoch erwies sich diese
Oberflache fur eine Desorption von Protein als wenig effektiv. Schon das Eintrocknen geschah
unregelmaRig und nach dem Waschen der Oberflache ging ein GroRteil des Proteins verloren.
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Abbildung 68: Fluoreszenzsignal nach der Immobilisierung von Cy5-Streptavidin an Poly-L-Lysin-

behandelter Laserdruckerfolie

Dennoch wurde getestet, ob die gebundene Proteinmenge ausreicht fur die Durchfiihrung des
Bindungsassays. Dazu wurde unmarkiertes Streptavidin tber eine Poly-L-Lysin-Schicht an die
Laserdruckerfolie gebunden und mit 25% Glutaraldehyd quervernetzt. Dabei wurden Konzentra-
tionen von 0,1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml und 5 mg/ml Streptavidin (je 2 pl) in Streptavidin-
immobilisierungspuffer aufgegeben. Dem immobilisierten Streptavidin wurden je 2 pl 1 mM
Biotinlésung in PBS ohne S zur Bindung angeboten. Nach dem Auftrag der Gblichen DHB-
Matrixmischung fir Biotin wurden die MALDI-TOF-Messungen unter Standardbedingungen
durchgefuhrt. Die Peakflachen des Biotinsignals wurden auf den DHB-Peak bei 277,3 m/z nor-
miert. In Abbildung 69 werden die normierten Peakflachen fur die unterschiedlichen Streptavi-
din-Konzentrationen bei der Immobilisierung gezeigt. Das gréRte Biotinsignal wurde fur eine
Streptavidinkonzentration von 5 mg/ml erhalten. Die Biotin-Signale bei den anderen Protein-
Konzentration sind nur etwa halb so groR wie das Signal bei 5 mg/ml. Das Signal des Biotin+H"
ist auch niedriger als bei auf DTSP-Gold immobilisierten Streptavidin (0,3) bzw. Nitrocellulose
immobilisierten Streptavidin (normierte Peakflache: 0,35 - 1).
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Abbildung 69: Normierte Peakflachen des Biotinsignals nach Bindungsassay auf Laserdruckerfolie mit unter-
schiedlichen Streptavidin-Konzentrationen, immobilisiert iber Poly-L-Lysin

Diese Ergebnisse waren nicht zuverldssig reproduzierbar. Daher wurden die Versuche, einen
MALDI-MS basierten Protein-Liganden Bindungstest mit Laserdruckerfolie als Immobilisie-
rungsoberflache durchzufiihren, eingestellt.

4.3 HPLC-MS-ASsSAY

4.3.1 Testen der Beladung des POROS-EP mit Protein

Zundchst sollte sichergestellt werden, dass das gewuinschte Protein tatsédchlich an das Sdulenma-
terial gebunden hatte. Hierzu sollte das Protein nach dem Lésen vom POROS-EP durch SDS-
PAGE nachgewiesen werden. Nach mehrfachem Waschen des beladenen POROS-EP, um nicht
immobilisiertes Protein zu entfernen, wurden 20 pl in Puffer aufgeschwemmtes POROS ver-
wendet. Die Bindung des Proteins an das Saulenmaterial wurde durch das Mercaptoethanol des
SDS-Gelprobenpuffers und die hohen Temperaturen (95°C), die zur Probenvorbereitung einge-
setzt werden, zerstort. Es wurde sowohl mit Ras, als auch mit BSA beladenes POROS getestet.
Auf dem Gel war nach Farbung mit Coomassie die Proteinbande des p21Ras bei 21 kDa zu er-
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kennen. Da das verwendete BSA einen verhaltnismaRig geringen Reinheitsgrad besaB, ist die
Vielzahl der auf dem Gel gefundenen Proteinbanden nicht verwunderlich. Auch das Ergebnis flr
BSA zeigt, dass das Protein zuverlassig an das POROS-EP mit dem verwendeten Protokoll im-
mobilisiert wurde.

66—

20

p21Ras BSA

Abbildung 70: SDS-Gel nach Schédgger; je 20ul Aufschlimmung von POROS-EP mit Protein beladen in
Puffer, versetzt mit 2x Probenpuffer, 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Low-Marker, Zahlen ste-
hen fiir kDa, Féarbung erfolgte mit Coomassie

Zusétzlich wurde das alte Sdulenmaterial mit Trypsin versetzt, um das daran gebundene Protein
zu verdauen. Mittels HPLC-MS-Messung konnten Peptide des Ras-Proteins nachgewiesen wer-
den.

4.3.2 Eluierung durch Denaturierung

4.3.2.1 Streptavidin-Biotin

Die Etablierung einer POROS-EP-Affinitatssdule wurde zundchst im Hochdruckflissigchroma-
tographie-Massenspektrometrie  (HPLC-MS)-System  bestehend aus dem Elektrospray-
lonenfallenmassenspektrometer LCQ Deca und dem Agilent 1100er HPLC-System mit manuel-
len Injektor durchgefiihrt. Der manuelle Injektor wurde deshalb angeschlossen, um mit grofieren
Auftragsvolumina arbeiten zu kénnen als durch den Autosampler des Agilent-Systems vorgege-
ben (100 ul). Fir die Arbeiten mit der Streptavidin-POROS-Séaule wurde eine 500ul-Schleife in
den Handinjektor eingesetzt. Die Leerséule (Durchmesser 3mm, Hohe, 30 mm) wurde mittels
einer freistehenden HPLC-Pumpe mit dem Streptavidin-beladenen POROS-Material befullt und
in das Agilent HPLC-System eingebaut. Als Laufmittel fiir die VVersuche wurde beim Auftragen
des Biotins Wasser verwendet. Die jeweils aufgetragene Biotinmenge betragt 2,5 umol, da je 0,5
ml 5 mM Biotinlésung aufgegeben wurde. Das ergibt eine Gesamtmenge von 5 pumol aufgetra-
genes Biotin. Aus den uber die Zeit aufgenommenen Massenspektren wird flr die Masse eines
lons ein Chromatogramm, das den zeitlichen Verlauf der Intensitdt dieses Massenpeaks verfolgt.
Bei dem Massenpeak 267,3 Da handelt es sich um Biotin + Na*. Der Peak 733,3 Da ist ein Ag-
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gregat von 3 Biotin-Molekilen (3*244,3+1), Peak 755,3 von 3 Biotin-Molekilen plus Natrium-
lon (3*Biotin (244,3 Da) +Na* (23 Da), bei 771,3 von 3 Biotin-Molekiilen und Kalium (3*244,3
Da + K* (39 Da). Die Peaks 551,3 (2*244,3 + Na*) und 527,4 (2*244,3 + K") lassen sich auch
durch eine Aggregation von Biotin erklaren. Die Massen ab etwa 1000 Da sind Verunreinigun-
gen im Massenspektrometer, das Muster ist typisch fir eine Kalibriersubstanz der ESI-
Massenspektrometrie. Dass dieser Untergrund zu sehen ist, zeigt bereits wie schwierig die Mes-
sungen bei geringen Mengen Substanz sind. Gehen die Substanzmengen noch weiter runter, wird

es schwierig, ihre Peaks vom Untergrund der Messung zu unterscheiden.
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Spektrum der Beladung der Streptavidin-Affinitatssaule gemittelt tber die Zeit des ersten
Peaks im Massenchromatogramm, das einfach positiv-geladene Biotin hat die Masse von 245,3

(2443 + 1) Da
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Abbildung 72: Massenchromatogramm der Aufgabe des Biotins auf die Streptavidin-POROS-Affinitatssaule.
Es erfolgte eine Aufgabe mit Start der HPLC-MS und eine Aufgabe bei 6 Minuten. Laufmittel:
Wasser, Flussgeschwindigkeit: 0,3 ml/min; von der 5 mM Biotinlésung (in Wasser) wurden
jeweils 0,5 ml aufgegeben. Detektierte Masse bei 245,4 Da, Die Normalisierung des grofiten
Peaks wurde mit 1,8 * 107 angegeben. Peakflache 1. Peak:984665352, 2. Peak: 2040591070

Fur die Elution wurde zundchst dem Laufmittel 0,1% Ameisensdure zugesetzt, da schon ein klei-
ne Veranderung des pH-Wertes hin zum Sauren einen gebundenen Liganden lésen kann. Da kein
Biotin eluierte, wie die grine Spur im Massenchromatogramm in Abbildung 73 zeigt, wurden
Losungsmittel zur Denaturierung des Streptavidins eingesetzt. Weder die Aufgaben von 50%
Acetonitril (rote Spur), noch von 100% Acetonitril (blaue Spur) Gber den manuellen Injektor
konnte Biotin eluieren. Erst die Zugabe von 10% Isopropanol brachte Erfolg. Nach 1,6 Minuten
eluierte das Biotin, wie die schwarze Spur im Massenchromatogramm zeigt.
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Abbildung 73: Massenchromatogramm der Elution des Biotins von der Streptavidin-POROS-Affinitatsséaule,
Laufmittel: 0,1% Ameisensdure, Flussgeschwindigkeit: 0,3 ml/min; von den denaturierenden
Losungen wurden jeweils 0,5 ml aufgegeben. Detektierte Masse bei 245,4 Da, Die Normalisie-
rung des groBten Peaks wurde mit 5,56 * 106 angegeben. Die Peakflache betrug 218489127

Fur die Kalibrierung wurden folgende Mengen Biotin aufgegeben: 0,1 nmol, 0,5 nmol, 1 nmol, 5
nmol, 10 nmol, 25 nmol und 50 nmol in jeweils 10 pul Wasser. Der Verlauf der Messpunkte der
Kalibrierung zeigt an, dass es zu einer Sattigung kommt. Ab einer bestimmten Menge Substanz
ist das Massenspektrometer nicht in der Lage einen noch grolieren Peak anzuzeigen. Dann ist die
Obergrenze der Menge an lonen erreicht, die die lonenfalle aufnehmen kann. Die Peaks werden
regelrecht abgeschnitten. Ab einer Menge von 1 nmol ist die Untergrenze der Messbarkeit er-
reicht. Auch hier sind die Werte nicht mehr linear angeordnet, da hier die Empfindlichkeit des
LCQ Deca nicht mehr ausreicht, um exakt genug zu messen. Die Massenpeaks des Biotins ver-
schwinden in diesem Bereich im Untergrund.
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Abbildung 74: Die absoluten Peakfldchen aus dem Massenchromatogramm von 245,3 m/z aufgetragen gegen

die eingesetzten Mengen Biotin in nmol. eingesetzte Mengen: 0,1 nmol, 0,5 nmol, 1 nmol, 5
nmol, 10 nmol, 25 nmol und 50 nmol in jeweils 10 pl Wasser.

Wird nur der lineare Bereich beachtet, so erhélt durch lineare Regression die Geradengleichung
y=9-10"x+3-10’

Mithilfe dieser Kalibrierung lassen sich Biotinmengen aus den Massenchromatogrammen des
Auftrages und der Elution bestimmen.

Die errechnete Biotinmenge aus der Peakfldche des ersten Auftrages betragt 10,6 nmol und die
aus dem zweiten Auftrag 22,3 nmol. Das wirde bedeuten, dass von den 2,5 umol zundchst 99,9
% an die S&ule gebunden hétten und im zweiten Schritt 99,1% des angebotenen Biotins gebun-
den héatten. Damit missten insgesamt 4,96 pmol Biotin an der Streptavidin-POROS-Sdule im-
mobilisiert worden sein. .Die Biotinmenge der Elution mit 10 % Isopropanol betrdgt demnach:
2,1 nmol. Das wiirde bedeuten, dass lediglich 0,04% des Biotins eluiert sind.

In einer letzten Messung mit der Streptavidin-POROS-Sdule wurden wurde noch mal versucht
Biotin unter Einsatz von 0,5 ml 20% Isopropanol zu eluiern. Im Massenchromatogramm der
Messung ist kein Peak zu erkennen, die Normalisierung des gréRten Peaks wird mit 1,21*10°
angegeben. Das bedeutet, dass lediglich Rauschen gemessen wurde.



4-Ergebnisse 93

4.3.2.2 Farnesyltransferase-Bisubstrat-Inhibitoren

Die Farnesyltransferase mit den Inhibitoren von M. Thutewohl war das erste Protein-Liganden-
System, das ein tatséchlich auszutestendes System darstellte. Die Strukturen der verwendeten
MT-Verbindungen finden sich im Anhang. Die Farnesyltransferase-POROS-Affinitatssaule
(LImm*20mm) wurde analog zur Streptavidinsdule und in der HPLC-MS mit manuellen Injektor
betrieben. Die Aufgabe der Substanzen und Elutionsmittel erfolgte unter kontinuierlichem Fluss
(50 w/min) von 0,1 mM Ammoniumacetat. Abbildung 75 zeigt die Spuren von MRFA (524,3
m/z), MT650 (m/z), MT652 (m/z) und MT670(m/z) im Massenchromatogramm. MRFA st das
Peptid aus den Aminoséuren Methionin (M), Arginin (R), Phenylalanin (F) und Alanin (A), eine
zum Tuning des ESI-Massenspektrometers eingesetzte Substanz, die keine spezifische Bindung
fur Farnesyltransferase besitzen sollte. Nach zwei Minuten Laufmittelfluss wurde das Substanz-
gemisch aus je 100 uM von jeder Verbindung mit einem Volumen von 0,5 ml injiziert. Die mit
Wasser verdunnte Substanzlésung enthélt demnach 4% DMSO. In den Massenchromatogram-
men (Abbildung 75) ist ein Anstieg der Signale der Substanzen bis auf ein Plateau zu erkennen,
das bei etwa 16 Minuten wieder absinkt. Lediglich bei Substanz MT650 ist um die 17.Minute
herum ein Peak zu erkennen. Nach der Aufgabe von 500 pl 100% Acetonitril in der 22.Minuten
ist bei allen vier Substanzen eine Elution bei 23,5 Minuten zu erkennen, wobei MRFA nur einen
sehr schwachen Peak ergibt, MT650 und MT670 gleich stark. Etwa 10-mal groRer ist jedoch der
Peak von MT652. Die unterschiedlichen Peakhthen kdnnten entweder von einer unterschiedlich
guten Bindung an die Farnesyltransferase herriihren, was aber eher unwahrscheinlich ist, da im
Durchfluss bei der Aufgabe der Substanzen nicht so grofRe Unterschiede in den Peakhdhen zu
erkennen waren. Eine weitere Mdglichkeit ist, dass MT652 besser ionisiert als die Ubrigen Sub-
stanzen.
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Abbildung 75:

Massenchromatogramme der Substanzen MRFA, MT650, MT652 und MT670 des Bindung-
sassays an der Farnesyltransferase-POROS-Sédule. Auftrag von 100 pM jeder Substanz in ei-
nem Gesamtvolumen von 500 pl bei 2 Minuten. Elution mit 0,5 ml 100% Isopropanol bei 22
Minuten. Laufmittel: 200 uM Ammoniumacetat in Wasser. Flussgeschwindigkeit: 50 pl/min.

Bei der Wiederholung dieser Bindungsmessung mit einer BSA-POROS-Saule zeigte sich aller-
dings ein ahnliches Bild (Abbildung 76). Der Peak von MT652 ist beim Auftrag von 100% Ace-
tonitril in der 15. Minute zwar nur halb so grol3 wie bei der Messung mit der Farnesyltransferase-
POROS-Séule. Dies kann aber an eventuellen Resten von Salz in der Affinitatssaule liegen, die
die lonisation verschlechtern. Deutlich zu erkennen ist jedoch, dass hier eine starke unspezifi-
sche Bindung der Substanzen an ein beliebiges Protein oder das Sdulenmaterial vorliegt und da-
her Uber die spezifische Bindung an Farnesyltransferase keine Aussage getroffen werden kann.
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Abbildung 76:
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Massenchromatogramme der Substanzen MRFA, MT650, MT652 und MT670 des Bindung-
sassays an der BSA-POROS-Séule. Auftrag von 100 uM jeder Substanz in einem Gesamtvo-
lumen von 500 pl bei 2 Minuten. Elution mit 0,5 ml 100% Isopropanol bei 15 Minuten. Lauf-
mittel: 100 uM Ammoniumacetat in Wasser. Flussgeschwindigkeit: 50 pul/min.

dass diese Substanzen eine hohe unspezifische Bindung fur Proteine bzw. Saulen-

material besitzen. Auf weitere Messungen wurde daher verzichtet.

4.3.2.3 Ras: GTPase Aktivatoren

In einer kleinen Auswahl wurden Peptide getestet, die die intrinsische GTPase-Aktivitat von Ras
steigern sollten. [110] Diese drei bis vier Aminoséauren groRen Peptide besitzen unterschiedliche
Kopfstrukturen, um die Abspaltung des g-Phosphats des GTP zu beschleunigen (siehe Abbildung
7). Die Verbindungen wurden freundlicherweise von Lars Kissau, AG Waldmann, zur Verfi-

gung gestellt.
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Abbildung 77: Strukturen der GTPase-Aktivatoren L1, L3, L4, L5 und L6, alle GTPase-Aktivatoren bestehen

einer Peptideinheit und einer Kopfgruppe, die die Abspaltung des g-Phosphats des am Ras ge-

bundenen GTPs aktivieren soll 23 [110]

Diese Substanzen wurden als Gemisch zu je 0,5 nmol in wassriger Losung mit 1 % DMSO (L1,
L4, L5 und L6) (siehe Abbildung 9) auf die mit Ras-POROS gefiillte 1x20 mm Sdule aufgetra-
gen. Ebenso wurde die Bindung jedes Peptids an Ras einzeln getestet (0,5 nmol in wéssriger Lo-
sung mit 0,1 % DMSQO). Die Beimengungen an DMSO riihren daher, dass zur Herstellung der
Stocklésung der Substanzen diese in DMSO aufgenommen wurden. Allerdings konnte weder
eine Verzogerung beim Auftrag festgestellt werden, noch lieBen sich die Substanzen nach einem
Auftrag von 100% Isopropanol messen.
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Abbildung 78: Massenspektrum des Durchfluss des Gemisches auf L1, L4, L5 und L6; Auftrag von 5 nmol
Substanz in Wasser mit 1% DMSO gel6st auf eine Ras-POROS gefillte 1x20mm Saule bei 50
pl/min Laufpuffer

Bei L5 und L3, die die gleiche Masse besitzen und daher nicht gemeinsam in einem Gemisch
aufgetragen werden konnten, ist eine Verzégerung gegenuber nicht-bindenden Substanzen durch
Binden an das Ras-Protein im Durchfluss messbar (siehe Massenchromatogramm in Abbildung
79). Trotz weiteren Spllens mit dem Laufpuffer waren nach 7,5 min beide Substanzen nicht
mehr im Massenspektrometer detektierbar. Sowohl die Verwendung von 100 mM Ammonium-
sulfat, welches die Nukleotide vom Ras eluiert hatte, wie auch der Versuch diese Substanzen
durch 25 nmol GDP zu verdrangen fiihrte zu keiner im Massenspektrometer messbaren Elution
der GTPase-Aktivatoren.

100

g — L5+H*: 595,3 Da

Relative Intens

=

5
Zeit/min

Abbildung 79: Massenchromatogramm des Auftrages von 5 nmol L5 in1% DMSO0/99% Wasser an Ras-
POROS in 1x20 mm S&ule gefullt, 50pl/min Laufpuffer, aufgenommen tber 10 min

Erst durch den Einsatz von 100% Isopropanol konnte die noch an das Ras gebundene Menge der
Substanzen L3 und L5 durch Denaturierung des Proteins geldst werden (siehe Abbildung 80).
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Abbildung 80: Massenspektrum der Elution des in Abb. 5 beschriebenen Substanzgemisches von dem immobili-
sierten Ras in der 1x20 mm S&ule mit 50 pl 100 % Isopropanol bei 50 pl/min Laufpuffer; I: Unter-

grund aus Isopropanol
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4.3.3 Eluierung durch Verdrangung

4.3.3.1 Guanylatkinase: Nukleotide

Die Guanylatkinase wurde nach Standard-Protokoll immobilisiert und das Sdulenmaterial in eine
1 x 20 mm Sdule gefillt. Das entspricht etwa 3,5 nmol immobilisierter Guanylatkinase. HEPES
wurde 100 puM als Kontrolle eingesetzt, da es Guanylatkinase nicht bindet, aber ebenso wie die
Nukleotide gut als negatives lon im ESI-Massenspektrometer messbar ist. Versuche nach der
Einzelaufgabe von 5-25 nmol GMP bzw. ATP gebundenen Liganden durch Denaturierung des
Proteins mit bis zu 100mM Ammoniumacetat, 50% Ameisensdure oder 100%Acetonitril zu 16-
sen waren erfolglos. Auch zeigte sich keine Verschiebung der Abdissoziation wahrend des Aus-
waschens gegenuber der Kontrolle mit einer BSA-POROS gefullten Saule der gleichen Grole.

In der folgenden Abbildung 81 sind die Strukturen der eingesetzten Nukleotide dargestellt.
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Nach einem Auftrag von je 12,5 nmol GMP und ATP auf die immobilisierte Guanylatkinase
konnten alle Edukte (GMP und ATP) und Produkte (GDP, ADP und GTP) der Enzymreaktion
zeitgleich im Massenspektrometer detektiert werden (siehe Abbildung 82).

100+
s —GDP
E — ATP
£ GMP
0 ADP
g — HEPES
g —GTP

AR

a + 10 13 20 23 30 da

Abbildung 82: Massenchromatogramm der Edukte der Enzymreaktion GMP und ATP, und der Produkte GDP,
GTP und ADP an GMPKinase-POROS in einer 1 x 20 mm-Saule 50 pl je 250 uM GMP und ATP
mit 100 uM HEPES, 50 pl/min Laufpuffer

Nach der ersten Elution von Nukleotiden konnten um etwa 7 Minuten verzigert eine zweite Er-
héhung der lonenmenge der Di- und Triphosphatnukleotide detektiert werden. Wobei zunéchst
die Diphosphatnukleotide gemeinsam eluierten, und dann die Triphosphatnukleotide gemeinsam
von der Sdule eluiert wurden. Die Massenspektren aus den zwei Phasen des Durchlaufs zeigten
(vgl. Abbildung 83), dass die Di- und Triphosphatnukleotide in zwei Formen vorlagen, magnesi-
umgebunden oder magnesiumfrei. Im Gegensatz zum magnesiumgebundenen eluierte das mag-
nesiumfreie Nukleotid zu einem spéteren Zeitpunkt. Hierbei handelte es sich um eine echte
Chromatographie durch das Sdulenmaterial.
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Abbildung 83: Massenspektren der Messung aus Abbildung 82 bei a) 4 min 22 und b) 11 min 48

Um eine Abschatzung uber den Umsatz treffen zu kdnnen, muss die unterschiedliche lonisier-
barkeit der einzelnen Nukleotide miteinbezogen werden (siehe Tabelle 2). Zur Berechnung des
Umsatzes wurden zunéchst die im Massenchromatogramm bestimmten Flachen auf die Fléche
von HEPES abgeglichen und dann die verminderte lonisation von GMP, GDP, ADP und ATP
im Vergleich mit GTP ausgeglichen. Das bedeutet, die Flachen einer Messung wurden zunachst
durch die Flache von HEPES aus derselben Messung dividiert, und dann mit dem Faktor multip-
liziert, um den sie gegenuber GTP schlechter ionisieren. Dieser Faktor wurde aus den Flachen
von Massenchromatogrammen aus Testmessungen bestimmt. Mit Hilfe der ebenso umgerechne-
ten Flachen aus der Kontrollmessung konnte so die Menge an Nukleotid in nmol bestimmt wer-

den, wenn diese Flache gleich der Gesamtflache gesetzt wurde.

Flachefreigesetztes Nukleotidaus Guanylatkinase

- - * Mengeaufgetragenes Nukleotid[nmol]
Flacheaufgetragenes Nukleotld[nmol]

Menge Nukleotid[nmol] =
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Tabelle 6:  Vergleich der lonisation von 12,5 nmol GMP, GDP, GTP, ADP und ATP, gemessen im negativen
lonenmodus im ESI.

12,5 nmol GTP GDP GMP ATP ADP

% lonenmenge vergli-

0, 0 0 0 0
chen mit 12,5 nmol GTP | ~007° 30,5% 3296 20% 4,4%

Danach wurden etwa 6,5 nmol des GMP zu GDP und etwa 3,5 nmol ATP zu ADP umgewandelt.
Daraus ergibt sich eine Aktivitat von etwa 2 units/mg Protein, das sind nur etwa 10% der Aktivi-
tat vor der Immobilisierung, die mit einem kolorimetrischen Assay zu Bestimmung der Guany-
latkinase-Aktivitat ermittelt wurde [71].

4.3.3.2 Ras: Nukleotide

Das p21Ras(wt)-Protein wurde freundlicherweise von Robert Gail, MP1 Dortmund, zur Verfi-
gung gestellt. Das Protein wurde nach dem Standard-Protokoll an dem POROS-Material immo-
bilisiert und das Material in eine 1 x 100 mm Sé&ule gefillt. Versuche, die an das Ras gebundenen
Nukleotide mit organischen Lésungsmitteln wie Acetonitril oder Isopropanol zu eluieren, fiihrten
nicht zum Erfolg. Ebenso waren denaturierende Agenzien wie 6M Guanidiniumhydrochlorid
oder heilRes Wasser (95°C) unbrauchbar. Auch bis zu 100 MM Ammoniumacetat zeigte keine
Wirkung, erst bis zu 100 mM Ammoniumphosphat und -sulfat waren erfolgreich (siehe
Abbildung 84).
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Abbildung 84: Elution von an Ras gebundenen GDP mit je 50 pl verschiedenen Elutionsmitteln nach Bela-

dung mit 50 pl 500 UM GDP; Phosphat: 100 mM Ammoniumphosphat, Sulfat: 100 mM Am-
moniumsulfat, Isopropanol: 100% Isopropanol

Die Nukleotide wurden zu jeweils 25 nmol mit 50 pl/min Laufpuffer auf das Protein in einer
1x100 mm bzw. 1x20 mm Sé&ule (entspricht etwa einer Menge immobilisierten Ras’ von etwa 48
nmol bzw. 9,6 nmol) gegeben. Bei beiden Proteinmengen konnte das Ras vollstandig mit Nukle-
otid beladen werden. Phosphat und Sulfat verdrangten spezifisch die Nukleotide aus der Bin-
dungsstelle am Ras-Molekil, dies galt sowohl fir GTP/GDP wie auch fiir schwécher bindende
Nukleotide wie ATP und GMP.

Zur Verdrangung von GTP durch GDP war es nétig, das Ras nach der Beladung mit 25 nmol
GTP eine Stunde mit 25 nmol GDP bei RT zu inkubieren, um einen Nukleotidaustausch beo-
bachten zu koénnen. Eine Erhdhung der Temperatur brachten keine Steigerung des Nukleoti-
daustausches. Das schwécher bindenden ATP und GMP konnte bereits im Durchfluss durch das
GDP verdrangt werden (Affinitit GDP: 10" M™; Affinitit GMP und ATP:
10° MY)?. Um aber die verdrangte Konzentration von ATP und GMP durch GDP mit der ver-
dréangte Konzentration von GTP durch GDP vergleichen zu kénnen, wurden alle Experimente
unter identischen Bedingungen wiederholt. Bei der Verdrangung von GTP durch GDP wurden
Salze hochstens in einer Konzentration von 25 mM dem verdrangenden Nukleotid zugesetzt, da
bei héheren Konzentrationen an Salz bereits ohne verdrdngendes Nukleotid die Elution des Li-
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ganden einsetzte. Um diese Experimente qualitativ bewerten zu kénnen, musste die lonisierbar-
keit der Nukleotide bei unterschiedlichen Salzkonzentrationen Uberpriift werden. Dazu wurden
jeweils 25 nmol GTP bzw. GDP ohne Zusatz von Salzen und mit bis zu 500 mM Ammoniumsul-
fat und bis zu 100 mM Ammoniumphosphat als negative lonen im Massenspektrometer gemes-
sen. Die Ergebnisse sind der Aufstellung (siehe Tabelle 3) zusammengefasst.

Tabelle 7:  Unterschiedliche lonisierung der Nukleotide verglichen mit GTP
lonisation im Vergleich zu
. g GTP GDP GMP ATP
salzfreien GTP
Ohne Salzzusatz 100 % 30,5% 32% 29%
+100 mM Ammoniumphos-
P 30% 18% i i
phat
+100 mM Ammoniumsulfat 25% 12% - -

Zur Berechnung der Konzentration des verdrangten GTPs wurde die Signalunterdriickung
(Tabelle 7) beruicksichtigt.
Flachefreigesetztes Nukleotidaus Ras

. - *Mengeaufgetragenes Nukleotid[nmol]
Fléche aufgetragenes Nukleotid[nmol]

Menge Nukleotid[nmol] =

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der Verdrangungsexperimente dargestellt.

Tabelle 8:  Verdrangung von 25 nmol GTP durch 25 nmol GDP mit und ohne Salzzusatz (je 1,25 pumol) ver-
schiedenen Zusdtzen und durch die Salze ohne GDP (je 5 pmol), im Vergleich dazu Verdrangung von
je 25 nmol ATP und GMP durch 25 nmol GDP, an 48 nmol immobilisierten Ras-Protein, bei RT

GDP GDP+ | GDP+ | Sulfat Phos- ATP GMP Puffer
Sulfat | Phos- phat
phat
Mengen
. 0,133 0,233 0,136 0,185 0,27 12,01 2,5 0
in nmol

An POROS gebundenes Ras war von dem Ph&dnomen der Alterung betroffen. Es konnten etwa
400 Messungen mit dieser S&ule durchgefuhrt werden, bevor ihre Ladungskapazitdt nachlieR.
Nach Uberschreiten dieser Grenze konnte trotz mehrfacher Beladung mit Nukleotid (dreimal
50ul 500uM) kein Nukleotid mehr bei der Elution mit 2100 mM Ammoniumsulfat oder Ammo-
niumphosphat gemessen werden.

Es war mdglich eine Sulfatkonzentration von 25 mM zur Elution einzusetzen, niedrigere Kon-
zentrationen wie 10, 5 und 1 mM zeigten keinen Effekt. Die Verdrdngung von GTP durch GDP
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wurde mit GDP in Wasser gelost (ohne Zusatz) und GDP +25 mM Ammoniumsulfat getestet.
Ammoniumphosphat wurde ebenfalls zur Elution erfolgreich eingesetzt.

0,5 mM GDP und 0,5 mM GTP mit einem Zusatz von 1mM Magnesiumacetat

Mit einem weiteren Salz, Ammoniumacetat, konnte hingegen keine Elution von Nukleotid erzielt
werden.. Eine Veranderung der ionische Wechselwirkungen alleine reicht also nicht aus, zur
Elution der Nukleotide aus dem aktiven Zentrum des Ras wird die Struktur von Sulfat oder
Phosphat benotigt. Durch Denaturierungversuche mit Isopropanol oder heilem Wasser konnte
kein Nukleotid freigesetzt werden. Die Bindung des Nukleotids scheint so stark zu sein, bzw. die
Bindungsstelle so geschiitzt, dass selbst ein zumindest teilweise erfolgte Denaturierung des Pro-
teins nicht zur Dissoziation fihrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass GTP durch GDP verdréangt werden kann, effektiver wird diese Ver-
dréangung durch den Zusatz von Sulfat. Die beobachtete GTP-Elution ist aber nicht allein auf
einen Salzeffekt zurlickzuftihren, bei der Elution mit Sulfat alleine wird weniger GTP verdrangt
als mit GDP zusammen. Wobei Salz alleine immer noch mehr GTP freisetzt, als GDP alleine.
ATP und GMP werden stérker als GTP durch GDP verdrangt, wobei etwa GMP etwa doppelt so
stark verdrangt wird wie ATP.

4.3.4 Frontale Affinitatschromatographie gekoppelt mit ESI-MS

4.3.4.1 Packung der Saule

Nach der Aufnahme des Spektrums der Mischung Uber die Gesamtzeit des HPLC-MS-Laufs
wurden die Chromatogramme der einzelnen Massen gemeinsam dargestellt, siehe Abbildung 85.
Das Peptid MRFA wurde der Mischung als Nichtbinder beigegeben. Es sollte nach der Totzeit
eluieren. Das MRFA-Ion ist nach etwa einer Minute Laufzeit in dem in unten dargestellten
Chromatogramm (in schwarz) zu messen. Bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,1 ml/min ent-
spricht dies der Totzeit des Systems. Die im colormetrischen Assay als Inhibitoren von Cdc25a
ermittelten Verbindungen eluieren nach MRFA (Hauptpeak zwischen 11 und 31 Minuten nach
MRFA. Die deutlich schwécheren Peaks, die bei MRFA zu messen sind, rihren wahrscheinlich
von einem Uberschuss an Liganden her, der beim Auftrag nicht an die Affinitatssaule gebunden
hat.

Deutlich zu erkennen sind die ,,Schultern”, die angedeuteten Doppelpeaks bei drei der vier
Chromatogrammen der aufgetragenen Verbindungen (P338, P367 und P433). Auch bei P330 ist
der Doppelpeak andeutungsweise bei etwa 11,5 Minuten zu erkennen. Eine Erklarung dafr ist,
dass sich bei selbst gepackten Sdulen wahrend des Gebrauchs das Sdulenmaterial absetzen kann.
Es entsteht eine Blase in der Saule, dadurch kommt es zu Doppelpeaks und &hnlichen Phdnome-
nen in der Messung. Zu erkennen ist auch fiir jede der Substanzen bei etwa einer Minute ein sehr
viel Kleinerer Peak als die Peaks im spéteren Verlauf des Massenchromatogramms. Bei diesem
Peak handelt es sich um den uberschissigen Liganden, der keine freie Bindungsstelle mehr an
der Affinitatsdule gefunden hat.
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Abbildung 85: Massenchromatogramme der Verbindungen MRFA, P330, P338, P367 und P433 im Durch-
fluss der Cdc25a-POROS-Séule; 100 pl Gemisch von je 100 uM Substanz; Flussgeschwindig-
keit: 50 pl/min; Laufmittel: 10 uM Ammoniumacetat in Wasser.

4.3.4.2 Cdc25A-Phosphatase-Inhibitoren

Die folgende Tabelle 33 zeigt eine Ubersicht (iber die eingesetzten Cdc25-Inhibitoren, alles Sub-
stanzen aus der P-Reihe von Michael Manger. Die zugehorigen Strukturen finden sich im An-
hang.

Tabelle 9:  Ubersicht (iber die eingesetzten Substanzen der P-Reihe mit ihren 1Cso-Werten

Substanz 1Cs Substanz 1Cs
P318 2,2 UM P338 1,8 uM
P327 3,7 UM P339 2,7 UM
P328 1,6 uM P367 1,9 uM
P329 3,0 uM P433 17 uM
P330 2,5 uM P436 > 100 uM

Nach der Packung der S&ule unter vierfachem Druck, zeigte sich eine deutliche Besserung der
Elution im Chromatogramm (Abbildung 86:  Massenchromatogramme der Verbindungen MRFA, P330,
P338, P367 und P433 im Durchfluss einer unter vierfachem Druck gepackten Cdc25a-POROS-Séule; 100 pl Ge-
misch von je 100 uM Substanz; Flussgeschwindigkeit: 50 pl/min; Laufmittel: 10 uM Ammoniumacetat in Wasser.).
Aulerdem wurde der Druck des Systems wahrend der HPLC-MS-Messung mit der Affintatssau-
le erhoht. Dazu wurde in das System ein Split eingebaut, der es erlaubte, die Séule mit einer
Flussrate von 50 pl/min pro Minute zu betreiben, wéhrend die Pumpe 0,5 ml/min pumpte. Zu-
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dem wurde durch diese MalRnahme die Flussgeschwindigkeit stabilisiert, denn laut Bedienungs-
anleitung von Hewlett-Packard ist die Flussgeschwindigkeit erst ab 100 pl/min zuverlassig sta-
bil. Bei drei Substanzen sind die Doppelpeaks verschwunden, nur bei P367 ist weiterhin eine
Schulter im Peak zu erkennen. Diese Stufe bei Substanz P367 lieRe sich durch das Vorhanden-
sein zweier Isomeren erkldren, von denen eines starker durch die Saule retardiert wird. (Auch in
der Literatur werden derartige Beobachtungen beschrieben. [130] Die Bildung von Isomeren
lasst sich bei den Verbindungen nicht vollig ausschlieRen, wobei sie nach der sich der Synthese
anschlieBenden Aufreinigung monoisomerisch vorliegen, sich allerdings bei der Lagerung (auch
bei 4°C) die Verbindungen zu einem anderem Isomer umlagern kénnen.
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Abbildung 86: Massenchromatogramme der Verbindungen MRFA, P330, P338, P367 und P433 im Durch-
fluss einer unter vierfachem Druck gepackten Cdc25a-POROS-Séule; 100 pl Gemisch von je
100 uM Substanz; Flussgeschwindigkeit: 50 pl/min; Laufmittel: 10 uM Ammoniumacetat in
Wasser.

Zwei Kontrollexperimente wurden durchgefihrt. Die 20 x 1 mm S&ulen wurden mit BSA-
beladenen POROS und mit Wasser-abgeséattigten POROS beflllt. An dem BSA-beladenen PO-
ROS kommt es zu einer Verzogerung der vier gezeigten Substanzen, die sich allerdings nicht als
scharfer Peak zeigt, sondern als ,,Schmier”. Auch gibt es viel mehr nicht verzogertes Material,
das mit dem MRFA von der Sdule eluiert. Durch Zugabe von Methanol l&sst sich diese Verzdge-
rung verringern. Durch 100 % Methanol kdnnen die an das BSA gebundenen Substanzen geldst
werden. Selbst weit Uber die erwartete Zeit hinaus zeigte sich keine weitere Elution der Substan-
zen P338 und P367 wie in Abbildung 87 zu sehen ist.
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Abbildung 87: Massenchromatogramme der Verbindungen MRFA, P330, P338, P367 und P433 im Durch-
fluss einer unter vierfachem Druck gepackten BSA-POROS-Séule; 100 ul Gemisch von je 100

MM Substanz; Flussgeschwindigkeit: 50 pl/min; Laufmittel: 20 pM Ammoniumacetat in Was-
ser.

Durch Zugabe von 50 % Methanol zum Laufmittel war es moglich die unspezifische Bindung zu
verhindern. Es wurde eine Mischung der beiden Verbindungen aufgetragen, die starkste Verzo-
gerung an der BSA-S&ule hatten, P338 und P367.
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Abbildung 88: Massenchromatogramme der Verbindungen MRFA, P338 und P367 im Durchfluss einer unter
vierfachem Druck gepackten BSA-POROS-Séule; 100 pl Gemisch von je 100 uM Substanz;

Flussgeschwindigkeit: 50 pl/min; Laufmittel: 10 uM Ammoniumacetat in Wasser/ 50 % Me-
thanol.
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Werden 100 % Methanol als Laufmittel eingesetzt, so eluieren alle Bestandteile der Mischung
aus MRFA, P330, P338, P367 und P433 mit der Totzeit bei etwas unter einer Minute (siehe dazu
Massenchromatogramm in Abbildung 89)
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Abbildung 89: Massenchromatogramme der Verbindungen MRFA, P330, P338, P367 und P433 im Durch-
fluss einer unter vierfachem Druck gepackten BSA-POROS-Séule; 100 ul Gemisch von je 100
UM Substanz; Flussgeschwindigkeit: 50 pl/min; Laufmittel: 100 % Methanol.

In Abbildung 90 wird ein Durchlauf mit einem Gemisch aus MRFA, P330, P338, P367 und P433
uber eine Séule gezeigt, die nur mit Wasser abreagiertes POROS-EP enthielt. Zu erwarten ware,
dass keine der Substanzen an das Material bindet und somit alle Substanzen mit der Totzeit aus
dem System eluieren sollten. Bei einer Flussgeschwindigkeit von 0,1 ml/min liegt die Totzeit
dieses Systems bei etwa einer Minute. Diese Totzeit wird wieder durch das MRFA markiert.
Einige der Substanzen wechselwirken anscheinend mit dem POROS-EP, da eine Verzdgerung zu
beobachten ist. Dies ist bei P367, 3,39 Minuten, und in geringerem Mal3e bei P338, 1,77 Minu-
ten, der Fall.
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Abbildung 90:
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Massenchromatogramme der Verbindungen MRFA, P330, P338, P367 und P433 im Durch-
fluss einer unter vierfachem Druck gepackten proteinfreien POROS-Sédule; 100 pl Gemisch
von je 100 uM Substanz; Flussgeschwindigkeit: 50 pl/min; Laufmittel: 10 uM Ammoniumace-
tat in Wasser.

Anscheinend liegt bei einigen Substanzen ein Problem mit der Loslichkeit einiger Substanzen

Vor.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden in der Graphik in Abbildung 91 die Retentionszeiten der
oben gezeigten Mischung als Balken aufgetragen.
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Abbildung 91:

p338  p433  p367  p330
Retentionszeiten der Mischung der Substanzen MRFA, P330, P338, P367 und P433 in Abhan-
gigkeit verschiedener Konzentrationen und Flussgeschwindigkeiten

Mit den Frontalen Affinitats Chromatogramm-Messungen ist auch eine Bestimmung der Disso-
ziationskonstante Kp, flir die Cdc25a-Inhibitoren moglich. (s. Kasai und Oda [46])

Ausgangspunkt ist flr die Herleitung der Berechnung der Dissoziationskonstante ist das Gleich-
gewichtssystem. In diesem ist die Dissoziationskonstante Kp der Quotient zwischen dem Pro-
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dukt von den Konzentrationen von Protein und Binder und der Konzentration des Protein-
Binder-Komplexes

_ [Protein] - [Binder]
° " [protein - Binder|

Die Dissoziationskonstante ist in der Chemie und Biochemie ein Mal dafiir, wie weit die Disso-
ziationsreaktion (also die Spaltung)

AB+—— A+ B

vorangeschritten ist, wenn sich ein Gleichgewicht eingestellt hat. Damit wird also angegeben auf
welcher Seite sich das Gleichgewicht befindet, ob Protein und Binder eher dissoziiert (A + B)
oder undissoziert (AB) vorliegen. Je kleiner Kp, umso groRer ist die Menge an undissoziierten
Protein und Liganden, und umgekehrt, je groler Kp ist, umso groRer ist die Menge an freiem
Protein und freiem Liganden.

Im nachfolgenden wird der Binder als X bezeichnet, wobei [X] die Konzentration des Binders
und [X]o die Anfangskonzentration des Binders benennt. V ist das Volumen, bei dem der Binder
eluiert, Vq ist das Totvolumen des Systems, bestimmt durch eine nicht-bindende Substanz. [X] *
(V-Vy) ist die Menge des spezifisch absorbierten Binders. Geteilt durch das Bettvolumen v der
Sdaule erhélt man die Konzentration des Liganden-Binder-Komplexes. Da die Konzentration des
freien immobilisierten Proteins [B] der Differenz der Anfangskonzentration des Proteins [B]o
und der Konzentration des spezifisch absorbierten Binders entspricht, l&sst sich folgenden Glei-
chung ableiten:

K. = [X] [B] - [X]O{[B]O - [A]o ) (V 'Vo)/V}

>~ [x8] [A], - (v -V, )/v

Das Produkt der Ausgangskonzentration und dem Bettvolumen der Saule gibt die Gesamtmenge
des immobilisierten Liganden an. Daher lasst sich Formel (X) vereinfachen zu

wobei die Formel nach Kp aufgeldst werden kann

(Ko), =—— - [x],

Vx _VO
B: = Gesamtmenge an immobilisierten Liganden, das entspricht der dynamischen Bindungskapazitét der Saule
X = Ligand
Kp = Dissoziationskonstante des Liganden X

Die GroRe B steht fir die dynamische Bindungskapazitat der Proteinséule. Um B; zu bestimmen
werden verschiedene Konzentrationen eines Liganden aufgetragen und seine korrigierten Eluti-
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onsvolumina bestimmt. Analog zu einem Lineweaver-Burk-Plot wird ([X]Jo(Vx-Vo))™ gegen [X]o
! aufgetragen. B liegt im Schnittpunkt der Ausgleichsgeraden mit der y-Achse.

Zunéchst wurde kontrolliert, ob auch MRFA einer konzentrationsabhangigen Verzdgerung in der
Retentionszeit von der Séule liegt. In Abbildung 92 sind die Retentionszeiten von MRFA von
einer Cdc25a-POROS-S4ule und einer BSA-POROS-Saule bei verschiedenen eingesetzten Kon-
zentrationen des Peptids dargestellt. Die auf die Saulen aufgegebenen Konzentrationen entspra-
chen einer Menge von 0,25 pmol, 0,5 pmol, 1 pmol, 2,5 pumol und 5 pmol. Es sind keine inner-
halb einer Saulenart keine starken Abweichungen der Retentionszeiten zu erkennen. Der Unter-
schied der Retentionzeiten unterhalb der zwei verschiedenen Séulen liegt wahrscheinlich daran,
dass die Saulen handgepackt sind und es somit Abweichungen in der Packungsdichte geben
kann, die die Retentionszeiten beeinflusst.
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Abbildung 92: Die Retentionszeiten von MRFA von verschiedenen Sdulenarten bei verschiedenen aufgetrage-

nen Substanzmengen: jeweils rechts die BSA-POROS-Sdule und jeweils links die Cdc25a-
POROS-Saule. 0,25: 0,25 umol; 0,5: 0,5 pumol; 1: 1umol; 2,5: 2,5 pmol; 5: 5 umol

Nachdem sichergestellt war, dass MRFA diese konzentrationsabhangige Veranderung der Reten-
tionszeit nicht zeigt, wurden fur die vier Substanzen P330, P338, P367 und P433 die zur Be-
stimmung der Bindungskapazitat der Sdule nétigen Messungen durchgefiihrt. Dazu wurden von
jeder Substanz Einzelmessungen mit jeweils 100 pl mit den Konzentrationen 50 puM, 100 pM
und 200 uM durchgefihrt.

Zunéchst wurde das Elutionsvolumen der Substanzen aus den Retentionszeiten berechnet und
durch Abzug des Totvolumens Kkorrigiert.

In der Abbildung 93 zeigt den Auftrag der reziproken Werte der Konzentrationen von den Sub-
stanzen P330, P338, P367 und P433 gegen den reziproken Wert des Produktes aus der Konzent-
ration gegen das korrigierte Elutionsvolumen. Mithilfe der Ausgleichgeraden wird aus diesem
Auftrag die Sdulenkapazitat und Dissoziationskonstante der jeweiligen Substanz bestimmt.
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Abbildung 93: Diagramm zur Bestimmung der Sdulenkapazitat und der Dissoziationskonstanten. Aufgetragen

sind die reziproken Werte der Konzentrationen [X], der Substanzen P330, P338, P367 und
P433 gegen deren reziproken Werte von [X]o(V-Vg), wobei V, das Totvolumen des Systems ist
und V das Retentionsvolumen der Substanzen.

Die Gleichungen der Ausgleichsgeraden lauten:

Substanz Geradengleichung
P330 y =183,29x + 1,805
P338 y =212,81x + 1,227
P367 y = 103,46x + 1,7408
P433 y = 344,89x + 3,0923

Der Schnittpunkt der Ausgleichgeraden mit der y-Achse liefert nun die reziproken Werte der
Bindungskapazitat der S&ule. Die durch die vier Substanzen ermittelten Werte sind in der nach-
stehenden Tabelle 10 aufgefihrt.

Tabelle 10: Saulenkapazitat B fur vier der P-Substanzen [umol]
P338 P433 P367 P330

B¢ 0,55 pmol 0,81 pmol 0,57 pmol 0,32 pmol

Die Tabelle zeigt, dass die Werte fir B; zwischen 0,32 pumol und 0,81 pumol schwanken. Theore-
tisch musste die Bindungskapazitat fir Sdule bei jeder Messung gleich bleiben.

Auch sollte aufgrund der bei der Immobilisierung eingesetzten Proteinmenge und der POROS-
Menge, die zur Befiillung der Séule benétigt wurde, sich nur etwa 0.3 pmol Protein in der Affi-
nitatssdule gebunden an POROS befinden. Diese Menge ergibt sich aus folgender Berechnung:
Es wurden 4 mg Cdc25a auf 50 mg POROS 20 EP. Da die Sédule unter einem vierfach héhern
Druck gepackt wurde als die vorhergehenden Sé&ulen konnte aufgrund der héheren Packungs-
dichte auch eine grofiere Menge POROS in die Saule (2 mm*30 mm) gepackt werden. Das be-
deutet, dass etwa 50 mg POROS in die Sdule gefullt werden konnten. Das entspricht insgesamt
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einer Menge von etwa 0,3 pumol Cdc25a. Der Beladungskapazitat der Substanz P330 entspricht
auch dieser groben Annahme von 0,3 pmol Gesamtprotein an der Sdule. Die restlichen Bin-
dungskapazitaten liegen zwei- bis dreimal hoher als die angenommenen Gesamtmenge immobi-
lisierten Proteins.

Und fur ein Gemisch die errechneten Kp-Werte in uM (vgl. Tabelle 11).

Tabelle 11: Saulenkapazitat B; fiir vier der P-Substanzen [umol]

P338 P433 P367 P330
50 93,8 93,8 42,4618 216,43
100 103,3 88,9 99,54 240,16
200 76,7 28,97 -29,75 286,71

Im Gegensatz zum klassischen FAC-System wird nicht Gber einen langeren Zeitraum infundiert.
Das hat mehrere Vorteile. Zum einen ist das System automatisierbar, da der Probenauftrag Gber
den Autosampler und nicht mit Hilfe einer Syringe erfolgt. Die Auswaschzeiten verkirzen sich
erheblich. Ein Lauf dauert etwa 120 Minuten, Auftrag, Elution und Auswaschen der restlichen
Liganden werden wahrend dieses Zeitraumes komplett abgeschlossen.

Aus den Sdulenkapazitaten lassen sich die Dissoziationskonstanten vom Cdc25a fir die Substan-
zen bestimmen (siehe Abbildung 94).

1600
1400
1200 T
1000

800 d

600 I

400

200

0 T T T
p338 p433 p367 p330
Abbildung 94: Mittelwerte der Dissoziationskonstanten aus einer zweiten Messung fiir P330, P338, P367 und

P433 angegeben in pM.

Nach dem Einrichten des Finnigan LTQ-ESI-Massenspektrometers und dem Agilent 1100er
HPLC-Systems wurden die FAC-MS fir einige der Substanzen erneut durchgefihrt. Diesmal
wurden erheblich geringere Substanzkonzentrationen eingesetzt, da das LTQ durch die neuartige
Konstruktion der lonenfalle eine grolRere Sensitivitét als das zuvor verwendete LCQ Deca be-
sitzt. Um eine dennoch einen Ligandeniberschuss zu garantieren wurde das Cdc25a-beladene
Saulenmaterial 1:1000 mit BSA-beladenem Saulenmaterial verdinnt.
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Abbildung 95: Massenchromatogramme von P338, oben: 100 pl 1 pM P338, unten 100 pl 0,1 pM P338

Aus den Messungen mit P338 wurden die fur die Bestimmung der Bindungskapazitat der Séule
und der Dissoziationskonstante die relevanten Werte ermittelt und in Tabelle 12 aufgelistet.

Tabelle 12:  Werte fir P338

C 1/C Vy V,-Vo Vy-Vo 1/C(Vx-Vo)
(umol/L) (umol/L)™* uL uL L umol™
5 0,2 2000 1800 0,0018 111,11
25 0,04 1570 1370 0,00137 29,19
50 0,02 1240 1040 0,00104 19,23

Aufgrund der unspezifischen Bindung einer eingesetzter Substanzen an eine BSA-Séule und an
unbeladenes POROS wurde die Loslichkeit der Verbindungen néher betrachtet. Diese Ergebnisse
werden im nachfolgenden Kapitel 4.3.5 Loslichkeit beschrieben. Aufgrund der Erfahrungen aus
den in diesem Kapitel gezeigten Versuchen, wurde dem Substanzgemisch Cyclodextrin beige-
mengt und als Vergleich ein sehr mildes Detergenz, Chaps, das nicht zur Denaturierung von Pro-
tein flhrt und auch keinen Einfluss auf die Massenspektrometrie hat. Die Retentionszeiten der
Verbindungen im bereits beschriebenen Gemisch sind in Abbildung 96 zusammengefasst. Zu
sehen sind jeweils die Mittelwerte fiir die Retentionszeiten der einzelnen Substanzen bei
100p!/min und 50 pl/min Flussgeschwindigkeit und die Mittwerte der Retentionszeiten bei 100
pl/min Flussgeschwindigkeit unter Zusatz von Cyclodextrin bzw. Cyclodextrin und Chaps. Die
Veranderungen der Retentionsgeschwindigkeiten um Uber die Halfte bei Verringerung der Fluss-
geschwindigkeit um die Halfte ist zu erwarten gewesen. Der Zusatz von Cyclodextrin zu der
aufgegebenen Lésung der Verbindung hat keinen Einfluss auf die Retentionsgeschwindigkeiten
der Substanzen. Eine zusatzliche Beimengung von Chaps zur der aufgetragenen Ldsung veran-
dert die Retentionszeiten ebenfalls nicht.
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Abbildung 96: Mittelwerte der Retentionszeiten der Substanzen MRFA, P330, P338, P367 und P433 (je 50
MM in 100 pl wassriger Losung) bei verschiedenen Flussgeschwindigkeiten und unter ver-
schiedenen Zusédtzen zu den Probeldsungen. 100pl/ml Flussgeschwindigkeit ohne Zusétze; 50
pl/min Flussgeschwindigkeit ohne Zusatze; 50 pl/min Flussgeschwindigkeit mit Cyclodextrin
in der Probe; 50 pl/min Flussgeschwindigkeit mit Cyclodextrin und Chaps in der Probe

Vor dem erneuten Auftrag eines Liganden missen alle im System vorhandenen Reste ausgespult
worden sein. Einige Liganden erwiesen sich als so hartnéckig, dass Wasser allein nicht ausrei-
chend war, um sie auszuspulen. Organische Losungsmittel kamen nicht in Frage, da sie das Pro-
tein denaturieren, und damit in seiner Funktion beeintrachtigen kénnen. Nach den Versuchen mit
Cyclodextrin wurde eine wéssrige 100uM Cyclodextrinldsung alternativ eingesetzt. Bei einem
Fluss von 50ul/min wurden 100ul dieser Lésung in 3 Minuten durchgespult, 5 Zyklen reichten in
den meisten Fallen aus. Die Reste der Cyclodextrinlosung wurden anschliefend durch Spilen
mit Wasser entfernt.

4.3.4.3 Phosphatase-Inhibitoren der AF-Reihe

Nach den FAC-Messungen mit den Phosphatase-Inhibitoren von Michael Manger, AG Wald-
mann, aus der P-Reihe, wurden weitere Phosphatase-Inhibitoren mittels FAC an Cdc25a vermes-
sen. Hierzu wurden Substanzen der Arbeitsgruppe Firstner, MPl Muhlheim, (AF-Reihe) und
von Lars Wittenberg, AG Waldmann, (LW-Reihe) eingesetzt.

Konzentrationsabhangigkeit der Verzogerung einer Beispielsubstanz aus der AF-Reihe: AF1ES.
Durch eine Explosion im benachbarten Destillenraum wurde die gesamte HPLC-MS-Anlage
zerstOrt. Das Saulenmaterial war zum Gliick von der Explosion nicht betroffen und konnte wei-
terverwendet werden. Wegen der dadurch notigen Neuanschaffung wurden die nun nachfolgen-
den Messungen mit den Verbindungen der AF-Reihe und LW-Reihe auf dem LTQ von Thermo
Finnigan durchgeflhrt. Zwei Substanzen, bei denen die Messungen der FAC einwandfrei funkti-
oniert hatten werden in den néchsten Chromatogrammen vorgestellt und die Bestimmung ihres
Kp-Wertes fur Cdc25a gezeigt. Diese Massenchromatogramme wurden alle im MS/MS-Mode
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ermittelt. Dadurch war eine Steigerung der Genauigkeit und Empfindlichkeit der Messungen
mdglich. Bei Messungen im MS/MS-Mode wird das lon der Substanz in der lonenfalle fragmen-
tiert. Das Massenchromatogramm verfolgt dann die Intensitat eines Fragments Uber den Zeitver-
lauf. Da das Fragmentierungsmuster fiir das lon einer Verbindung charakteristisch ist, kann man
sicher sein, dass es sich tatsachlich um das Massenchromatogramm der gesuchten Verbindung
handelt und nicht um Untergrund im System.
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Abbildung 97: Konzentrationsabhangigkeit der Verzégerung der Retentionszeiten von AF1E6 an einer
Cdc25a-Saule. Je 50 pl Probenaufgabe, MS/MS auf 289,3 Da

Zur Bestimmung der Séulenkapazitat und der Dissoziationskonstante wurden die halbmaximalen
Zeiten verwendet, da diese exakter aus den Diagrammen zu bestimmen sind. Dieses Verfahren
wird in der Enzymkinetik 6fters angewendet, z.B. bei der Bestimmung von Michaelis-Menten-
Konstanten, da so exakter Werte flir Enzymaktivititen zu erhalten sind bei einer graphischen
Bestimmung.
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Saulenkapazitat Cdc25a mit AF1E6 bestimmt
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Abbildung 98: Diagramm zur Bestimmung der Bindungskapazitit der Cdc25a-Affinitatssaule durch Messun-

gen mit AF1E6

Mit diesen FAC-Messungen wurde analog zu dem oben beschriebenen Verfahren die Sdulenka-
pazitit der Cdc25a-Affinitatssaule bestimmt. Die Gleichung der Ausgleichgeraden der Werte
von AF1EG lautet:

y = 152,54 * x + 42475 pmol™

Der Achsenabschnitt Ausgleichsgeraden mit y ergibt 1/B;. Wird x = 0 gesetzt erh&lt man also den
reziproken Wert fiir B

B:t =y =42475 pmol™ firx =0

Damit ist B; = (4247,5 pmol™)™ = 0,00023 pmol fiir AF1E6

Zur Berechnung von Kp wird y = 0. Damit ergibt sich

y = - 1/Kp = - 4247,5 umol /152,54 = - 27,85 pmol™

Damit ist Kp = 0,036 pmol fir die Substanz AF1E6

Eine weitere Substanz mit der die FAC sehr gut gelangen ist AF2D11. Auch bei dieser Verbin-
dung wurden die Retentionszeiten fur verschiedene Konzentrationen ermittelt. Die Massenchro-
matogramme sind in Abbildung 99 dargestellt. Hier ist eine Konzentrationsreihe der Substanz
AF2D11 an einer Cdc25a-Sdule dargestellt. Sie hat einen ICso von und einen C Log P von 1,7.
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Abbildung 99: Konzentrationsabhangigkeit der Verzdgerung der Retentionszeiten von AF2D11 an einer

Cdc25a-Affinitatssaule, je 100 pl Probenaufgabe, alle Substanzen in Wasser; Massenchroma-
togramm vom ms/ms der Masse 219,10 Da bei 30% Fragmentierungsenergie, 204,1 Da, 0,3
ml/min

Mit diesen FAC-Messungen wurde analog zu dem oben beschriebenen Verfahren die Sdulenka-
pazitat der Cdc25a-Affinitatssdule bestimmt. Die Gleichung der Ausgleichgeraden der Werte
von AF2D11 lautet:

y =3009,4 * x + 774,14 pmol™

Der Achsenabschnitt Ausgleichsgeraden mit y ergibt 1/B;. Wird x = 0 gesetzt erhélt man also den
reziproken Wert fiir By

Bil=y=77414firx=0

Damit ist B, = (774,14 pmol™)™ = 0,0013 pmol fiir AF2D11

Zur Berechnung von Kp wird y = 0. Damit ergibt sich

y = - 1/Kp = - 774,14 pmol™/3009,4 = - 0,26 pmol™

Damit ist Kp = 3,88 pmol fiir die Substanz AF2D11

Der Gleichung fur die Ausgleichsgeraden ist der Wert fiir die Dissoziationskonstante zu ent-
nehmen. Da der Wert fiir die Konzentration bei 0,5 uM sehr stark von der Ausgleichsgeraden
abwich, wurde auf dessen Verwendung verzichtet.

Die B--Werte fur die Cdc25a-Affinitatssaule, die fir die Messungen mit den AF-Substanzen be-
stimmt wurden, unterscheiden sich massiv von den Bi- Werten firr die Cdc25a-Affinitatssaule,
die bei den P-Substanzen bestimmt wurden. Dies liegt daran, dass die S&ulen fiir die Messungen
mit dem wesentlich empfindlicheren LTQ verdndert wurden. Das Cdc25a-POROS wurde mit
BSA-POROS 1:1000 verdlnnt. Sonst wére es nicht méglich gewesen, die eingesetzten Ligan-
denkonzentrationen von einem Bereich zwischen 200 bis 50 uM auf 5 bis 0,1 UM zu reduzieren.
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Saulenkapazitat Cdc25a-Saule mit AF2D11 bestimmt
y = 3009,4x + 774,14
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Abbildung 100: Bestimmung der Sdulenkapazitét, also der freien Bindungsstellen, einer mit Cdc25a-beladenen
POROS befillten Saule (1:1000 mit —-BSA-POROS verdiinnt)

Da B; fur die S&ulenkapazitét steht, lassen sich mithilfe des B; dieser Affinitatssdule und den
Retentionszeiten anderer Liganden die Dissoziationskonstanten dieser Liganden ermitteln, wenn
sie auf genau dieser Saule gemessen wurden. Die Berechnung der Kp-Werte dieser Substanzen
geschah analog zu den weitere oben beschriebenen Berechnungen der Dissoziationskonstanten
fiir die P-Substanzen nach:

— Bt
(KD)x _Vx _VO - [X]O'
[X]o kann (laut Kasai et al) vernachlassigt werden, wenn Kp sehr viel groRer ist als [X]o. Dies
trifft fur die hier ermittelten Dissoziationskonstanten allerdings nicht zu. In der nachfolgenden
Tabelle werden die Substanzen aufgefuhrt, fir die eine Ermittlung der Dissoziationskonstante
aufgrund der Ergebnisse der FAC sinnvoll war. Sinnvoll bedeutet in diesem Zusammenhang, ob
es Uberhaupt eine Verzogerung der Retention dieser Substanzen aufgrund spezifischer Wechsel-
wirkungen gab, die grofRer war als die Verzégerung verursacht durch unspezifische Wechselwir-
kungen.
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Tabelle 13: Zusammenfassung der Kkorrigierten Elutionsvolumina und der daraus bestimmten Dissoziati-
onskonstanten flr die BN- und AF-Substanzen.

Substanzen je 50ul 1uM V-V in ml (unspezifische . Kb
R . Vy- Vo In Liter

Ldsung Bindung von BSA abgezogen UM

BN 11290 1,425 1,425 * 107 (-0,094)
BN 10871 0,85 0,85 * 10° 0,5
BN13131 0,07 0,07 * 107 17,4
AF1F8 0,22 0,22 *10° 4,9
AF2D11 0,7 0,7*10° 0,8
AF1D10 1,02 1,02 * 10 0,2
AF1A11 1,25 1,25 * 10 0,03

4344 Das,,Sterben* der Saule bei Cdc25a

Bei der Messung der Verbindung LW10 auf der Cdc25a-Affinitatssaule wurde ein Phdanomen
besonders gut sichtbar, das "Sterben" der Sdule. "Sterben™ bedeutet in diesem Zusammenhang,
dass die Séule flr nachfolgende Messungen unbrauchbar wird, da keine Verzogerung der Reten-
tionszeit einer Substanz mehr zu beobachten ist, obwohl die Substanz in einer vorhergehenden
Messung eindeutig verzdgert von der Séule eluiert ist. Dies wird an zwei aufeinanderfolgenden
Messungen, die in Abbildung 101 und Abbildung 102 abgebildet sind, demonstriert. In
Abbildung 101 sind die Massenchromatogramme von LW10+H" und LW10-H,O+H" und als
Totvolumenmarker MRFA dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die Verzégerung der Elution von
LW10 und seinem Zerfallsprodukt LW10-H,0. Damit l&sst sich eine Dissoziationkonstante flr
diese Substanz bestimmen und somit eine Einordnung der Bindungsstarke vornehmen. Ein wei-
teres Phanomen ist die verstarkte Verzogerung des Zerfallsproduktes von LW10 in dieser Mes-
sung. Das Auftreten von inhibitorisch wirksamen Zerfallsprodukten ist jedoch ein weiteres Prob-
lem, das hier nicht vertieft erortert werden soll.
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100 -

LW10; m/z = 257,3
LW10 - Wasser; m/z =239,3
MRFA; m/z =5245

Relative Intensitét

i
L.‘
'\
iy

OTTTTTTTTTI T
0 5 10 15 20

s e Ao i R RS R SR RS
|||||l|I|||III||||l|||]l|||||||||l||lll|

25 30 a5 40 45 50 55 60
Zeit (min)

Abbildung 101: 1. Auftrag von LW10 und MRFA: 50 pl 5 pM LW10 mit 1 uM MRFA; 0,2 ml/min Fluss 0,1
mM Ammoniumacetat

Im zweiten Autrag von LW10 auf dieselbe Cdc25a, erhielt man die Massenchromatogramme in
Abbildung 102. LW10+H" verzogert iiberhaupt nicht mehr an dieser Affinitatssaule. Die Reten-
tionszeit liegt genau auf der Retentionszeit des MRFA. Die Verzégerung von LW10-H,0+H"
von etwa 25 Minuten auf 2 Minuten gesunken. Danach ist kein Absinken des Signals mehr zu
beobachten. Dieser Binder lie auch nicht mehr auswaschen. Auf weitere Messungen mit dieser
Cdc25a-POROS-Saule wurde verzichtet.
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Abbildung 102: 2. Auftrag von LW10 und MRFA: 50 pl 5 uM LW10 mit 1 uM MRFA,; 0,2 ml/min Fluss 0,1
mM Ammoniumacetat
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4.4 DIE LOSLICHKEIT DER EINGESETZTEN SUBSTANZEN

Ein Problem begleitete die gesamten Messungen: die teilweise geringe Loslichkeit der Substan-
zen in wassriger Umgebung. Eine Untersuchung der tblicherweise verwendeten 100 pmolaren
Losungen (99,9 % Wasser/0,1 % DMSO) mit dem Durchlichtmikroskop zeigte Kristallbildung in
den Lodsungen. Als Beispiel sind in Abbildungen 104 und 105 die mikroskopischen Aufnahmen
zweier problematischer Verbindungen aus den FAC-Messungen der Cdc25a-Inhibitoren gezeigt.
Unter der 40-fachen VergrofRerung eines Lichtmikroskops wurden die Kristalle, die sich beim
Verdinnen der DMSO-L6sungen der eingesetzten Substanzen bildeten sichtbar. Durch Zusatz
von organischen Losungsmitteln lieR sich die Anzahl der gefundenen Kristalle deutlich reduzie-
ren. Da organische Ldsungsmittel jedoch nicht fiir den Einsatz im FAC-MS in Betracht kamen,
wurden Cyclodextrine Loslichkeitsvermittler getestet. Sie umschlielRen die Substanzen wie einen
Ké&fig und disaggregieren so diese Verbindungen in Wasser. Die mikroskopischen Aufnahmen
nach der &quimolaren Ldsung der P-Substanzen P330 und P367 zeigen, dass die Anzahl an Kris-
tallen deutlich reduziert werden konnte (vergleiche Abbildungen 104 und 105). Um die Substan-
zen mithilfe von Cyclodextrin-g in Losung zu bringen wurde die 10 mM Stockldsung der Sub-
stanzen (in DMSO) 1:100 in einer 100 uM Cyclodextrin-g Losung (in Wasser) aufgenommen.
Dadurch lagen Cyclodextrin und Substanz dann zu 100 puM in Lésung vor und der DMSO-Anteil
lag bei 1%. 100 uM wurde als Konzentration gewahlt, da dies die in der FAC-MS ubliche Kon-
zentration fr die P-Substanzen war (mit dem Aufbau vor der Zerstorung der Geréte durch Exp-
losion).

Abbildung 103: p330, wassrige Losung 100 uM aus DMSO, 40x; p330, 100 uM in wassriger Losung unter Zusatz
von 100uM Cyclodextrin-g



124 4-Ergebnisse

Abbildung 104: P367 100 uM wassrige Losung ohne Cyclodextrin-g ~ P367 100 uM wassrige Lésung mit 100
UM Cyclodextrin-g

Die nachfolgende Tabelle 14 fasst die Ergebnisse aus der mikroskopischen Untersuchung der
verdunnten Lésungen zusammen.

Tabelle 14: Anzahl der Kristalle aus der lichtmikroskospischen Untersuchung der wassrigen Losungen der P-

Substanzen
Konzentration Cye- |- i Cyclodextrin 50 pM 100 uM
lodextrin
P330
Anzahl Kris- 47 1 .
tall/Abbildung
P367
Anzahl Kris- 7 16 .
tall/Abbildung
P338 17 0 L
P433 40 1 0

Auch die anderen Substanzen dieser Bibliothek kristallisierten in Wasser wieder aus. Eine Aus-
wahl dieser wassrigen Lésungen wurde unter einem Mikroskop untersucht, ist hier aber nicht
aufgefuhrt, da sie fir die FAC-Messungen nicht mehr eingesetzt wurden.

Zur Beschreibung der Loslichkeit von Substanzen wird die Grofie C Log P eingesetzt. Korrelati-
on von C Log P zu den Elutionszeiten von der Saule

Die Ergebnisse der FAC-Messungen an den mit Cdc25a und BSA beladenen Affinitatssaulen,
lieken die Frage aufkommen, ob die Retentionszeiten von anderen Faktoren abhéngen, denn der
spezifischen Bindung der Liganden an das aktives Zentrum eines Enzyms. Dazu werden ver-
schiedene Eigenschaften der Liganden in der nachfolgenden Tabelle zusammengestellt.

Die folgende Tabelle 15 bildete die Grundlage fir die Korrelationsdiagramme. Die ICso-Werte
der Substanzen der AF-Reihe stammen aus der Veroffentlichung von Firstner et al [102].
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Tabelle 15:  Ubersicht: C Log Ps; Inhibierung Cdc25a; FAC-MS-Messungen
eingesetzte €50 IC50 | %6Inh Mol
ClogP| 1C50 Cd . FAC FAC
Substanzen weight
c25a
Cdc25a | PTP1B VHR Cdc25a/ml| BSA/mI
BN4001 0,9 78,3 | 420,4 0 -0,082
BN13129 1,4 117 | 204,2 0,02 0,05
BN13811 | -3,1 73,4 | 283,2 -0,03 0
BN10871 1,2 133,2 | 289,3 0,85 0
BN13131 | -2,3 124,7 | 193,2 0,07 -0,11
BN11290 | 1,2 125,6 | 170,2 1,425
BN13423 | 0,6 72,5 | 390,3 0,952 2,25
BN13940 | 0,8 102,4 | 317,3 0 0
AF1D7 2,4 99,1 | 184,2 14,75
AF1F1 2,7 135,2 | 184,1 0
AF1F3 2,2 78,4 | 200,1 0 -0,09
AF1F8 1,1 76,6 | 233,7 0,38 0,16
AF1G1 1,8 80,1 | 234,2 0
AF1G2 2,1 83,1 | 236,2 0,13 14,5
AF1E3 15 90,7 | 184,2 0,33
AF2D11 1,7 [>50uM |>50 uM |[>50 uM | 98,6 | 218,2 0,7 -0,11
AF2c11 | 33 |>s0um|*OHM|BHM 69.8 | 272,3 | MS nicht
zu sehen
AF1B11 | 0,23 [>50 uM |24 uM |41 uM 81,2 | 497,1 -0,34
AF1G10 | 27 |>s0pum | 2BHM [39MM 2 | a7, | MS icht
zu sehen
AF1A10 | 7,31 |>50 uM ka. | 452,2 0 0,07
AF1B10 75 |[>50uM ka. | 452,2 0;0,8 10;0,9;4,05
AF1C10 | 8,16 |>50 uM k.a. |388,25 -0,1 -0,36
AF1D10 | 4,05 |>50 uM ka. | 294,6 1,02 -0,56
AF1E10 | 8,16 | 40uM |33 puM [4,9 uM k.a. | 380,1 | 0,02;0,82 -0,03
AF1A11 | 4,17 | >50 uM |23 uM |28 uM ka. | 398,2 -0,35 4,53
AF1E6 35 |>50uM ka. | 288,1 1,25 0
P330 74 | 25uM ka. | 7355 16 15
P338 7,1 | 1,8uM ka. | 6054 27 17
P367 8,4 | 1,9uM ka. | 6674 23 12
P433 74 | 17 uM ka. | 6615 27 15

Im n&chsten Diagramm (Abbildung 105) wird der C Log P mit den Retentionszeiten fiir die Sub-
stanzen von Analyticon und A. Flrstner korreliert. Bei diesen Substanzen ist die Retentionszeit
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von der Cdc25a-Séaule und von der BSA-Séule einigermallen unabhéngig vom C Log P. Ledig-
lich zwei Substanzen besitzen bei einem C Log P von Uber zwei eine sehr viel héhere Retenti-
onszeit von der Séule als alle anderen Substanzen. Bei der Cdc25a gibt es bei diesen Substanzen
nur Retentionszeiten von héchstens 1,9 Minuten.
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Abbildung 105: Korrelation des C Log Ps zu den Retentionszeiten von der Cdc25a-Saule verschiedener Sub-
stanzen der AF- und BN-Reihe (BN4001, BN13129, BN13811, BN10871, BN13131,
BN11290, BN13423, BN13940, AF1D7, AF1F3, AF1F1, AF1F8, AF1Gl, AF1G2, AF1E3,
AF2D11, AF2C11, AF2B11, AF1G10)



4-Ergebnisse 127

Auch bei der Korrelation der prozentualen Inhibierung der enzymatischen Aktivitat von Cdc25a
mit der Retentionszeit gibt es keinen erkennbaren Zusammenhang zwischen diesen Grof3en.
Wieder sind die beiden Ausreisser zu erkennen.
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Abbildung 106: Korrelation der prozentualen Inhibition zu den Retentionszeiten von der Cdc25a-Sdule ver-
schiedener Substanzen der AF- und BN-Reihe (BN4001, BN13129, BN13811, BN10871,
BN13131, BN11290, BN13423, BN13940, AF1D7, AF1F3, AF1F1, AF1F8, AF1G1, AF1G2,
AF1E3, AF2D11, AF2C11, AF2B11, AF1G10)

Die Korrelationsdiagramme fir die Substanzen P330, P338, P367 und P433 wurden gesondert
erstellt, da die FAC-MS Analysen auf einem anderen System erfolgten als flr die vorhergehend
genannten Substanzen, und die Retentionszeiten daher nicht vergleichbar sind. Bei der Korrelati-
on der Retentionszeiten der P-Substanzen gegen deren C Log P zeichnet sich tatsachlich ein Zu-
sammenhang ab. Je groRer der C Log P, umso langer wird die Elution der Substanzen von den
Sdulen verzogert.
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Abbildung 107: Korrelation des C Log P zur den Retentionszeiten der eingesetzten Substanzen P330, P338,
P367, P433
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Auch bei der Auftragung der 1Cso-Werte gegen die Retentionszeiten ist ein Trend dahingehend
erkennbar, dass mit steigenden Retentionszeiten der ICso-Wert zunimmt. Dies gilt sowohl fur die
Retentionszeiten von der Cdc25a- wie auch von der BSA-Sdule. Damit scheint es keinen Zu-
sammenhang zwischen der Bindung an Cdc25a und der inhibierenden Wirkung der Substanzen
Zu geben.

Substanzen P330-P433
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Abbildung 108: Korrelation des C Log P zur den Retentionszeiten der eingesetzten Substanzen P330, P338,
P367, P433

45 GEL-FILTRATIONS-ASSAYS

4.5.1 Gelfiltrationsassay nach S. Sauer

Eine Kontrolle der unspezifischen Bindung der nach Berlin verschickten Substanzen erfolgte auf
MALDI-Oberflachen. Als Kontrollproteine wurden Casein und BSA auf die Goldoberflache
nach dem Mercaptopropionsdure-Protokoll immobilisiert. Von den Substanzen wurden pro Pro-
benpunkt je 1 pl 100 bzw. 50 pM Ldsung in Phosphatpuffer aufgegeben. In einem weiteren Ver-
such wurde eine Konzentrationsreihe von Vitamin K zu 500, 250, 100 und 50 uM fir eine Stun-
de bei Raumtemperatur aufgegeben. Zusétzlich wurde Gberprift, ob mit Vitamin K die spezifi-
sche Bindung im MALDI gemessen werden kann.

Zundchst erfolgte die Kalibrierung fur die im Gelfiltrationsassay eingesetzten Substanzen. Lo6-
sungen der untersuchten Verbindungen zu 0,01 uM, 0,1 uM, 1uM und 10 uM wurden in das
HPLC-MS System mit Volumina von 10, 20 und 50 ul (Jupiter C8) injiziert. Die HPLC Mes-
sungen wurden mit einem Gradienten von 30 — 90 % Acetonitril mit 0,1 % Ameisensaure durch-
geflihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Xcalibur Quan Browser Software. Zur Erho-
hung der Empfindlichkeit und Genauigkeit wurden die Messungen wieder im MS/MS-Mode
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durchgefuhrt. Das bedeutet, dass das lon der Verbindung in der lonenfalle fragmentiert wurde
und dann das Fragementierungsmuster aufgenommen wurde. Zur Erstellung des Massenchroma-
togramms wurde dann der Massenpeak eines Fragmentes herausgesucht und die Veranderung
seiner Intensitat Uber die Zeit dargestellt. Da das Fragmentierungsmuster fir jede Verbindung
individuell ist, kann sichergestellt werden, dass tatsdchlich das Chromatogramm der gesuchten
Verbindung aufgenommen wird und nicht der Untergrund aus dem HPLC-MS-System. Um fest-
stellen zu kdnnen, welche Peaks im Fragmentierungsmuster der gesuchten zu sehen sind, wurden
von jeder einzelnen Substanz vorab eine MS/MS- Messung durchgefiihrt. Die erhaltenen Mas-
senpeaks wurden dann den mdglichen Fragmenten zugeordnet. Abbildung 109 zeigt eine solches
MS/MS fir die Substanz AF1C10. Zu den groRten Massenpeaks wurde eine mogliche Fragment-
struktur ermittelt. Fir die Darstellung im Massenchromatogramm wurde fur AF1C10 der Peak
322,3 aus dem MS/MS ermittelt.

1007

Relative Abundance

150 200 250 300 350 400
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Abbildung 109: Fragmentierungsmuster von AF1C10 bei 35% Fragmentierungsenergie im LTQ

In Tabelle 16 sind die Ergebnisse fur diese erste Messung zusammengefasst. Es wurden sowohl
die Binder- wie auch die Nichtbinderfraktion mit der HPLC-MS untersucht. Fir den Gelfiltrati-
onsassay wurden 10 pl einer 2 uM L6sung pro Probe eingesetzt; das entspricht einer Protein-
menge von 20 pmol. Fir die Quantifizierung der Proben aus dem Assay miissen zunéchst Kalib-
rierungsmessungen durchgefiihrt werden. Dazu werden pro Verbindung mehrere Messungen mit
verschiednen Konzentrationen durchgefiihrt. Es werden jeweils von jeder Losung 10, 20 und 50
ul Gber die Jupiter C8-Séaule in der HPLC-MS gemessen. Eine Ausnahme bildete die 10 uM L6-
sung, davon wurden nur 10 pl aufgegeben. Die Messung erfolgte im MS/MS-Mode. Wichtig ist
auch, dass die Losungen frisch aus den Stockldésungen angesetzt werden, da etliche Verbindun-
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gen in wassriger Losung aggregieren (siehe Kapitel zu Loslichkeit). Diese Daten wurden zu-
sammen mit den Messungen der im Gelfiltrationsassay erhaltenen Daten im Quan Browser der
Xcalibur Software ausgewertet. Diese Software erstellt automatisiert ein Excel-Datenblatt mit
den Peakflachen und den daraus berechneten Substanzmengen. Mithilfe dieser Excel-
Datenblatter wurde die in Abbildung 110 gezeigte Kalibrierkurve erstellt. Diese Kurven dienen
der Uberprifung der Kalibrierung. Sie sollten einer linearen Regression entsprechen. Die
Abbildung 110 zeigt, dass die Kurven eher logarithmisch verlaufen, denn linear. Dies kdnnte
daran liegen, dass bei héheren Substanzmengen das Signal geséttigt war. Das bedeutet, dass das
Massenspektrometer, das Signal quasi abschneidet, und zwar an der Obergrenze der Messbar-
keit.
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Abbildung 110: Kalibrationskurve fur P436

Diese leichte Abweichung vom Ideal der linearen Regression bei den Kalibrationen stellt jedoch
eher ein vernachl&ssigbares Problem dar. Der Versuch die Substanz P318 in dem fiir den Gel-
filtrationsassay notigen Mengen zu messen wird in Abbildung 111 gezeigt. Es wurden jeweils 10
ul zu 0,1 pM, 0,25 uM, 0,5 uM, 100 pl 0,1 uM, 0,25 puM und 0,5 uM und 10 pl 10 uM wassri-
ger Ligandenldsung ber die Jupiter C8-Sdule gemessen. Der Auftrag der Messungen der unter-
schiedlichen Menge an P318 gegen die Peakflachen des Massenchromatogramm ergeben keine
Kalibrierkurve (Abbildung 111). Es ist immer wieder ein Anstieg des Signals ber einige Mess-
werte zu erkennen, dann fallt das Signal von neuem ab, um wieder anzusteigen. Diese Anstiege
sind korreliert mit dem verwendeten Volumen. Je grofier das Probenvolumen, umso groRer das
Signal. Das l&sst den Schluss zu, dass lediglich Verschmutzungen mit P318 im HPLC-System
gemessen wurden, von dem mehr durch groRere Probenvolumen geldst wurden.
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Dem Prinzip dieses Tests folgend sollte sich umso mehr Substanz in der Binderfraktion befin-
den, je besser ein Ligand an ein Protein bindet. Die verbleibende Proteinmenge sollte dann in der
Nichtbinderfraktion zu finden sein. Die gefundenen Mengen an Substanz in den beiden Fraktio-
nen werden in Tabelle 16 zusammengefasst.

Tabelle 16: Zusammenfassung der Ergebnisse des ersten Gelfiltrationsassays

Nichtbinder Binder
AF1C10 0.101 uM 0.023 uM
AF1H10 0.172 uyM 0.021 uM
P436 0.011 uM 0.028 uM
P498 0.505 uM 0.005 uM
P503 0.556 uM 0.011 uM
P516 0.226 uM 0.011 uM

Bei einer zweiten Durchfihrung des Gelfiltrationsassays mit anderen Substanzen der Arbeits-
gruppe Firstner wurde Casein als Kontrollprotein eingesetzt. Casein wurde dabei anstatt des
Cdc25a verwendet. Um zu testen, ob das System einen Binder von einem Nichtbinder in einem
Gemisch unterscheidet, wurden jeweils eine Substanz mit einem sehr kleinen 1Cso-Wert und eine
ohne inhibitorische Wirkung auf die Cdc25a-Phosphatase gemischt. Die Versuche wurden mit
48,4 ul 8 uM Cdc25a und je 0,8pl Binder (100uM) und Nichtbinder (100puM) durchgefiihrt. Das
entspricht 80 pmol pro Probe. Die gefriergetrockneten Proben wurden in 8 pl 50% Methanol
aufgenommen, die Endkonzentration sollte 10 uM betragen.
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Um zwei Messungen mit der HPLC-MS durchfuihren zu kénnen wurden die jeweiligen Proben
geteilt. Da insgesamt 80 pmol pro Substanz eingesetzt worden waren, wurde eine Portion abge-
nommen, bei der die Gesamtmenge 20 pmol Substanz betragen sollte, und eine, bei der die Ge-
samtmenge 50 pmol betragen sollte. Daher wurde eine HPLC-MS-Messung mit 2 pl und eine
mit 5 pl der jeweiligen Probe durchgefiihrt. Der HPLC-MS-Lauf erfolgte Gber die Nucleosil-C8-
Saule mit einem Gradienten von 10-90% Acetonitril. Die massenspektrometrische Untersuchung
erfolgte im MS/MS mit single ion mode (SIM), um die Empfindlichkeit der Messung zu erho-
hen. Zu jeder Messung wurde eine Kalibration durchgefiihrt. Dazu wurden nach der Messung der
Proben 0,1 pmol, 0,2 pmol, 0,5 pmol, 1 pmol, 2,5 pmol und 10 pmol des jeweiligen Substanz-
gemisches in je 10 ul 50% Methanol aufgegeben. Durch die MS/MS im SIM auf den jeweiligen
Substanzpeak konnte sichergestellt werden, dass tatséachlich nur die gewilinschte Substanz ge-
messen wurde.

In Tabelle 17 sind die Ergebnisse beim Einsatz von 20 pmol Substanzmenge zusammengefasst.
Alle nichtgenannten Substanzen konnten nicht in der HPLC-MS/MS wieder gefunden werden.
Tabelle 17 und Tabelle 18 fassen die Ergebnisse der massenspektroskopischen Analyse der Pro-
ben des Gelfiltrationsassays zusammen. Bei all diesen Messungen lassen sich nur bei einer Sub-
stanz in etwa die eingesetzten Mengen finden, bei BN4001. Dort finden sich beim Einsatz von
Cdc25a im Gelfiltrationstest jeweils die gleichen Mengen von etwa 30 pmol in Binder- und
Nichtbinderfraktion wieder. Daher l&sst sich keine Aussage daruber treffen, ob es sich nun um
einen Binder handelt oder nicht. Bei den Kontrollen mit Casein und Wasser lasst sich bei
BN4001 mehr Substanz in der Nichtbinderfraktion wieder finden als in der Binderfraktion. Zu-
sammengenommen handelt es sich zwar um etwa 50 pmol BN4001 in den jeweiligen Fraktionen,
aber auch dieser Befund lasst keine Aussage zu, ob es sich nun um einen Binder oder Nichtbin-
der handelt.

Tabelle 17: Zusammenfassung der Ergebnisse der Quantifizierung des zweiten Gelfiltrationsassays. Eingesetzte
Substanzmenge: 20 pmol. Alle Angabe in pmol, n.m.: nicht messbar

Substanz Nichtbinder Binder

[pmol] Cdc25a Casein Wasser Cdc25a Casein Wasser
AF1B7 0,032 0,034 0,035 0,057 0,037 0,033
AF1B11 1,105 1,097 0,137 1,449 1,138 2,055
BN10871 n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. n.m.
BN13131 n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. n.m.
BN13129 0,353 0,257 0,435 0,351 0,037 n.m.
BN4001 2,798 2,96 2,464 2,553 n.m. 1,95
AF1E6 0,617 0,536 0,658 0,3331 0,204 0,164
BN13423 n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. n.m.
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Tabelle 18: Zusammenfassung der Ergebnisse der Quantifizierung des zweiten Gelfiltrationsassays. Eingesetzte
Substanzmenge: 50 pmol. Alle Angabe in pmol, n.m.: nicht messhar

Substanz Nichtbinder Binder
[pmol] Cdc25a Casein Wasser Cdc25a Casein Wasser
AF1B7 0,025 0,023 0,023 0,025 0,028 0,025
AF1B11 0 0 0 0 0 0
BN10871 0,697 1,040 1,161 0,007 0,007 0,001
BN13131 n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. n.m.
BN13129 0,156 0,463 1,035 0,015 0 0,034
BN4001 34,667 32,663 24,871 30,933 19,322 19,583
AF1E6 0,844 1,15 1,313 0,643 0,777 0,471
BN13423 n.m. n.m. n.m. n.m. n.m. n.m.

Fur den dritten Gelfiltrationsversuch wurden folgende die Binder-/Nichtbindergemische aus in
dem Gelfiltrationsassay eingesetzt (Tabelle 19).

Tabelle 19: Zusammenfassung der Ergebnisse des ersten Gelfiltrationsassays

1 2 3 4 5 6 7 8
Binder LW9 LW10 LW11 LW12 LW18 LW30 LW46 LW47
Nichtbinder | AF1B11 AF1E6 | BN13129 | BN4001 | AF1B11 AF1E6 | BN13129 | BN4001
9 10 11 12 13 14 15 16
Binder Lw48 LW61 AF1A11 | AF1B10 | AF1A10 | AF1C10 | AF1D10 | AF1E10
Nichtbinder | AF1B11 AF1E6 | BN13129 | BN4001 | AF1B11 AF1E6 | BN13129 | BN4001

Um die Empfindlichkeit des Gerétes zu zeigen, werden die Ergebnisse einiger Messungen dieser
Proben nachfolgend detailliert - einschl. der zugehdrigen Kalibrierkurven - dargestellt. Auch
wird in diesen Diagrammen ein Problem der Quantifizierung gezeigt. Die Kalibrationskurven
mussen bei jeder Messung mit durchgefiihrt werden, da minimalste Abweichung im Fluss nach
jedem Neustart, die durch das HPLC-System gar nicht angezeigt werden, zu unterschiedlichen
Peakflachen bei gleichen eingesetzten Mengen fiihren. Im nachfolgenden werden die Kalibratio-
nen der Messungen gezeigt, die problematische Ergebnisse brachten.
Zundachst LW10, sowohl beim Einsatz von 2 ul der aufgenommenen Probe, als bei 5ul war es
nicht moglich LW10 im Spektrum zu finden, obwohl im MS/MS-mode mit SIM gearbeitet wur-
de. Die Kalibrationskurve flr diese Untersuchung hingegen zeigt eine einwandfreie Messung bei
unter 10 pmol eingesetzter Substanzmenge (Abbildung 112).
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Abbildung 112: Kalibrierkurve LW10 fiir 20 pmol

Tabelle 20: Eingesetzt: 20 pmol, gefunden: Cdc25a und Wasser unter Messgrenze (1 pmol)

Peakflache Errechnete pmol
Cdc25a, Binder 415 -5,251
Cdc25a, Nichtbinder 398 -5,254
H20; Binder 189 -5,294
H20O, Nichtbinder 229 -5,287
Blank 1 310 -5,271

Bei AF1A10 war es kein Problem, die Substanz im Massenspektrometer zu detektieren. Aller-
dings konnte nicht die vollstandige Menge an Substanz bei Einsatz von 5 ul wieder gefunden
werden. Dies kann verschiedene Ursachen haben, die bereits bei den ersten Messungen erldutert
wurden. Nach den Ergebnissen dieser Messungen wirde AF1A10 als Nichtbinder eingestuft
werden, da sich in der Nichtbinderfraktion die meiste Substanz wieder findet. Auch die Wasser-
kontrolle zeigt erwartungsgemal die Substanz in der Nichtbinderfraktion.
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Abbildung 113: Kalibrierkurve AF1A10 fir 50 pmol
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Tabelle 21: Eingesetzt: 50 pmol; gefunden: Cdc25a: unter 1 pmol; Wasser: unter 5 pmol

Peakflache Errechnete pmol
Cdc25a, Binder 3522 0,013513
Cdc25a, Nichtbinder 64633 0,961152
H20; Binder 32912 0,469259
H20, Nichtbinder 243996 3,742533
Blank 1 14015 0,176222

Das Problem offenbart die Messung mit 2 pl der AF1LA10-Probe. GemaR der Kalibrierung finden
sich 4 pmol in der Binderfraktion der Wasserkontrolle. Die einzige Erklarung, warum dies nicht
bei Einsetzen von 5 ul der Probe gefunden wurde, ware, dass beim Auflésen der Probe in 50%
Methanol nicht sofort die gesamte vorhandene Substanz geldst wurde. Bei der zeitlich um einen
Tag versetzten Messung konnte sich die Probe dann komplett geldst haben. Trotzdem bliebe der
Fund von Substanz in der Nichtbinderfraktion der Wasserkontrolle erklarungsbedirftig. Aller-
dings ist AF1A10 nicht die einzige Verbindung, bei der dieses Ergebnis gefunden wurde (siehe
dazu auch die Messungen aus dem ersten Gelfiltrationsversuch).
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Abbildung 114: Kalibrierkurve AF1A10 fiir 20 pmol
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Tabelle 22: Eingesetzt: 20 pmol, gefunden: Cdc25a: 0,7 pmol; Wasser: 4,3 pmol

Peakflache Errechnete pmol
Cdc25a, Binder 123 0,21657
Cdc25a, Nichtbinder 12945 0,525326
H20; Binder 161612 4,105326
H20O, Nichtbinder 1927 0,260005
Blank 1 11315 0,486068

10,000

12,000

Die Messungen mit AF1B10 zeigten die gleichen Schwierigkeiten wie die Messungen mit LW
10. Die Kalibrationsmessungen zeigten keinerlei Probleme bei der Detektion von AF1B10 in
einem Mengenbereich von 0,5 bis 20 pmol.
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Abbildung 115: Kalibrierkurve AF1B10 fir 50 pmol

Tabelle 23:  Eingesetzt: 50 pmol, gefunden: Cdc25a: unter Messgrenze (1pmol); Wasser: 1,9 pmol

Peakflache Errechnete pmol
Cdc25a, Binder 1743 -5,2642
Cdc25a, Nichtbinder 11091 -4,95808
H20O; Binder 55335 -3,50928
H20O, Nichtbinder 220928 1,913256
Blank 1 864 -5,29297

Fur die Kalibration des kleineren eingesetzten Probenvolumens wurde ein kleinerer Mengenbe-
reich verwendet. Drei Messpunkte von 1 bis 5 pmol sind nach den ausfihrlichen Kalibrations-
messungen in der ersten Messreihe ausreichend. Dort wurde bereits gezeigt, dass die Verbindung
in einem gentigend groRen Mengenbereich sicher zu messen ist. Die erneute Kalibrationsmes-
sung dient wie bereits erldautert der erhdhten Genauigkeit der Quantifizierung.
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Abbildung 116: Kalibrierkurve AF1B10 fir 20 pmol

Tabelle 24: Eingesetzt: 20 pmol, gefunden; unter Messgrenze (1 pmol)

Peakflache Errechnete pmol
Cdc25a, Binder 1481 -0,38141
Cdc25a, Nichtbinder 11605 -0,33783
H20; Binder 29165 -0,26226
H20O, Nichtbinder 320 -0,38641
Blank 1 164 -0,38708
Blank 2 1054 -0,38325

Die Verbindungen BN13129 und AF1EG6 wurden als Nichtbinder eingestuft.

Die Kalibrationskurven fir BN13129 und AF1E6 zeigen bei wieder einem leicht logarithmi-
schen Verlauf. Dieses Phdnomen wurde bereits bei der Kalibrationskurve zu dem ersten Gel-
filtrationsassay und zu Messungen mit der Streptavidin-POROS-Sdule beobachtet und erldutert.
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Abbildung 117: Kalibrierkurve BN13129 fiir 20 pmol
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Tabelle 25: Eingesetzt: 20 pmol, gefunden: Cdc25a: 2 pmol; Wasser: 1,3 pmol

Peakflache Errechnete pmol
Cdc25a, Binder 62906 0,598
Cdc25a, Nichtbinder 146898 1,508
H20; Binder 13669 0,097
H20O, Nichtbinder 119619 1,204
Blank 1 13044 0,090

Auch bei AF1EG6 taucht das Problem auf, dass sich 8 pmol von 20 pmol Substanz in der Binder-
fraktion der Wasserkontrolle wieder finden. VVon den urspriinglich eingesetzte 20 pmol, konnten
16,6 pmol in der Cdc25a-Fraktion und 8,9 pmol in der Wasserkontrolle gefunden gefunden wer-
den. Allerdings befand sich die Substanz bei der Wasserkontrolle komplett in der Binderfraktion,
in der Nichtbinderfraktion hingegen war keine Substanz detektierbar. Dieses ist die einzige Pro-
be, bei der die gefundene Substanzmenge mit der eingesetzten tbereinstimmt, wenn man be-
denkt, dass die Quantifizierung nicht perfekt ist, und Substanz beim zweiten Schritt verloren
gehen kann, oder nicht alles an Substanz durch die Denaturierung des Proteins freigesetzt wird.
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Abbildung 118: Kalibrierkurve AF1E6 fir 20 pmol
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Tabelle 26: Eingesetzt: 20 pmol, gefunden: Cdc25a: 2 pmol; Wasser: 1,3 pmol

Peakflache Errechnete pmol
Cdc25a, Binder 16178 0,20406
Cdc25a, Nichtbinder 165597 16,65419
H20O; Binder 95291 8,913943
H20O, Nichtbinder 9341 -0,54875
Blank 1 8092 -0,68622
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In den Tabelle 27 und Tabelle 28 sind die Gemische, bei denen tats&chlich beide Substanzen
detektiert werden konnten, paarweise dargestellt. Bei den Messungen konnten nicht alle Sub-
stanzen in den Binder- bzw. Nichtbinderfraktionen gefunden werden. LW 10 ist ebenso wie BN
4001 als Beispiel dafur aufgefihrt, dass sie in einem Gemisch nicht massenspektrometrisch nach
dem Gelfiltrationsassay bestimmbar waren, obwohl ihre Kalibrierkurven einwandfrei zu erstellen
waren. AF1E6 konnte in der Nichtbinderfraktion gefunden werden, allerdings nur in der Probe
mit dem Protein, in der Wasserkontrolle war AF1E6 nicht zu finden. Allerdings lieR sich AF1E6
bei der Messung des Volumens, das 50 pmol Gesamtmenge Substanz darstellen sollte, nicht
mehr massenspektroskopisch in den Proben nachweisen. Bei den restlichen Substanzen konnte
hdchstens ein Anteil von etwa 20% der eingesetzten Menge wieder gefunden werden. Daher
lassen sich keine Aussagen hinsichtlich der Bindung der Substanzen an Cdc25a treffen.

Tabelle 27:  Eingesetzt: 20 pmol Gesamtmenge in Binder- und Nichtbinderfraktion

Substanz Nichtbinder Binder
in pmol Cdc25a Wasser Cdc25a Wasser
LW10 -0,1 -0,1 -0,1 -0,1
AF1E6 7,9 0,3 0,2 0,4
AF1A10 1 3,7 0,01 0,5
AF1B10 0,2 0,2 0,2 0,3
BN4001 -0,1 -0,01 -0,1 -0,02
AF1D10 1,5 3,9 2,5 1,2
BN13129 1,5 1,2 0,6 0,1
Tabelle 28: Eingesetzt: 50 pmol Substanzmenge in Binder- und Nichtbinderfraktion
Substanz Nichtbinder Binder
in pmol Cdc25a Wasser Cdc25a Wasser
LW10 -5,3 -5,3 -5,3 -5,3
AF1A10 0,5 0,3 0,2 4,1

Als weitere Kontrolle wurde das von der Gruppe Sauer als Testsystem verwendete Glitazon und
PPARg gemessen. Eigentlich sollte Glitazon in der Nichtbinder-Fraktion der Wasserkontrolle
und in der Binderfraktion des Experiments mit PPARg zu finden sein. Fur diesen Gelfiltration-
sassay wurden 49 pg PPARg in 20 mM Tris/HCI mit 200 mM NaCl und 0,5 nmol Binder-
/Nichtbinder in einem Volumen von 50 pl eingesetzt. Der Binder der PPARg ist Glitazon, 2-
Chloro-5-Nitro-N-phenylbenzamid (m = 276,7 Da), als Nichtbinder wurde a-Cyano-
hydroxyzimtsduremethylester (m = 203,3 Da), eine MALDI-Matrix, verwendet.
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Hier werden die Wasserkontrollen der Experimente gezeigt, Glitazon sollte in der Nichtbinder-
fraktion zu finden sein, aber nicht in der Binderfraktion.

Zunéchst wurde die Messung wie in den Experimenten vorher als MS/MS Messungen durchge-
fihrt, um eine héhere Empfindlichkeit zu erreichen. Beim MS/MS auf die theoretische Masse
von Glitazon mit Wasserstoffproton, 277,7 Da (kein SIM), wurden im Chromatogramm sechs
Peaks gefunden, die jeweils ein unterschiedliches MS/MS-Spektrum ergaben. Keines dieser
Fragmentierungsmuster liel sich der Struktur des Glitazons zuordnen. Das Bild war in der Bin-
der- und Nichtbinderfraktion der Wasserkontrolle das Gleiche. Das legt den Schluss nahe, dass
m/z 277,7 ein Signal aus dem Untergrund des automatischen Probenaufgebers oder der Saule ist.
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Abbildung 119: Chromatogramm Wasserkontrolle Glitazon Binderfraktion; 10 pl von auf 10 uM berechneter
Elution (in 50 % Methanol aufgenommen); Gradient von 10 bis 90 % Acetonitril mit 0,1%
Ameisenséure, MS/MS auf 277,7 m/z, kein SIM
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Abbildung 120: Spektren Wasserkontrolle Glitazon Binderfraktion (Bedingungen siehe Abbildung Chroma-
togramm) MS/MS auf 277,7 m/z
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Abbildung 121: Chromatogramm Wasserkontrolle Glitazon Nichtbinderfraktion; 10 pl von auf 10 uM berech-
neter Elution (in 50 % Methanol aufgenommen); Gradient von 10 bis 90 % Acetonitril mit
0,1% Ameisenséure MS/MS auf 277,7 m/z, kein SIM
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Abbildung 122: Spektren Wasserkontrolle Glitazon Nichtbinderfraktion (Bedingungen siehe Abbildung Chro-
matogramm) MS/MS auf 277,7 m/z
Es wurde dann versucht, den Peak m/z 277,7 im Gesamtspektrum zu finden. Wie im vorherigen

Versuch wurden auch die Binder- und Nichtbinderfraktion der Wasserkontrolle verwendet. Die
Ansicht des Base Peaks im Chromatogramm zeigte keinen eindeutigen Peak. Im Chroma-
togramm, das die einzelne Masse 277,7 verfolgt, sind drei Peaks zu sehen. Allerdings zeigen die
Spektren, dass zu den jeweiligen Zeitpunkten die Masse 277,7 nur ein Peak aus dem Rauschen
des Spektrums ist. In den Proben ist anscheinend kein Glitazon vorhanden. Auch die Wiederho-
lung der Messungen mit den Experimenten mit Cdc25a brachte kein anderes Ergebnis. Hier
wurde kein Versuch einer Quantifizierung unternommen, da nicht einmal die Beantwortung der
grundsatzlichen Frage nach Bindung gelang.
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4.5.2 Speed Screen

Mitarbeiter der Firma Novartis, Basel, haben ein Testsystem aufgebaut, das dem der Arbeits-
gruppe Sauer ahnelt. An dieser Stelle einen herzlichen Dank an Herrn Zehender, der es ermog-
lichte, eine Auswahl von Substanz im Speed Screen mit Cdc25a zu testen. Nahere Angaben zur
Durchfiihrung von SpeedScreen sind in der Veréffentlichung von Muckenschnabel et al. [53] zu
finden. Die untenstehende Tabelle 29 zeigt die von Herrn Zehender Gbermittelten Ergebnisse des
SpeedScreens mit Cdc25a und den Substanzen von M. Manger und A. Flrstner. Leider gab es
eine Beschréankung fur die Anzahl der Substanzen, da die Zeit fiir die Messungen bei Novartis
sehr begrenzt ist. Daher wurde versucht, eine grof3e Bandbreite von Verbindungen einzusetzen,
gekennzeichnet durch unterschiedliche C Log Ps, ICs-Werte und den Befunden aus dem Sauer-
Assay und den FAC-Messungen.

Alle Substanzen im Speed Screen wurde jeweils dreimal vermessen. Es fand keine Quantifizie-
rung statt, sondern die Frage der Bindung wurde nur mit ja/nein beantwortet. Dabei wurden die
Substanzen P338 und P367 als Nichtbinder gefunden, die Substanz AF1B10 ist ein validierter
Binder, der bei allen drei Messungen in der Proteinfraktion vom Gelfiltrationsmaterial eluierte.
Die Verbindung AF1C10 ist als moglicher Binder eingestuft, da sie in zwei von drei Analysen in
der Proteinfraktion gefunden wurde. Die Substanzen P433, AF1C11 und AF1A10 eluierten auch
ohne Zusatz von Protein in der 1. Fraktion (also der Binderfraktion) von der S&ule. Bei den rest-
lichen Substanzen war eine Bewertung, ob sie Binder sind oder nicht schwierig, da die Massen
dieser Substanzen nur im negative ion mode detektiert werden konnten. Diese Signale wurden
zwar in der Binderfraktion gefunden, dennoch liel sich hier keine konkrete Aussage treffen, da
diese Substanzen in den Messungen in dieser Arbeit immer problemlos im positive ion mode zu
messen waren.

Tabelle 29: Speed Screen Ergebnisse

Verbindung | Masse (Da) | C Log P I1Cs Masse (Da) | Abweichung
im Negative
mode

P338 605,80 7,1 1,8

P367 667,80 8,4 1,9

P433 663,80 7,4 14

P436 645,80 8,6 >100

AF1B11 452,22 0,23 461,40 10,18

AF1C11 406,30 73 45,6

AF1G11 367,11 3,1

P327 721,96 73 3,7

AF1H10 327,22 6,7 373,20 46,98

AF1E6 288,29 18

AF1E10 380,07 8,16 40,3

AF1D10 294,63 4,05 34,6
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Verbindung | Masse (Da) | C Log P I1Cx Masse (Da) | Abweichung
im Negative
mode

388,25 8,16 82,3

AF1B10 452,22 75 21,5

AF1A10 452,22 7,31 27,6

AF1A11 398,18 4,17 27,6 363,30 -33,88

Bedeutung der Farbunterlegung: ; nurim

; Verbindung zweimal gefunden;

Auffallend ist, dass die beiden Substanzen (AF1C10 und AF1B10), die laut Speed Screen als
Binder in Frage kommen, zwar hohe C Log Ps besitzen, aber auch relativ hohe 1Cs,-Werte. P338
und P367 banden im FAC an die Sdule, auch wenn sie stark ,,schmierten®.
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5.1 MALDI-TOF BINDUNGSASSAY

5.1.1 Immobilisierung auf Goldtragern und Blattgold

Mit dem Streptavidin/Biotin-System konnten die aus der Literatur bekannten Ergebnisse wieder-
holt werden. Streptavidin/Biotin ist ein hoch affines System. Zudem besitzt Streptavidin vier
Bindungsstellen fur Biotin. Zum einen verbessert das die Chance einer Bindung an das Protein
(sollte eine der Bindungsstellen sterisch gehindert sein, stehen drei weitere offen), zum anderen
vervierfacht sich das Signal gegenlber einem Protein/Liganden-System, bei dem ein Liganden-
molekdl ein Proteinmolekdl bindet (wie dies bei der Bindung von Nukleotiden an Ras der Fall
ist). Dennoch liegen schon in diesem optimalen Testsystem die Signalintensitaten der Ligan-
denmassen im Bereich der Signalintensitaten der Massen der Matrix. Bei dem Ras-System hat
sich das Signal-Rausch-Verhaltnis so weit verschlechtert, dass die Ergebnisse aus diesem Test
immer eingehend einzeln betrachtet werden missen und somit fur ein schnelles Screening un-
brauchbar sind. Das Hauptproblem aber liegt in der unspezifischen Absorption des Liganden an
die Oberflache. Spielt diese bei relativ starken Signalen, wie dem des Biotin-Signals, keine we-
sentliche Rolle (einfache Kontrollen ermdglichen es, das Verhéltnis von spezifischer zu unspezi-
fischer Bindung zu ermitteln), so wird die unspezifische Bindung von Liganden bei schwachen
Signalen ein Problem.

Die Messungen der Farnesyltransferase sind ein Beispiel fiir hohe unspezifische Bindung. Bei
den eingesetzten Inhibitoren waren die Biotin-Signale bei Messungen von proteinfreien Oberfla-
chen und Oberflachen mit kovalent gebundenen BSA nach dem Bindungsassay in etwa genauso
grol? wie die Biotin-Signale einer Farneyltransferase-Oberflache. Einzig bei MT 343 liel3e sich
das Signal, das durch die unspezifische Bindung entsteht, von dem Gesamtsignal abziehen, um
das Signal fir die spezifische Bindung zu erhalten. Allerdings war hier die Abweichung um den
Mittelwert so groR, dass die Messungen als sehr unzuverlassig zu betrachten sind. Die Verbin-
dungen dieser Bibliothek sind schlecht wasserléslich. Ein Vergleich dieser Messergebnisse mit
den ICso-Werten, die aus einem Fluoreszenz-Aktivitatstest stammen [71], zeigt keinen Zusam-
menhang zwischen diesem 1Cso-Wert und den Ergebnissen im Bindungsassay. Gerade die Sub-
stanz MT343, die das hochste Signal im Bindungsassay hatte, wurde nicht als Inhibitor im Fluo-
reszenztest identifiziert. Das Signal muss daher von unspezifischer Bindung an der Farne-
syltransferase oder der Goldoberflache stammen.
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Tabelle 30: 1Cs-Werte der Farnesyltransferase-Inhibitoren

Substanz IC5 bei Farnesyltransferase
MT343 Kein Inhibitor

MT356 >50

MT355 36

MT650 13

MT652 10

MT656 6

MT670 >50

MT407 >50

Zudem ist die Kopplung Uber Dithio-bis-[succinimidylpropionséure] nicht optimal. Der kurze
Abstand zwischen Protein und Goldoberflache, der durch das Kopplungsreagenz vorgegeben
wird, limitiert die Anzahl an immobilisierten Proteinmolekilen[31]. Dadurch ist auch die Anzahl
der spezifisch an das Enzym gebundenen Molekiile begrenzt, wovon die Stérke des Signals in
der MALDI-Messung abhéngt. Ab einer gewissen Untergrenze ist keine Messung mehr mdglich,
selbst wenn der Assay funktioniert.

Dazu ein paar Gedanken zur Messempfindlichkeit und Mengen gebundenen Proteins auf der
Oberflache: Da es sich bei der Proteinschicht auf der Oberfliche um einen Monolayer handelt,
befindet sich weit weniger Probe auf der gleichen Flache, als bei einer konventionellen Probe,
bei der Analyt mit der Matrixlésung gemischt und aufgetragen wird. Die Flache, auf die der La-
ser trifft, ist etwa 5 * 10™cm? groB, was bei einem Molekiil der GréRe von Insulin 4 * 10 "mol/m?
entspricht. Das bedeutet, dass sich in einer analysierten Monolayer-Probe 215000 Molekiile/pum?,
also 0,4 amol/pum? befinden. Bei einer konventionell bereiteten Probe liegt die Anzahl der Mole-
kile auf dieser Flache 10-100-mal hoher (Angaben aus einem Vortrag von Bernhard Spengler,
Giellen, vom 26.4.04 am MPI Dortmund).

Da die Goldtrager von Applied Biosystems kostenintensiv und nicht wieder verwendbar sind,
wurde der Umstieg auf andere Oberfldchen getestet.

MRFA zeigt den Anteil an unspezifischer Bindung an der Oberflache. Das MRFA selbst nicht an
Cdc25a bindet haben die Ergebnisse der MS-FAC gezeigt, da MRFA lediglich mit der Verzdge-
rung des Totvolumens von der Cdc25a-Séule eluiert.

Das beste Signal von Cdc25a war bei 0,5 mg/l anstatt bei groReren Konzentrationen festzustel-
len. Die Proteinmolekdile kénnten sich gegenseitig auf der Oberflache blockieren, wenn sie sich
nach der Immobilisierung zu nahe kommen. Durch eine geringere Konzentration bei der Immo-
bilisierung werden die Proteine im weiteren Abstand angebunden. Noch geringere Konzentratio-
nen fuhren allerdings wieder zu niedrigerem Signal.

Der His-Tag am N-terminalen Ende sollte sich nicht stérend auf die Immobilisierung des Cdc25a
auswirken. Im Gegenteil, der Tag kénnte sogar als eine Art Spacer wirken, damit eine aminhalti-
ge Seitenkette einer Aminosaure der Oberflache nicht zu nahe kommt. Dadurch wird vermieden,
dass diese Seitenketten kovalent an die Oberflache gebunden werden. Dies kdnnte zu einer Ver-
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deckung der spezifischen Bindungsstelle des Proteins flihren, was letztlich das Signal spezifi-
scher Binder im Assay verringern wiirde.

Die als erfolgreich beschriebenen Versuche, Ligandenbindung an DTSP-immobilisierten Protein
im MALDI-TOF nachzuweisen, setzten in einem Fall immobilisierte Biotin-Antikdrper ein und
detektieren das gebundene Protein (hier Insulin) [22]. In einer anderen Arbeit wird das Lektin
Concanavalin A an die Goldoberflache gebunden und als Liganden Oligomannose 9 und Zu-
ckerverbindungen aus E. Coli eingesetzt. [21] In beiden Féllen sind die Liganden gut wasserlos-
lich, was unspezifische Bindung an die Oberflache herabsetzt. Ein Antikorper besitzt zwei Bin-
dungsstellen fir das Antigen, was die Chance auf Bindung eines Liganden erhoht. Auch Conca-
navalin A besitzt vier Bindungsstellen fur Kohlenhydratverbindungen. Das hat zur Folge, dass
die Signalintensitat trotz der GroRe von 102 kDa verbessert wird, da die Wahrscheinlichkeit,
dass eine von vier Bindungsstellen nach einem Zusammenfallen des Enzyms auf der Oberflache
fiir den Liganden noch zu erreichen ist, sehr groR ist. Insgesamt sind es jedoch nur eine Handvoll
Arbeiten, die Uberhaupt den Einsatz von MALDI in einem Bindungsassay beschreiben. Eine der
neueren erfolgreichen Arbeiten mit einem Chip-basierten System fiir die Protein-Liganden-
Bestimmung im MALDI-TOF wird von Nedelkov und Nelson beschrieben [103]. Dabei handelt
es sich um einen BIACORE-Chip, der nach der Oberflaichenplasmonresonanzmessung im
MALDI-TOF ausgewertet wird. Bei den Bindern handelt es sich jedoch um die Proteine, wéh-
rend die Antikoérper auf dem Chip immobilisiert sind. Betrachtet man die Spektren in dieser Ar-
beit, so liegt das Signal-Rausch-Verhaltnis bei etwa 1:3. Gerade bei den Massen (ber 20 kDa ist
es eher ein Erraten des VVorhandenseins eines bestimmten Analyten.

Relative Intensity

RBP*
CRP*
SAP*

5000 10000 15000 20000 25000 30000

m/z
Abbildung 125: MALDI-TOF-Spektrum nach Nedelkov et al. [103]

Entscheidend ist jedoch, um welche Art von System es sich hier handelt, namlich um einen An-
tikorper-Antigen-Bindungstest. In den Hochdurchsatzbindungstests mit den Substanzbibliothe-
ken soll jedoch die Bindung eines kleinen Molekiils an ein Proteins nachgewiesen werden und
nicht die Bindung eines Proteins an einen Antikorper. Selbst die allerneuste Verdffentlichung
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dieser Autoren [143] befasst sich wieder mit diesem System und stellt keine Mdglichkeit dar, die
fiir das Screening kombinatorisch erzeugter Bibliotheken einsetzbar waére.

Die Immobilisierung von Protein an Goldoberflachen tiber MPA-SAM wurde bisher nur fur die
Fertigung von amperometrischen Enzymelektroden beschrieben [25,26,27]. Dabei wird eine e-
lektrochemische Reduktion verfolgt, die durch das Auftreten eines Stroms gemessen werden
kann. Diese Reduktion wird durch die Umsetzung des Substrats an einem Enzym hervorgerufen,
daher spielt bei einer solchen Elektrode eine unspezifische Bindung, bei der kein spezifisches
Produkt entsteht, eine untergeordnete Rolle. Bei der Durchfihrung des Bindungsassays mit
Streptavidin-Biotin war das Problem der unspezifischen Bindung eher gering, Biotin wurde nur
geringfugig an der unbehandelten Oberflache gebunden. Das gemessene Signal war etwa 7mal
Kleiner als das Signal bei einem Assay auf 100ug/ml immobilisierten Streptavidin. Die Durch-
fiihrung des Bindungsassays mit MPA-SAM immobilisierter Cdc25a erbrachte zwar ein besseres
Signal von wenigstens zwei Bindern (Abbildung 55) als die Immobilisierung von Cdc25a mit
DTSP, aber sie wirkte nicht dem Problem der unspezifischen Bindung der P-Substanzen auf der
Oberflache entgegen. Die Hohe des Signals der P-Substanzen war abhangig von der aufgetrage-
nen Menge bei unveranderter Proteinkonzentration, was nur von unspezifischer Bindung an der
Oberflache oder am Protein herriihren kann (Abbildung 56). Die Kontrolle mit einer Blattgold-
Oberflache, auf die BSA ber MPA-SAM kovalent gebunden war, brachte hier endgultige Ge-
wissheit. Es konnte die unspezifische Bindung der Substanz P367 und von MRFA auf der Ober-
flache nachgewiesen werden (Abbildung 57). Bei einem groRen Protein neigt auch das sonst
wasserlosliche und damit unproblematische MRFA zur unspezifischen Bindung, jedoch ist diese
viel geringer als bei den P-Substanzen. Allerdings war die unspezifische Bindung bei gleichen
Waschprotokollen bei verschiedenen Messungen unterschiedlich, so dass es nicht mdglich war,
die unspezifische Bindung gegen die spezifische aufzurechnen und so Aussagen uber die interes-
sierenden Substanzen treffen zu kdnnen. Die unspezifische Bindung kann auch durch das ver-
wendete Kopplungsreagenz begunstigt werden, wie Brockman et al beobachtet haben [104].
Nicht mit Protein abreagiertes DTSP, das an der Goldoberflache gekoppelt ist, kann mit Wasser
zu Carboxylgruppen reagieren. Positiv geladene Gruppen, wie die von primaren Aminen, kénnen
dann mit den Carboxylgruppen in elektrostatische Wechselwirkungen treten. Das Problem kénn-
te ebenfalls bei der Kopplung tber MPA-Einzelschicht auftreten, da das MPA nach der Behand-
lung mit EDC und NHS auch mit einer Succinimidgruppe funktionalisiert wurde und somit die-
selben Reaktionen eingehen kann wie DTSP. Diese Art der elektrostatischen Wechselwirkungen
stort besonders in einem Affinitatstest mit Proteinen, deren N-Terminus ein primédres Amin dar-
stellt.

5.1.2 Immobilisierung auf Nitrocellulose

Streptavidin-Biotin wird genutzt, um den Nachweis zu fiihren, dass prinzipiell Protein-
gebundener Ligand von Nitrocellulose im MALDI detektiert werden kann. Die Immobilisierung
von Protein erfolgt dabei Uber hydrophobe Wechselwirkungen [14]. Das beste Biotin-Signal
(nach Normierung auf den Matrixpeak 273,3 Da) wurde bei einer Immobilisierung von 0,1
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mg/ml Streptavidin erhalten. Hohere Streptavidin-Konzentrationen bei der Immobilisierung fihr-
ten zu einer Abnahme des Signals, nicht zu einer Verstarkung. Wahrscheinlich wird durch zuviel
gebundenes Protein die Aufnahme oder die Abgabe des Liganden Biotin sterisch gehindert. Ein
weiterer Vorteil der geringen immobilisierten Proteinmengen ist die Vermeidung von unspezifi-
scher Bindung. Auch wurde der Einfluss von zwei im Blotting beliebten Techniken zur Verbes-
serung der Benetzung der Nitrocellulosemembran und damit der Absorption von Protein unter-
sucht. Dabei handelt es sich zum einen um die Beimengung von 20 % Methanol, zum anderen
um den Zusatz von 0,1 % NP-40 zum Puffer. Methanol brachte gegenuber NP-40 die groRere
Signalausbeute beim Bindungsassay. Es ware moglich, dass auf der Membran verbleibende Res-
te des NP-40 die lonisation im MALDI-TOF unterdriicken. Durch Zusatz von 20% Methanol
bzw. Detergenz wird die Oberflachenspannung des Wassers herabgesetzt. Dadurch wird die Be-
netzung der Nitrocellulosemembran mit der Proteinlésung verbessert, was zu einem Anstieg der
Menge adsorbierten Proteins fuhrt. Allerdings bleibt das erhaltene Signal nach einem Bindungs-
assay fir die P-Substanzen hinter dem bei den Goldoberflachen erhaltenen Signal zurlck
(Abbildung 53).

Das nédchste Problem war die hohe unspezifische Bindung von MRFA auf Cdc25a-behandelter
Nitrocellulose. MRFA zeigte bei dem Durchflussassay mit einer Cdc25a-Affinitatssédule keine
unspezifische Bindung. Wahrscheinlich bindet sogar schon das kurze Peptid MRFA wie ein gro-
Reres Protein Uber die hydrophoben Wechselwirkungen an die Nitrocellulosemembran. Dies
wird bei hydrophoben Substanzen noch stérker gelten als fiir ein insgesamt wasserlésliches Pro-
tein. Im Western Blott wird ein unspezifisches Signal durch das Blockieren der freien Bindungs-
stellen der Membran mit BSA oder Magermilch vermieden. Allerdings kénnten kleine Molekile
durch die Lucken zwischen den Proteinmolekiilen gelangen und auf die Membranoberflache
treffen. Dies wirde zu einer hohen unspezifischen Bindung von vielen schlecht wasserldslichen
Substanzen fiihren. Damit ist diese Oberflache fiur einen Hochdurchsatzscreen von Substanzbib-
liotheken ungeeignet.

5.1.3 Immobilisierung auf Laserdruckerfolie

Eine weitere Mdglichkeit sind nichtmetallische Materialien. Dazu gehoren sowohl goldbedampf-
te Deckglaschen als auch bedruckte und goldbedampfte Laserdrucker-Folien. Diese Folien sind
hitzebestandig und eignen sich somit fur den Beschuss durch den Laser im MALDI. Hier bieten
sich neben dem Einsatz als kostengtinstiger Untergrund flr die Immobilisierung von Proteinen
noch andere Verwendungsmoglichkeiten. Fir empfindliche Proben, die eine absolut saubere
Oberflache verlangen, sind diese Folien quasi als ,,Einweg“-Probentrager optimal. Der Graphit-
aufdruck des Laserdruckers lasst sich zur Mustererzeugung und Leitf&higkeitsherstellung aus-
nutzen. Ein Bedampfen mit Gold ist nicht unbedingt notwendig. Es ist méglich, ein MALDI-
Spektrum einer Substanz aufzunehmen, ohne die Folie zuvor durch Besputterung mit Gold oder
Bedrucken mit Graphit leitfahig zu machen. Wahrscheinlich wird durch das Anlegen der Span-
nung von 20.000 Volt ein derart starkes Feld aufgebaut, dass es tber die isolierende Schicht der
Folie hinwegreicht und die lonen beschleunigt werden. Es war méglich, bis zu 5 pmol Biotin in
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DHB-Matrix zuverléssig auf der Laserdruckerfolie zu detektieren (Abbildung 66). Dies ist auch
der Bereich, bis zu dem Biotin auf dem Metallprobentrager méglich ist.

Auf einen Einsatz von Deckglaschen wurde verzichtet, da diese bereits in der Arbeit von Alfonso
et al. beschrieben waren [30] und im Verlauf der Arbeit weiteres ,,Nacharbeiten” bekannter Er-
gebnisse fiir wenig sinnvoll erachtet wurde. Die Autoren benutzten zur Immobilisierung von
biotinylierten Lektin Streptavidin-beschichtete Deckgldschen. Hier wurde der Ansatz aus der
friheren Veroffentlichung weiterverfolgt [21]. Aber in den von Alonso und Fenselau gezeigten
Spektren ist eine unspezifische Bindung auf der Glasoberflache zu entdecken, die etwa einem
Drittel des Signals aus dem Bindungsassay entspricht.

Die Immobilisierung des Proteins Cy5-Streptavidins auf Folie Uber Poly-L-Lysin zeigte sich in
den Fluoreszenzmessungen als unregelméfiig (Abbildung 68). Am Rand des Auftrages sammelt
sich das Protein, wahrend es in der Mitte kaum ein messbares Fluoreszenzsignal gibt. Dies konn-
te daran liegen, dass die Benetzung der Folie mit der Proteinlésung unzureichend ist und es da-
her zu einer ungleichmaRigen Verteilung der Lésung kommt. Erst ab einer Konzentration von
100 pg/ml in der Cy5-Streptavidinlésung war ein ausreichendes Signal festzustellen. Daher wur-
de in der Folge mit einer Proteinlésung von mindestens 100 pg/ml wahrend der Immobilisierung
gearbeitet. Allerdings konnte beim Testen von verschiedenen Streptavidin-Konzentrationen bei
der Immobilisierung festgestellt werden, dass beim Bindungsassay mit Biotin mindestens eine
Konzentration von 5mg/ml Protein nétig war, um eine Erhéhung des MALDI-Signals zu erhal-
ten. Die Intensitat der Signale nach dem Bindungsassay war allerdings stark schwankend, wie
die Abweichungen im Balkendiagramm anzeigen (Abbildung 69). Dies lasst sich durch die unre-
gelmaRige Immobilisierung des Proteins erkléren, die, verbunden mit schwankenden Signalen,
darauf hin deutet, dass sich bei der Bindung des Proteins keine Einzelschicht ausbildet. Eine wei-
tere Schicht Protein konnte sich auf der ersten Schicht Protein anlagern und bei den Waschpro-
zeduren im Bindungsassay mit gebundenen Liganden fortgespult werden, dies kdnnte die Unre-
gelmaRigkeiten bei der Steigerung der Konzentration erklaren. Die unspezifische Bindung des
Biotins an die Laserdruckerfolie ist zwar vernachléssigbar, was diese Oberflache als eine gute
Alternative fur die Errichtung des Assays wirken lie3. Allerdings waren die Ergebnisse mit
Streptavidin-Biotin nicht reproduzierbar, wahrscheinlich aufgrund der bereits genannten Proble-
me und deren Ursachen. Subramanian et al. beschreiben, wie sie Proteine mithilfe von Poly-L-
Lysin an Metallelektroden fir den Glucoseumsatz eines Enzyms kovalent binden [32]. Eine wei-
tere Publikation von Benitez und Jimenez setzt Poly-L-Lysin zur Kopplung von Polynukleotiden
und einer Kinase auf Goldoberflachen in der Oberflachenplasmonresonanzmessung ein [105].
Dabei wurde auch beobachtet, dass die nativen Eigenschaften des Proteins erhalten bleiben, da es
lediglich Uber elektrostatische und hydrophobische Wechselwirkung an das Poly-L-Lysin ge-
bunden wird.

Die Verwendung eines Bubble-Jet Druckers wurde in der Literatur nur einmal fir die Fabrika-
tion von Microarrays beschrieben [106]. Dort wurde allerdings nicht Matrixlosung auf Plastikfo-
lie gedruckt, sondern DNA-L6sung auf Hybridisierungsmembran. Zum einen ist DNA in Wasser
besser l6slich als die Matrixsubstanzen und wird daher in einem wassrigen System nicht so
schnell ausfallen wie die Matrixsubstanzen. Zum anderen ist die Hybridisierungsmembran im
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Gegensatz zur Laserdruckerfolie saugfahig. Daher wird es auf dieser Membran nicht zu einem
Verschmieren kommen.

5.1.4 Bewertung der Immobilisierungstechniken und Proteinarrays fir eine MALDI-TOF-
basierten Bindungsassay

Andere Systeme, bei denen eine Auswertung der Bindung eines Liganden an ein Protein tber
MALDI-TOF erfolgt, verwenden keine Protein-Chips. Sondern sie immobilisieren das Protein z.
B. an Beads [107,108] oder reinigen einen Protein-Liganden-Komplex aus der Losung auf [109].
Eine Quantifizierung ist mit dem MALDI-TOF nicht mdglich, da niemals die gesamte Probe
ionisieren wird. Die in Kapitel 3.2.1 ermittelten normierten Peakflachen dienten lediglich einem
qualitativen Vergleich der Messungen, um eine Verbesserung des Signals, das sich teilweise
kaum vom Untergrund abhob, feststellen zu kénnen. Daher ist die Normierung auf einen Matrix-
peak durchaus zul&ssig, auch wenn hier keine sehr exakten Mengen flr die Herstellung der Mat-
rix verwendet wurden. Abgesehen davon, dass ein Standard zur Kalibration Gberfllssig war, hat
er bei einem Einsatzversuch das gesuchte Signal unterdriickt. Da dieses Signal sich, wie bereits
erwéhnt, teilweise nur wenig vom Rauschen abhob, war es wichtig, weitere Verunreinigungen in
der Probe zu vermeiden.

Streptavidin ist fur den Assay eher ungeeignet. Das Problem liegt in der guten Bindung zum Bio-
tin. Diese Tatsache und seine geringen Anspriiche an Puffersystem und Umgebung, macht es
zwar zu einem idealen Testsystem fir viele verschiedene Assays, hier aber stort diese Eigen-
schaft, da es schwierig ist, das Biotin wieder vom Streptavidin zu I6sen. Zwar wird ein Teil des
Proteins durch das organische Losungsmittel in der Matrix denaturiert und das Biotin freigesetzt,
aber zur vollstandigen Denaturierung wéren harschere Methoden vonnéten.

Nach N. Ramachandran [5] besitzen Proteinarrays das Problem, dass diese Arrays aufgrund der
dreidimensionalen Struktur der Proteine instabil sind. Es besteht auch die Moglichkeit, dass das
Protein nicht nur mit der N-terminalen Amingruppe an die Oberflache bindet, sondern auch mit
aminhaltigen Seitenketten binden kann. Deswegen werden Proteinarrays im Gegensatz zu DNA-
Arrays nicht standardmaRig eingesetzt. Dadurch kann die Zuganglichkeit der Bindungsstelle fur
Liganden verringert werden. Allerdings konnten mit Arrays von kleinen Molekilen und Peptiden
sehr gute Erfolge erzielt werden (Dissertation M. Koéhn), da auch hier die Stabilitatsprobleme
durch die Proteinstruktur entfallen. Fiir die Herstellung stabiler Proteinarrays muss ein hoher
Aufwand betrieben werden [6]. In dieser Arbeit wurde festgestellt, dass jeder MALDI-TOF-
Ligandenbindungstest sehr mihselig hinsichtlich unspezifischer Bindung geprift werden muss.
Zudem ermdglicht die schlechte Signalausbeute keine automatisierte Suche, da die Signale hau-
fig nur schwer vom Rauschen zu unterscheiden sind. Dieser Schluss wird unterstitzt durch die
Tatsache, dass keines der seit den 90er Jahren vorgestellten Systeme zur Protein-Liganden-
Bindung lber immobilisierte Proteine und MALDI-MS weiter entwickelt wurde, bzw. groRere
Beachtung oder routineméaRigen Einsatz fand.
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5.2 ESI-AssAY

Fur das Gelingen der Reaktion sind die beschriebenen Kupplungsbedingungen absolut notwen-
dig. Die Reaktion von Epoxid mit den Aminogruppen lauft bei dem fiir das Protein nétigen rela-
tiv neutralen pH-Wert (pH 7,2) mit schlechter Ausbeute. Durch den Hochsalzpuffer kommt es zu
einem Aussalzungseffekt des Proteins an den funktionellen Gruppen des Séulenmaterials und
somit zu einer Konzentrationsverstarkung des Proteins an diesen Stellen. Die Proteine assoziie-
ren an die Oberflache des Affinitdtsmaterial, wodurch die Effektivitat der Reaktion erheblich
erhoéht wird [50].

5.2.1 Verdrangung der Liganden durch Denaturierung

5.2.1.1 Streptavidin

Mit Streptavidin gelang der grundlegende Aufbau des Systems. In den ersten Experimenten zeig-
te sich, dass ein spezielles Denaturierungsmittel fir das verwendete Protein gefunden werden
muss, um den Liganden vom Protein zu lésen. Selbst bei organischen Losungsmitteln gibt es
Unterschiede. Zunéchst ware zu erwarten, dass 50% Acetonitril ausreichen wiirde, um Streptavi-
din zu eluieren. Aber sogar eine Konzentration von 100% Acetonitril reicht dazu nicht aus. Doch
selbst mit Isopropanol konnte nicht das gesamte Biotin eluiert werden. Dies ergab ein erster Ver-
such der Quantifizierung. Mit der Quantifizierung ist jedoch vorsichtig umzugehen, da hier meh-
rer Faktoren stérenden Einfluss haben: Das ist zum einen der Messbereich des Massenspektro-
meters. Zu einer sinnvollen Quantifizierung durfen bestimmte Substanzmengen weder unter-
noch Uberschritten werden. In der Literatur [14] wird auch beschrieben, dass ein Kp-Wert Kleiner
als 10®M bei einer Affinitiatschromatographie die Bedingungen erschwert. Die Bindung kann
dann nur unter denaturierenden und inaktivierenden Bedingungen geldst werden. Dies kann er-
klaren, warum nicht die gesamte Menge des Biotins eluiert werden kann. Die Struktur des Strep-
tavidins konnte bei der Denaturierung dergestalt zusammenfallen, dass der Ligand sich nicht
I6sen kann.

5.2.1.2 Farnesyltransferase

Wie schon bei den Messungen im MALDI-TOF-Bindungsassay konnte eine hohe unspezifische
Bindung der Substanzen auf den Oberflachen des HPLC-MS-Systems und an den Proteinen fest-
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gestellt werden. Die Ursachen daftir werden in der schlechten Wasserloslichkeit der Substanz-
bibliothek liegen. Unter Einbeziehung der ICso-Werte der Substanzen fur Farnesyltransferase
[71] kann man feststellen, dass die Substanz, von der die grofite Menge sowohl an der Farne-
syltransferase-POROS-Saule als auch an der BSA-POROS-Séule zuriickgehalten wird, MT652,
den kleinsten und somit besten ICso-Wert besitzt. Eventuell kdnnte auch hier der inhibitorische
Effekt durch eine aggregierende Wirkung hervorgerufen werden, auf die in Kapitel 5.2.4 in Be-
zug auf die promisken Inhibitoren hingewiesen wird.

Tabelle 31: 1Cs-Werte der Farnesyltransferase-Inhibitoren

Substanz I1Cso bei Farnesyltransferase
MT343 Kein Inhibitor

MT356 >50

MT355 36

MT650 13

MT652 10

MT656 6

MT670 >50

MT407 >50

5.2.1.3 Ras-GTPase-Aktivatoren

Ras besitzt eine schwache intrinsische GTPase-Aktivitat, d.h. es spaltet das g-Phosphat des ge-
bundenen GTP ab und erreicht so wieder den inaktiven Zustand. Die GTPase-Aktivatoren sollten
in der Bindungsstelle der eigentlichen Liganden des Ras, der Nukleotidbindungstasche, binden
und durch ihre Kopfstruktur die Phosphatabspaltung beschleunigen. Die Liganden L3 und L5
sind Isomere. Sie hatten den gleichen Peptidkorper und unterschieden sich nur an der Stellung
einer Hydroxylgruppe in ihrer Kopfstruktur (Abbildung 77: Strukturen der GTPase-
Aktivatoren L1, L3, L4, L5 und L6, alle GTPase-Aktivatoren bestehen einer Peptideinheit und
einer Kopfgruppe, die die Abspaltung des [-Phosphats des am Ras gebundenen GTPs aktivieren
soll 23 [110]). Das erkléart ihr identisches Bindungsverhalten. Durch geeignete Elutionsmittel
wird nicht eluierter Ligand vom Protein geldst. In den hier gezeigten Experimenten lieRen sich
diese Substanzen nicht wie die natlrlichen Liganden des Ras, die Nukleotide, durch spezifische
lonen wie Sulfat oder Phosphat wieder vom Protein 16sen, noch konnten GDP oder GTP sie ver-
dréngen. Erst eine Denaturierung des Ras mit organischem Losungsmittel fuhrte zu einer Elution
der Liganden L3 und L5. Daraus folgt, dass diese Substanzen wahrscheinlich nicht in der Nukle-
otidbindungstasche des Ras binden, sondern an einer anderen Stelle des Proteins. Ubereinstim-
mend dazu sind biologische Tests von R. Gail, wonach diese Substanzen keine GTPase-
aktivierenden Effekt zeigen [110]. Zusammen mit den Bindungsstudien von Nukleotiden an Ras
lasst sich folgern, dass die Stérke dieser Methode darin liegt, zwei verschiedene Arten von Bin-
dern an das gleiche Protein unterscheiden zu kénnen.
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5.2.1.4 Guanylatkinase

An diesem Beispiel konnte der Erhalt der enzymatischen Aktivitat eines Proteins nach der Im-
mobilisierung an das POROS-Material gezeigt werden. Dieses Enzym katalysiert die Umwand-
lung von ATP und GMP zu ADP und GDP, um die fir den Nukleinsdureaufbau bendtigten
Nukleotidtriphosphate zu erzeugen. Eine einfache Quantifizierung tber die im Massenchroma-
togramm bestimmten Flachen ermdglichte eine Berechnung des Umsatzes von Edukt zu Produkt,
also eine Bestimmung der Enzymaktivitat. Verglichen mit dem Literaturwert besitzt dieses En-
zym noch etwa 10% Aktivitat [62]. Allerdings ist dies nur eine Abschatzung, da es sich um ein
Durchflusssystem handelt und damit die exakten Einsatzmengen fehlen. Die gekoppelte Guany-
latkinase konnte nicht zur Untersuchung von Kinetiken genutzt werden, da die Enzymreaktion zu
schnell ablief.

5.2.15 Ras-Nukleotide

Ras ist eines der entscheidenden Schalterproteine in der Regulation der Zellteilung und —dif-
ferenzierung. [55] Seine Liganden sind die Nukleotide GTP/GDP (Affinitat GDP: 10** M™) und
mit geringerer Affinitat auch andere Nukleotide (Affinitit GMP und ATP: 10° M) [56]. Je
nachdem, welches Nukleotid gebunden hat, befindet sich Ras im aktiven (GTP-gebundenen)
oder inaktiven (GDP-gebundenen) Zustand. Eine Aktivierung des Ras und somit eine Ingangset-
zung einer Signalkette, die letztendlich Zellwachstum und —differenzierung regelt, erfolgt durch
den Austausch des GDP durch GTP. Beschleunigt wird dieser sehr langsame Austausch in der
Zelle durch ein so genanntes GEF (Guanosid exchange factor)-Protein. Bei den natirlichen Li-
ganden des Ras, den Nukleotiden (GTP/GDP), reichte eine einfache Denaturierung des Proteins
mit Losungsmittel, Sdure oder anderen denaturierenden Agenzien nicht aus, um die Liganden
vom Protein zu l6sen. Hier kam mit spezifischen Salzen der Erfolg. Es handelt sich dabei nicht
um eine Denaturierung der Bindungsstelle wie bei der Farnesyltransferase, sondern um eine ech-
te Verdrangung der Liganden aus dem Protein. lonen, wie das Sulfat und das Phosphat, die der
Struktur des g-Phosphat bzw. b-Phosphat des Nukleotids entsprechen, kénnen durch den so ge-
nannten Platzhaltereffekt [111] den Liganden aus der Bindungsstelle I6sen. Die Verdrangung
von GTP durch GDP lief3 sich nach Bereinigung der Flachenwerte durch Einbeziehung der un-
terschiedlichen lonisation bei unterschiedlichen Salzgehalten quantifizieren. GDP alleine ver-
dréngte die geringste Menge, ein Zusatz von Sulfat verdoppelte die verdrangte Menge an GTP.
Nach Mistou et al. wird die Dissoziationsrate des GDP von p21Ras durch Ammoniumsulfat
deutlich gesteigert, bei 20 mM etwa 20fach [112]. Die Abbildung zeigt die Wechselwirkung der
endstandigen Phosphatgruppe mit Arg 789 von Ras. Diese Position kann das Sulfation einneh-
men, da eine ahnliche Struktur besitzt wie das Phosphation.
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Abbildung 126: links: Wechselwirkungen des Nukleotids GMP in der active site; rechts: Lage des Nukleotida-

nalogum GPPNHp in der Réntgenstrukturanalyse (Witinghofer, Scheffzek) [56]

Wie erwartet konnte Sulfat ohne GDP aber nicht mehr verdrangen als das Gemisch. Hier kénnte
schlicht alles GTP verdrangt worden sein, dass an dem immobilisierten Ras gebunden war. Der
Zusatz von Phosphat schien zu keiner Steigerung des messbaren GTPs zu fiihren, wéhrend Phos-
phat alleine zu einer vermehrten Verdrangung fihrte. Eine Erklarung kdnnte in der unspezifi-
schen Affinitdt von Phosphat zu Proteinen liegen. Das Phosphat konnte mit dem an das GDP
gebundenen Magnesium ausfallen, anstatt in den Verdrangungsmechanismus bei gleichzeitigem
Vorhandensein von GDP einzuwirken. Insgesamt sind die Mengen des verdrédngten GTPs auf-
grund seiner hohen Affinitét (siehe oben) gering, sie betragen nur etwa 0,2 % der héchstmdgli-
chen an Ras gebundenen Menge. Bei ATP und GMP betrégt dieser Prozentsatz etwa 50% bzw.
10%. Der Unterschied zwischen ATP und GMP l&sst sich bei dhnlichen Affinitaten dadurch er-
klaren, dass GMP bei der Aufgabe auf das Protein weniger freie Bindungsstellen besetzen konn-
te als ATP, und daher weniger GMP als ATP an Ras gebunden war. Allerdings ist die Tendenz
gegenuber dem hochaffinen Ligand deutlich zu erkennen.

Bei Ras-Familienmitglied Ran*mGDP [113] wurde beobachtet, dass der RCC1 katalysierte
Nukleotidaustausch von mGDP durch nicht mant-markiertes GDP stark durch Sulfate inhibiert
wird, nicht aber durch Mono- oder Polyphosphate. Zudem wird der nukleotidfreie Ran-RCC1-
Komplex durch Sulfationen stabilisiert.

Zur Verdrangung durch Sulfat passt, dass die Bindung von Sulfat an die GTP bindenden Proteine
gefunden wurde [111]. Nukleotidfreies Ras zeigt einen Shift von 98 Da in der Masse, der von
H,SO, stammt, wie Isotopenaustausch-Experimente beweisen. Nach Mistou et al. [112] wird die
Dissoziationsrate des GDP von p21 durch Ammoniumsulfat deutlich gesteigert, bei 20 mM
Ammoniumsulfat etwa 20fach. Zusatzlich wird die Proteinaktivitdt des nukleotidfreien p21
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durch EDTA und Ammoniumsulfat stabilisiert. Anstatt weniger Stunden ist das p21 so mehrere
Tage stabil. Dies sind alles Hinweise darauf, dass die active site durch Sulfat besetzt wird, und
das lon so das Protein stabilisiert. (EDTA beschleunigt nur das Freisetzen von Nukleotid durch
das Binden von Mg**, welches das Nukleotid stabilisiert.) GDP schiitzt p21 vor Hitzedenaturie-
rung. Auch Sulfat kénnte diesen schutzenden Effekt haben, da die Séule auch nach Sulfat-
Behandlung mindestens zwei Wochen bei RT einsatzfahig bleibt. Es ist zwar ein Alterungspro-
zess zu beobachten, jedoch dauert es bis zu vier Wochen, bis die Neubindung von Nukleotid an
die Saule soweit nachgelassen hat, damit das eluierte Nukleotid zu gering ist, um das Signal
noch deutlich zu erkennen.

Eine weitere Frage ist, welche Position das Sulfat in der Binding-Site einnehmen konnte. Eine
Maoglichkeit wére die normalerweise vom b-Phosphat eingenommene Position [116]. Die Bin-
dung von ATP ist ebenso wie die von GMP und Guanosin um sechs GroéRenordnungen schwé-
cher. Bindet GDP an p21 mit einer Affinitat von 10** M™, geschieht dies bei GMP nur mit einer
Affinitat von 10° M™. Das b-Phosphat konnte durch die Interaktion mit dem Protein eine hochaf-
fine Bindungsstelle fiir das Guanosin schaffen. In den Experimenten mit dem immobilisierten
Ras ist ATP wesentlich leichter zu verdrangen als GTP. ATP wird bereits durch den Durchfluss
von GDP verdrangt, wéhrend zur GTP-Verdrangung eine Inkubation von GDP auf der Séule von
einer Stunde notig ist.

Weiterhin wird in dieser Arbeit der Verdrangungseffekt erst ab 100 mM Ammoniumsulfat fest-
gestellt, obwohl in der Literatur schon Effekte ab 5 mM beobachtet wurden [111]. Hier kommt
wieder das Problem der lonisierbarkeit zu tragen. Durch das Salz wird die lonisierung gestort, im
Spektrum erkennt man Salzkluster. Erst wenn der Effekt gro3 genug ist, also Nukleotid eluiert,
liegt das Ligandensignal tber denen der Salzkluster. So l&sst sich auch erklaren, warum man bei
hoheren Salzkonzentrationen keine stirkere Nukleotidelution beobachtet. Die lonisierbarkeit
verschlechtert sich proportional zum Salzgehalt. So scheint es, dass nicht mehr Nukleotid von
der Séule eluiert. Durch Kalibrierung lasst sich dieser Effekt herausrechnen. Wird dies bedacht,
so kann man tatséchlich den in konventionellen Experimenten beobachteten Effekt der gesteiger-
ten Nukleotiddissoziation bei steigenden Sulfatkonzentrationen bestatigen.

Natdrlich ist nicht auszuschliel3en, dass bei der Kupplung des Proteins an das epoxidierte PO-
ROS-Material durch das eingesetzte Natriumsulfat nukleotidfrei gewaschen wird. Aber wie be-
reits beschrieben, sollte das Sulfat das Ras stabilisieren, so dass die Inkubation bei RT uber
Nacht nicht zu einer Denaturierung des p21 fiihren sollte.

Ein weiterer Vorteil ist der geringe Verbrauch an Protein. Das an das S&dulenmaterial gekoppelte
Protein kann 4 Wochen lang bei RT verwendet werden. Bei einer Menge von einem mg Protein
auf 50 mg Saulenmaterial, wobei etwa 10-15 mg Sdulenmaterial zur Fillung einer 2cm (1mm
Durchmesser) HPLC-S&ule ausreichen, ist der Verbrauch an Protein damit verschwindend ge-
ring. Mit einem mg Protein lassen sich so etwa 1000 Messungen durchfiihren. Das er6ffnet Még-
lichkeiten, Bindungsstudien an schwieriger zuganglichen Proteinen ohne groRen Aufwand
durchzufuhren.
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5.2.2 Frontale Affinitatschromatographie

Die Frontale Affinitdtschromatographie erfuhr in dieser Arbeit eine erhebliche Modifikation. In
den vorherigen Veroffentlichungen wurde ein fortdauernder Substanzauftrag beschrieben. Das
bedeutet, dass nach dem Durchbruch der Substanz in der Elution von der S&ule, die Substanz-
konzentration bis zum Ende der Messung nicht mehr rucklaufig ist. Dies hat verschiedene
Nachteile. Zum einen ist der Substanzverbrauch dadurch sehr hoch. Wenn (iber eine Stunde hin-
weg eine 1 uM-Substanzldsung in das System infundiert wird [24], bedeutet das selbst bei einer
Flussrate von 8 pl/min eine Substanzmenge von 400 pmol. Da in dieser Arbeit mit einer etwas
grolReren Sdule gearbeitet wurde, musste die Flussgeschwindigkeit hoher liegen. Bei einer Fluss-
geschwindigkeit von 50 ul/min waren bereits 2 nmol Substanz verbraucht worden. Da die ver-
wendeten Substanzen sehr wertvoll sind und fur viele andere Tests eingesetzt werden (Zellas-
says, Bestimmung von ICs-Werte), sind diese Mengen zuviel fiir eine FAC-Messung. Aul3er-
dem bedeutet eine groRere Menge an Substanz auch eine grélRere Verunreinigung der Sdule und
des kompletten HPLC-MS-Systems, was wiederum zu verladngerten Spulzeiten fuhrt. Der fort-
wéhrende Auftrag von Substanz musste auch Uber ein Syringe-System erfolgen und standig beo-
bachtet werden. Das Auftragen einer bestimmten Menge Uber den Autosampler hingegen, wie in
dieser Arbeit beschrieben, geschah automatisch. Die Automatisierung des Probenauftrages und
des Spilens von Sdulen und HPLC-MS-System ermdglichten die Durchfiihrung der langen FAC-
Messungen uber Nacht. Im Vergleich zum LCQ Deca konnte mit der LTQ noch empfindlicher
gearbeitet werden, daher war eine Verringerung der eingesetzten Ligandenkonzentrationen mdg-
lich. Zudem konnten die Cdc25a-POROS-S4ulen bei den meisten Verbindungen fir etwa 20
Messungen verwendet werden, was einen 6konomischen Umgang mit dem Protein erlaubte, und
somit eine weitere Kostenreduktion darstellte.

Verschiedene Aspekte im Aufbau des Systems beeinflussen die Messgenauigkeit. Die Sdulen
sind einerseits selbstgepackt, und andererseits mussten sie in ein behelfsméliges System, beste-
hend aus einem Loop, zum Aufbau des nétigen Drucks eingebaut werden. Das hat zur Folge,
dass die Flussgeschwindigkeit nicht genau nachprufbar ist, da die Flussgeschwindigkeit nicht
standig im Fluss kontrolliert werden konnte, sondern per Syringe nach dem Aufbau des FAC-
Systems bestimmt werden musste. Dies flihrte zu einer Ungenauigkeit in der Einstellung der
Flussgeschwindigkeit und damit zu Verdnderungen der Retentionszeiten eines Liganden zwi-
schen unterschiedlichen Messungen.

Im Unterschied zur klassischen FAC wurden in dem System in dieser Arbeit der Ligand nicht
uber die gesamte Messdauer infundiert, sondern eine exakte Substanzmenge in einem bestimm-
ten Probevolumen Uber Autosampler aufgegeben. Durch das bestdndige Infundieren bleiben die
gesamten Bindungsstellen am Protein durch den Liganden besetzt. Sobald der Gleichgewichtszu-
stand erreicht ist, also soviel Ligand an die Proteine bindet, wie sich wieder 10st, zeigt das Mas-
senchromatogramm der Verbindung ein Plateau. In den bisherigen Arbeiten wurde das Erreichen
dieses Plateaus zur Berechnung des Retentionsvolumens des Liganden verwendet.
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Abbildung 127: Beispiel fur eine FAC mit Plateau aus Schriemer 1998 [39]

Bei den FAC-Messungen in dieser Arbeit wird wegen der Aufgabe einer bestimmten Liganden-
menge kein fortdauerndes Plateau erreicht. Da aber der Ligand in einem sehr groRen Uberschuss
gegenuiber dem immobilisierten Enzym vorliegt (1-10 nmol Ligand gegeniber 20 pmol Enzym),
ist vom Erreichen des Gleichgewichtszustand bei der Protein-Liganden-Bindung auszugehen,
zumindest fur einen kurzen Zeitraum. Beim Auftrag der Liganden werden zuné&chst die Substan-
zen, die keine Bindungsstelle an dem Protein in der S&ule besitzen, kurz nach dem Totvolumen
ausgespult. Auch an dieser Sdule kommt zu einem Losl6sen und Wiederbinden der beim Auftrag
gebundenen Substanzen. Je starker der Ligand an die das Protein bindet, umso starker tendiert
das Gleichgewicht hin zum gebundenen Zustand. Das wiirde bedeuten, dass die Wahrscheinlich-
keit, dass ein mit der Zeit wieder gel6ster Ligand sofort wieder bindet sehr grof ist. Je groier
also die Menge an Liganden ist, die an das immobilisierte Protein gebunden ist, umso grofer ist
das Retentionsvolumen. Denn dieses Volumen ist das VVolumen, das an dem Protein-Liganden-
System vorbeiflief3t, bis sich der Ligand wieder |6st. Da hier keine weiteren Reagenzien zur Ver-
anderung der Bindungskapazitat zugesetzt werden, ist die Ligandenbindung tatsachlich nur zeit-
abhangig. Damit ist das Produkt aus der Ausgangskonzentration der Substanz und dem Retenti-
onsvolumen die Menge des spezifisch gebundenen Liganden. Die Dissoziationskonstante be-
stimmt sich nach

immobilisiert ]

_ [Ligand]- [Protein
® |Ligand Protein

immobilisiert ]

Damit muss bei der Abnahme von freiem Liganden durch Fortspulen das Gleichgewicht nachre-
agieren.

Zur Berechnung der Dissoziationskonstante mithilfe der Messdaten aus der FAC muss ange-
nommen werden, dass das Menge des besetzten Proteins ausgedriickt werden kann durch

Protein,,..,, = [Ligand],(v -V,),

da die Menge an besetztem Protein der Menge an gebundenem Liganden entspricht.
Daher ergibt sich fiir das unbesetzte Protein
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Pr Oteinunbesetzt = [B]O - [A]O (V _VO)/V !

wobei [B]o, die Menge an immobilisierten Liganden pro Bettvolumen ist; ,,v* ist dabei das Bett-
volumen der Sdule. Somit ergibt sich als Gesamtgleichung

Um die Werte exakter bestimmten zu kénnen wurde die Zeit der halbmaximalen Peakh6he zur
Berechnung der Dissoziationskonstanten eingesetzt.

Bei den Berechnungen von Bindungskapazitat und Dissziationskonstanten mithilfe der Befunde
aus den Messungen der P-Substanzen traten Probleme auf. Das erste Problem présentierte sich in
Gestalt der Bindungskapazitaten. Die berechneten Werte der Bindungskapazititen passten bei
P338, P367 und P433 nicht zu der Schétzung, dass sich 0,3 pumol immobilisiertes Protein in der
Sdule befinden. Lediglich die Bindungskapazitat von P330 entspricht mit 0,32 pumol dieser An-
nahme. Mehr als 0,3 umol Protein kdnnen sich keinesfalls an der S&ule befinden, da diese Men-
ge durch den Einsatz von 4 mg Cdc25a auf 50 mg PORQOS bei der Immobilisierung die hochst-
mdogliche Menge begrenzt war. Auch beim Beflllen der Sdule lieRen sich durch das Aufgeben
der POROS-Aufschlammung die eingefillten POROS-Mengen recht gut abschatzen. Mit einem
Molekulargewicht von etwa 59 kDa fur Cdc25a liess sich daher die Stoffmenge an Cdc25a auf
bis zu 0,3 umol abschétzen. Aber wie genau die FAC-Messungen sind, ist ohnehin schwer zu
sagen. Die Bindungskapazitat musste bei allen vier Liganden den gleichen Wert aufweisen. Der
Wert schwankt aber zwischen 0,32 umol und 0,81 umol. Dies kann unterschiedliche Ursachen
haben. Zum einem kann es sich um Messungenauigkeiten handeln, die durch Schwankungen in
der Flussgeschwindigkeit hervorgerufen werden. Allerdings wurde ein Split eingerichtet, um
kleine Flussraten bei hoherem Druck mit stabilerer Geschwindigkeit zu erreichen. Viel groRer ist
die Wahrscheinlichkeit, dass hier eine unspezifische Bindung der Substanzen an Cdc25a vor-
liegt. Dazu passt auch, dass die gefundenen Bindungskapazitdten tber der Proteinhdchstmenge
liegt, die sich in der S&ule befinden kann. Eine unspezifische Bindung an das unbeladene PO-
ROS-Material ist eher gering, wie die Messungen in Abbildung 90 zeigen. Die Korrelation von
C Log P der P-Substanzen gegen ihre Retentionszeiten von der Cdc25a-Séule (Abbildung 107)
zeigt die Abhangigkeit der Bindung der Substanzen von ihrer Wasserloslichkeit. Dazu passt
auch, dass die Retentionszeiten sich nicht durch einen kleineren [Cs-Wert verlédngern
(Abbildung 108). Welche Schlusse diese Befunde zulassen, wird in Abschnitt 5.2.4 n&her eror-
tert.

Die Messungen der Retentionszeiten von MRFA bei unterschiedlichen aufgegebenen Konzentra-
tionen des Peptids (siehe Abbildung 92) zeigt, dass MRFA nicht an die Affinitatsséule bindet.
Wiurde MRFA binden, so missten die unterschiedlichen Konzentrationen einen Einfluss auf die
Retentionszeiten zeigen. MRFA eluiert es mit dem Totvolumen von der Sdule, damit ist MRFA
fur Cdc25a die Substanz der Wahl, um als Kontrolle sowohl im HPLC-MS Bindungsassay, als
auch im MALDI-Assay verwendet zu werden.
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Die Substanzen der Firma Analyticon (BN-Reihe) und des Arbeitskreises Firstner (AF-Reihe)
besalRen i.A. weitaus geringere C Log P-Werte als die Substanzen der P-Reihe (vgl. Tabelle 15).
Es konnten bei sieben der verwendeten Substanzen verzégerte Retentionszeiten beobachtet wer-
den, die nach den Korrelationsdiagrammen unabhangig vom C Log P der Substanzen waren. Aus
diesen Retentionsvolumina wurden auch Dissoziationskonstanten bestimmt (Tabelle 13). Aller-
dings besitzt keine der Substanzen, die eine Bindung an die Cdc25a-Saule zeigte, eine starke
inhibitorische Wirkung auf die Cdc25a (Tabelle 15). In Gegenwart der Substanzen BN 11290,
BN 10871 und BN 13131 zeigt sich sogar eine prozentuale Steigerung der Enyzmaktivitéat. Die
ubrigen Substanzen senken die Enzymaktivitat nur auf etwa 70% oder besitzen recht hohe 1Cso-
Werte von etwa 30 uM. Alles in allem lasst sich daraus der Schluss ziehen, dass sich eine Bin-
dung an die Affinitatssaule nicht unbedingt auf eine inhibitorische Wirkung der Substanzen zu-
rickfihren lasst. Die Substanzen kdnnten auch an einer anderen Stelle des Proteins binden, und
daher verzdgerte Retentionszeiten zeigen.

Die Bindungsstellen der Cdc25a-Affinitatssaule werden durch einige der aufgetragenen Substan-
zen nach und nach vergiftet. Sehr deutlich wurde dies bei dem Versuch, die Substanz LW10
mehr als einmal mit derselben Cdc25a-POROS-S&ule im FAC/MS zu messen. Schon bei der
zweiten Messung gelang es nicht mehr, eine Verzégerung der Retentionszeit zu beobachten (sie-
he dazu Abbildung 101 und Abbildung 102). Die Bindungsstellen des Cdc25a mussten also
durch den Inhibitor blockiert sein. Auch durch mehrmaliges Waschen gelang es nicht, eine Ver-
anderung der Retentionszeit zu beobachten, sprich die Bindungsstellen wieder frei zu spulen.
Damit wurde die Affinitatssdule unbrauchbar. Es ist also anzunehmen, dass auch bei anderen
Substanzen die Bindungsstellen nicht vollstandig freigespilt werden, wenn auch weniger drama-
tisch als bei LW10. Dies bedeutet eine Begrenzung der Lebensdauer der Sdule. Diese ist jedoch
nicht vorhersehbar, bei einigen Substanzen kann die Sdule nach einem Lauf, bei anderen Sub-
stanzen erst nach dem 20. Lauf unbrauchbar sein. Diese Unwaégbarkeit ist ein Problem bei der
Automatisierung des FAC/MS-Systems.

Zhang et al. stellen nach ihren FAC/MS-Messungen mit Lektinen aus einem Pilz (Polyporus
squamosus) und den bindenden Sialo-Oligosaccheriden fest, dass sie eine schnelle (10 Minuten
pro Messungen) Methode in der Hand haben, Binder nach ihrer Bindungsstérke ordnen zu kon-
nen, da eine Kp-Bestimmung moglich ist [130]. Daraus schlieRen sie, dass eine Anwendung auf
kombinatorische Substanzbibliotheken fir verschiedene Zielproteine mdéglich sein soll. Aller-
dings verwendet diese Gruppe als Kontrolle eine Sdule, bei der das Sdulenmaterial lediglich
durch Biotin abgesattigt wurde. Diese S&ule ist vergleichbar mit der in dieser Arbeit verwende-
ten S&ule, bei der das POROS-Material durch Wasser abreagiert wurde. Es werden keine Kon-
trollen mit einer Proteinsdule, wie BSA, durchgefiihrt, um so unspezifische Bindung an einer
Proteinoberflache feststellen zu kdénnen, wie in der vorliegenden Arbeit geschehen. Erst die Ver-
suche mit einer BSA-S&ule zeigten wirklich drastische unspezifische Bindung einiger Substan-
zen, nicht hingegen mit einer proteinfreien Saule. In der Verdffentlichung von Rempel, in der die
Bindung von Trisaccheriden an ein Lektin aus Marasmius oreades untersucht wird, sind keine
Angaben Uber eine Kontrolle mit einer proteinfreien Sdule zu finden [131]. Auch bei anderen
Arbeiten sind die Kontrollexperimente nicht beschrieben [42]. Auch in anderen Veroffentlichun-
gen, in denen der erfolgreiche Einsatz von FAC/MS beschrieben wird, kommen die Autoren zu
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dem Schluss, dass die FAC/MS ein Instrument zur Hochdurchsatz-Analyse von Protein-
Liganden-Bindung sei, siehe Chan et al [43] oder auch die Ubersicht von Slon-Usakiewicz [134].
In der von Slon-Usakiewicz veroffentlichten Ubersicht wird die FAC als ein wichtiges Instru-
ment zur Ermittlung von Protein-Liganden-Bindung dargestellt. Betrachtet man die Verdffentli-
chung der letzten Jahre Uber erfolgreiche durchgefiihrte FAC- Messungen naher, so stellt sich
heraus, dass immer nur gut wasserldsliche Liganden eingesetzt wurden. So betragt der C Log P
von den der D-Fucose &hnelnden Abequose-Epitopen [24, 39] - 2,4 und der C Log P des b-
Galactopyranosids [43] -0,9. Bei den anderen beschriebenen Systemen werden Antikorper einge-
setzt [45, 44], Oligosaccharidmischungen [38] oder wie in Slon-Usakiewicz eigener Arbeit be-
kannte wasserlosliche Kinase-Inhibitoren [134].

Dem widersprechen die Ergebnisse in dieser Arbeit. Sobald die zu testenden Liganden eine ge-
ringe Wasserloslichkeit aufweisen, lasst sich nur noch durch Kontrollexperimente zwischen spe-
zifischer und unspezifischer Bindung unterscheiden, und auch dies ist nur bedingt zuverl&ssig, da
nicht unbedingt eine Aussage darlber zu treffen ist, wie grol3 die unspezifische Bindung am
Zielprotein ist, wenn man ein anderes Protein zur Kontrolle einsetzen muss. Dabei ist es sehr
wichtig, dass nicht nur mit einer proteinfreien S&ule als Kontrolle gearbeitet wird, da die Sub-
stanzen unspezifische hydrophobe oder elektrostatische Wechselwirkungen mit der Oberflache
eines Proteins eingehen kdnnen. Diese unspezifische Bindung an einem Protein kann zu sehr
groRen Veranderungen in den Retentionszeiten fuhren, die nur noch schwerlich eine Unterschei-
dung zulassen zwischen den Retentionszeiten einer Sdule mit dem Zielprotein und damit der
spezifischen Bindung (vergleiche Abbildung 86 und Abbildung 87). Bei einer proteinfreien Kon-
trollséule hingegen liessen sich die Verzégerung der Retentionszeit von den Retentionszeiten der
Cdc25a-Sdule problemlos subtrahieren und so die Werte korrigieren (vergleich Abbildung 90).
Zudem sind die Kontrollmessungen zeitaufwendig und kosten Substanz. Ein weiterer Faktor, der
die Dauer der Messung in die L&nge zieht, ist bei schlechtl6slichen Verbindungen das Auswa-
schen der Verbindung von der Sdule und aus dem gesamten HPLC-MS-System. Dies kann, wie
in dieser Arbeit, nach jeder Messung noch ein bis zwei Stunden andauern. Damit ist das
FAC/MS-System, trotz seiner Mdglichkeiten zur Bestimmung von Dissoziationskonstanten, im
Screening von Substanzbibliotheken auf das Einsatzgebiet gut wasserléslicher Verbindungen
beschréankt. Eine Alternative ware, die interessierende Substanz an HPLC-Material zu immobili-
sieren, und dann verschiedene Proteine zur Bindung anzubieten und deren Elution im ESI-MS zu
bestimmen.

5.2.3 Gelfiltrationsassay

Ein sehr interessanter Aspekt bei dem Gelfiltrationsassay von S. Sauer ist die Mdglichkeit zur
Quantifizierung. Diese Mdglichkeit bestand zwar auch fir die Versuche mit Guanylatkinase,
aber bei weitem nicht so exakt, wie es mit dem Sauer-Assay moglich ware. Allerdings liessen die
Ergebnisse der massenspektrometrischen Untersuchung der Proben aus dem Gelfiltrationsassay
keine umfassende Quantifizierung zu.
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5.2.3.1 Gelfiltrationsassay nach Sauer

Ein Problem der massenspektroskopischen Bindungsstudien ist die Quantifizierbarkeit. Die loni-
sierung der untersuchten Liganden ist immer von der Struktur und der Eigenschaften der Ligan-
den, aber auch von anderen in der Messldsung vorhandenen Substanzen (vor allem lonen) ab-
hangig, die gegebenenfalls die lonisierung des Analyten unterdriicken kénnen. Daher ist es un-
bedingt erforderlich, Blindmessungen durchzufiihren, sowohl mit dem Analyten alleine, als auch
vermischt mit den stérenden Salzen. Durch die Aufnahme dieser Kalibriermessungen kann ein
Faktor errechnet werden, um den sich die lonisierung je nach Zusatzstoff verschlechtert. Dieser
Faktor kann dann auf die Messungen angewendet werden, um diesen Fehler auszugleichen

Der leicht logarhitmische Verlauf bei den Kalibrationen (siehe Abbildung 128) ist zu vernachlés-
sigen bei der Auswertung. Sie riihrt von einer Ubersattigung der lonenfalle des LTQ her. Die im
Gelfiltrationsassay eingesetzten Substanzmengen lagen bei 20 pmol. Diese Menge befindet sich
im unteren, linearen Bereich der Kalibrationskurve.
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Abbildung 128: Kalibrationskurve der Substanz AF1H10 Jupiter C8, HPLC-MS im MS/MS Mode auf Massen-
peak

Viel grolere Probleme bereitete, dass etliche Substanzen tber die HPLC-MS nicht zuverlassig
zu messen waren, wie z.B. P318. Hier konnte eine Eigenschaft der Substanzen zu tragen kom-
men, die sich wie ein roter Faden durch alle Messungen zieht. Die schlechte Loslichkeit der Ver-
bindungen in Wasser, also ihre hohe Hydrophobizitat. Bei der Messung tber die C8-Sdule ist es
moglich, dass diese Substanzen nicht von der Sdule eluieren. Es ist auch vorstellbar, dass diese
Verbindungen an anderer Stelle im HPLC-MS-System ausfallen und nicht mehr detektiert wer-
den konnen.

Aber nicht nur die unzureichende Messbarkeit einiger Substanzen im HPLC-MS-System verhin-
derte eine zuverlassige Quantisierung. Auch bei den HPLC-MS-Messungen der Binder- und
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Nichtbinderfraktionen tauchten Fragen auf. Bei der dritten Messreihe mit dem Gelfiltrationsas-
say in Berlin wurden Substanzen der LW-Reihe und einige der AF-Reihe aufgrund ihrer 1Cso-
Werte als Binder eingesetzt. Im Vergleich dazu wurden drei Substanzen, die sich in der FAC/MS
als Nichtbinder erwiesen hatten, und eine Binder-Substanz aus der FAC/MS als Nichtbinder ein-
gesetzt. Etliche Substanzen der LW-Reihe erwiesen sich als problematisch in der ESI-MS-
Messung. Jedoch gab es auch bei den Substanzen, die gut im ESI-MS zu messen waren, und von
denen Kalibrationskurven erstellt worden sind, keine stimmigen Ergebnisse im Gelfiltrationsas-
say. Auch waren die Ergebnisse mit Substanzen, die bereits in der zweiten Messreihe eingesetzt
wurden, wie AF1E6, AF1B11, BN13129 und BN4001, nicht reproduzierbar. Es ist auch erstaun-
lich, dass LW10, mit einem ICso-Wert von 8,4 UM nach dem Gelfiltrationsassay, in keiner der
Fraktionen wiederzufinden ist (Tabelle 32).

Tabelle 32:  1C50-Werte der LW-Substanzen bei Cdc25a in uM aus [85]

Substanz 1Cs bei Cdc25a in uM
LW 9 26
LW 10 8,4
LW 11 1,6
LW 12 3,7
LW 18 7
LW 19 2
LW 30 6,5
LW 46 8,5
LW 47 6,4
LW 48 5,4
LW 61 <1

Bei der Suche nach Erklarungen fir die gefundenen Ergebnisse gibt es verschiedene Ansatz-
punkte. Zum einen ware die Denaturierung bei 95°C zu betrachten. Cdc25a faltet sich aus 8 M
Harnstoff problemlos wieder zurlick. Dies konnte auch nach Hitzedenaturierung der Fall sein.
Dann wirde beim Abkihlen das Protein beginnen, sich zuriickzufalten. Infolgedessen kdnnte der
Ligand wieder an das renaturierte Protein binden.

Ein weiteres Problem konnte in der Wiederverwendung der Gelfiltrationssaulen liegen. Die S4u-
len wurden aus Kostengrinden zweimal verwendet. Mit gut wasserloslichen Substanzen, wie
dem vorher zu Aufbau des Systems verwendeten Biotin-Oligomers, sollte das mehrfache Ver-
wenden der Gelfiltrationssaulen kein Problem darstellen. Starker hydrophobe Substanzen hinge-
gen konnen die Bindungsstellen der des S&ulematerials besetzen und, wegen ihrer starken Wech-
selwirkungen, dort auch noch nach der Elution verweilen. Bei einem Neuauftrag von ungebun-
denem Ligand wirde dieser dann nicht genug Bindungsstellen am S&ulematerial finden. Das
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wirde dazu fuhren, dass Substanzen, die nicht ans Protein gebunden haben, nicht auf der Saule
bleiben wiirden. Die Substanzen wiirden bereits beim Aufgeben auf die Sdule mit den ans Prote-
in gebundenen Verbindungen eluieren. Bei der massenspektrometrischen Auswertung wirden
sie dann in der Binder-Fraktion gefunden werden. Leider wurde der erste Waschschritt nach dem
Probenauftrag verworfen, so dass nicht nachzuvollziehen ist, ob sich dort die gesuchten Substan-
zen finden lassen. In diesem Waschschritt konnte Substanz verloren gegangen sein. Das kénnte
erklaren, dass bei der Wasserkontrolle in der Binderfraktion sehr viel mehr Substanz zu finden
ist, als in der Nicht-Binderfraktion.

Weiterhin ist es moglich, dass Methanol nicht ausreicht, um die an die Gelfiltrationssaule gebun-
denen Phosphatase-Inhibitoren zu eluieren. Damit liesse sich der Verlust von Substanz in der
Gesamtmenge aus Binder- und Nichtbinderfraktion erkldaren. Denn teilweise konnte keinerlei
Substanz mehr in der HPLC-MS nachgewiesen werden, obwohl die Mengen von insgesamt 20
pmol hatten ausreichen sollen, um die Substanzen detektieren zu konnen. Die Messungen fur die
Kalibrierung ergeben, dass ein Nachweis der Substanzen im MS/MS-Mode bis teilweise 1 pmol
maoglich ist, fiir alle Substanzen aber wenigstens bis zu einer Untergrenze von 10 pmol gelingt.
Doch auch Messungen der Proben im MS/MS-Mode, der die Messgenauigkeit und —
empfindlichkeit erhoht, brachten keine besseren Ergebnisse. Einen weitern Vorteil der MS/MS-
Messung ist die Individualitat des Zerschlagungsmusters. Durch den MS/MS-Mode konnte aus-
geschlossen werden, dass bei den Messungen eine Verunreinigung im HPLC-System falschli-
cherweise als gesuchte Substanz gemessen wird. Ein sehr kleines Signal lasst sich so vom Unter-
grund unterscheiden und kann damit besser sichtbar gemacht werden.

Aus all diesen Uberlegungen heraus sollte die Quantifizierbarkeit der Cdc25a-Phosphatase-
Inhibitoren mit diesem System in Frage gestellt werden.

Zusammenfassend l&sst sich ber die Ergebnisse des Gelfiltrationstest nach S. Sauer Folgendes
sagen: Im Test wurden sowohl Substanzen eingesetzt, die inhibitorisch auf Cdc25a wirken, als
auch Substanzen, die keine Aktivitat in den colorimetrischen Test zeigten. Hier wurden exempla-
risch die Ergebnisse von Substanzen dargestellt, die ein gutes Signal im LTQ gaben, und von
denen eine Kalibrierkurve aufgenommen werden konnte. Doch eine quantitative Abschatzung
der Bindung war nicht moglich. In fast allen Messungen konnten die eingesetzten Mengen nicht
anndhernd wieder gefunden werden. Hier bieten sich mehrere Erklarungen an. Zun&chst kénnten
die Substanzen an den Saulen oder den Wanden der Eppendorfgefale unlésbar fest binden. So-
wohl bei der Binder- als auch bei der Nichtbinderfraktion wurde mit Methanol eluiert. Eventuell
reichte Methanol nicht aus, um die Substanzen von der Sdule zu l6sen. Das zweite Problem
konnte der Waschschritt sein. Dabei konnten die gebundenen Stoffe abgeldst worden sein. Da
diese Fraktion verworfen wurde, konnte nicht kontrolliert werden, ob sich in ihr Substanzen be-
finden. Das Protein in der Binderfraktion wurde laut Dr. S. Sauer mit Hilfe von SDS-PAGE
nachgewiesen. Eine weitere offene Frage ist, ob die eingesetzten Substanzen die Denaturierung
bei 95°C schadlos uberstehen. Auch der Binder des Modellsystems fiir den Aufbau des Assays
(PPARg-Protein mit Glitazon) konnte in unserem Massenspektrometer nicht nachgewiesen wer-
den. Daraus folgt, dass sich aus den Ergebnissen dieses Assays keine Aussagen Uber Bindung
oder Nichtbindung der eingesetzten Substanzen am Zielprotein treffen lassen.
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5.2.3.2  Speed Screen

Das Speed Screen-System ist ausdriicklich auf die qualitative Ermittlung der Bindung von Sub-
stanzen hin ausgelegt. Leider stehen keine massenspektrometrischen Messungen der Nichtbin-
derfraktionen zur Verfugung. Daher ist nicht nachzuvollziehen, ob sich eventuell die, nur im
negative mode messbaren, Substanzen groBtenteils in der Nichtbinderfraktion befinden, und ob
sie dort dann tatsachlich zu detektieren waren. Eigentlich sollten Substanzen mit niedrigen 1Cs
Werten fur Cdc25a Bindung an die Phosphatase zeigen. Die Verbindungen mit den niedrigsten
ICs0-Werten, also die mit der besten Inhibitorwirkung auf die Phosphatase, P338 und P367, wur-
den im Speed Screen nicht als Binder gefunden. Auch in diesem Test wurden die Substanzen
P433, AF1C11 und AF1A10 in der Binderfraktion der Kontrolle gefunden, d.h. sie eluieren in
der Fraktion der groRBen Molekiile, obwohl kein Protein mit eingesetzt wurde. Daraus l&sst sich
folgern, dass diese Verbindungen nicht an das Gelfiltrationsmaterial binden. An den Strukturen
der Substanzen ist nichts Auffélliges im Vergleich zu den Strukturen der anderen eingesetzten
Verbindungen (vgl. Strukturen im Anhang) zu erkennen. Ihre C Log Ps sind mit Werten zwi-
schen 7 und 9 sehr hoch, sie sollten daher weniger leicht ausgespult werden als ein Protein-
Liganden-Komplex, bei dem das Protein die Loslichkeit des Liganden erhoht. Die Substanzen
P338 und P367, die eine ahnliche Struktur und genauso groRe C Log P-Werte besitzen, interagie-
ren mit dem Gelfiltrationsmaterial, wie ihre Einstufung als Nichtbinder verdeutlicht.

Etliche der eingesetzten Verbindungen konnten nur im negativen lonenmodus gefunden werden.
Zudem wurden einige Substanzen als detektiert angegeben, aber mit Abweichungen von tber 40
Da. An dieser Stelle wirde ich nicht von einer Detektion sprechen, sondern von einer Messung
von Verunreinigungen aus dem HPLC-System. Die schlechte Messbarkeit der Substanzen steht
im Widerspruch zu den von mir durchgefuihrten Messungen, bei denen ich diese Substanzen sehr
gut im positiven lonenmodus finden und auch Kalibrierkurven fur die Quantifizierung erstellen
konnte. Eventuell liegt es daran, dass das fur den Speed Screen eingesetzte Massenspektrometer
weniger empfindlich ist als das LTQ. Speed Screen ist mit einem LCQ Classic ausgestattet. Ins-
gesamt sind daher auch die Aussagen aus dem Speed Screen nicht sehr befriedigend. Bis auf den
Fund eines validierten Binders (AF1C10), eines mdglichen Binders (AF1B10) und zweier
Nichtbinder (P338, P367) liessen sich (ber die restlichen 12 eingesetzten Verbindungen keine
Aussagen treffen.

Der Vergleich der Ergebnisse der FAC-MS-Analysen, des Gelfiltrationsassays von S. Sauer und
Speed Screen erfolgt in Kap. 5.2.5

5.2.4 Loslichkeit und promiske Inhibitoren

Ein Problem begleitete die gesamten Messungen: Die teilweise geringe Loslichkeit der Substan-
zen in wassriger Umgebung. Bereits bei den Inhibitoren der Farnesyltransferase zeigte sich in
den Elutionsprofilen, dass sich das ,,Auswaschen* etlicher Substanzen problematisch gestaltete.
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Im Folgenden wird daher das Loslichkeitsproblem néher beleuchtet. Ein Mal fir die Loslichkeit
von Verbindungen ist der C Log P.

Entscheidend flr die Verwertung eines Inhibitors als mégliches Medikament ist seine Biover-
fligbarkeit. Ein wichtiger Bestimmungswert fir die Bioverfligbarkeit ist der C Log P. Zunachst
steht das ,,C* fur ,,Calculated”, also ,,berechnet* auf Deutsch. Dieser Wert wurde also mit Hilfe
von Vorwissen Uber die Eigenschaften von Substanzen theoretisch ermittelt. Log P beschreibt
das Verhéltnis der Loslichkeit einer Verbindung in Octanol gegeniber ihrer Loslichkeit in Was-
ser (eingefuhrt in den 1960ern von Hansch und Fujita). ,,Log" P, da von den 10er Potenzen aus-
gegangen wird. Ein Log P von 1 bedeutet somit, dass eine Substanz um 10:1 in Octanol besser
I6slich ist, als in Wasser. Bei einem negativen Log P dreht sich das Verhéltnis um, d. h. ein Log
P von -1 steht fur 1:10 Octanol:Wasser; bei 0 ist das Verhaltnis 1:1. Experimentell kann der Log
P mit verschiedenen Methoden, wie wassriger Titration, Kolbenschittelmethode oder HPLC
bestimmt werden. Die Berechnungen des C Log Ps sind allerdings fur die Einschatzung einer
Substanz vollkommen ausreichend (Berechnung von C Log P siehe beispielsweise Leo et al
[125]). Der Log P bestimmt die Aufnahmeféhigkeit von Medikamenten (orale Absorption bei
1,8; intestinale Absorption bei 1,3) und ihre Darreichungsform (Injektion bei 0; oral zwischen 0
und 3; transdermal bei 3 bis 4, wobei dies schon sehr hohe Log Ps im medizinischen Bereich
sind). Der Log P sollte so niedrig wie moglich sein. Die Abhéngigkeit der Loslichkeit vom Log
P wird durch folgende Formel dargestellt:

Log P =6.5-0.89(log S) - 0.015mpt.

Wobei S fir die Loéslichkeit in umol/l in Wasser und mpt fur den Schmelzpunkt in Kelvin steht.
[91, 135]

Die in dieser Arbeit eingesetzten Verbindungen hatten teilweise enorm groRe C Log P. Fur die
Substanzen der P-Reihe werden sie in der nachfolgenden Tabelle aufgefihrt:

Tabelle 33:  1Csq und C Log P-Werte der P-Substanzen

Substanz 1Cs CLogP Substanz 1Cs CLogP
P318 2,2 UM 7,2 P338 1,8 uM 7,1
P327 3,7 uM 7,3 P339 2,7 UM 7,0
P328 1,6 uM 7,2 P367 1,9 uM 8,4
P329 3,0 uM 8,6 P433 17 uM 7,4
P330 2,5 UM 7,4 P436 > 100 uM K.a.

Die Stocklosungen liegen daher auch in DMSO vor, da diese Substanzen in 10 mM-
Konzentration nicht anders zu I6sen wéren. Dies flihrte zur nédheren Betrachtung der Léslichkeit
dieser Substanzen in Wasser.

Eine Untersuchung der tblicherweise verwendeten 100 pumolaren Losungen (99,9 % Wasser/0,1
% DMSO) mit dem Durchlichtmikroskop zeigte Kristallbildung in den Lésungen. Organische
Losungsmittel brachten zwar die Substanzen in Losung, kdnnen aber das Protein denaturieren.
Ebenso kdnnen Detergentien zwar die Loslichkeit der Substanzen verbessern, aber auch gleich-
zeitig die Oberflache von Proteinen so veréndern, dass die Bindungseigenschaften des Proteins
fur Inhibitoren sich verandern konnen. Cyclodextrine scheinen daher die geeigneten Loslich-
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keitsvermittler. Diese zyklischen (a-1,4)-verbundenen Oligosaccheride der a-D-Glucopyranose
besitzen einen relativ hydrophobischen zentralen Hohlraum und eine hydrophile Oberflache. Ihre
aufllere Form gleicht einem aufgeschnittenen Kegel. Am weitesten verbreitet sind a-, b- und g-
Cyclodextrin, aus sechs, sieben bzw. Acht Glucopyranoseeinheiten bestehen. [136]. Die zu 16-
sende, eher hydrophobe, Substanz lagert sich in den Hohlraum dieses Kegels ein. Durch die
hydrophile Oberflache 16sen sich die Cyclodextrine mit den eingelagerten Substanzen in Wasser.
Sie umschlielen die Substanzen regelrecht wie ein Kafig und disaggregieren so diese Verbin-
dungen in Wasser.

Die Oberflachen von Proteinen hingegen verandern die Cyclodextrine nicht [136]. Der Einsatz
der Cyclodextrine zur Ldsung der, in dieser Arbeit eingesetzten, besonders schwer l6slichen P-
Substanzen (C Log P zwischen +7 und +9) zeigte zumindest unter dem Mikroskop einen Erfolg.
Die Kristalle waren nach der Behandlung mit Cyclodextrinen nicht mehr zu finden (siehe Kap.
4.3.10). Allerdings zeigten die durch Cyclodextrine erhaltenen Substanzlésungen keine Verande-
rung im Elutionsverhalten dieser Substanzen im FAC-MS (s. Kap 4.3.8). Die Substanzen sollten
sich bei der Bindung an Cdc25a aus dem Cyclodextrin-Ring I6sen. Die Cyclodextrine wirden
dann aus dem System ausgesplilt werden, so dass es beim Kontakt der schwer I6slichen Verbin-
dungen mit dem wassrigen Puffer zu einem Wiederausfallen der Substanzen kommen kann, und
somit keine Veranderung im Elutionsverhalten beobachtet wird. Allerdings besteht noch eine
weitere Mdoglichkeit, die hohe unspezifische Ligandenbindung in dem System zu erklaren, aul3er
der allgemeinen "Klebrigkeit" an Tragermaterial, Schlauchen oder S&dulenwanden. Die Erklarung
ware eine unspezifische Bindung an die Proteine selbst. Daflr spricht das Ergebnis einer Kon-
trollmessung mit proteinfreien Saulenmaterial (s. Kapitel 4.3.4.2). Dort ist zu erkennen, dass es
nur zu einer geringen zeitlichen Verzdgerung bei der Elution der Substanzen kommt gegentiber
dem Totvolumen. Dabei wird die Substanz mit dem grofiten C Log P, P367 (C Log P 8,4) am
langsten verzogert, die tbrigen Substanzen reihen sich nach ihren C Log Ps auf. Diese Retensti-
onszeiten sind allerdings immer noch sehr viel kleiner als die Retentionszeiten mit Cdc25a oder
BSA. Wird P367 in der Kontrollmessung mit proteinfreien POROS um 3 Minuten verzogert elu-
lert, so dauert es bei Cdc25a-POROS etwa 30 Minuten und bei BSA-POROS etwa 18 Minuten
bis die Elution erfolgt. Dies wirft die Vermutung auf, dass es eine weitere Bindung an Proteine
aullerhalb der spezifischen Bindungsstelle bei diesen Substanzen gibt.

Zwei Befunde geben einen Hinweis darauf, dass es noch andere Inhibitionsmechanismen geben
konnte, als den (ber die Anlagerung in das aktive Zentrum des Enzyms. Zum einen zeigte die
Korrelation der Retentionszeiten der vier P-Substanzen mit den ICso-Werten (siehe Abbildung
108), dass eine starkere Bindung nicht unbedingt eine bessere inhibitorische Wirkung bedeutet,
da es sich hierbei auch um unspezifische Bindung handeln kann. Erganzt wird dieser Befund
durch die Ergebnisse aus Speed Screen, wonach die Substanzen P338 (ICso = 1,8) und P367
(ICs0 = 1,9) keine Binder sind. In diesem Zusammenhang sind die Veroffentlichungen zu ,,pro-
misken Inhibitoren” interessant [138, 139, 140]. Durch die neuen Methoden des High-
Throughput Screenings wurden Inhibitoren gefunden, die sich nicht-kompetitiv verhalten, kaum
Zusammenhang zwischen Struktur und Aktivitat aufweisen und geringe Spezifitat zeigen. In
diesen Veroffentlichungen wurde gezeigt, dass einige bekannte Inhibitoren fur Kinasen auch in
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der Struktur vollig unterschiedliche Enzyme inhibieren. Detergentien zeigen Einfluss auf die
inhibitorische Wirkung der Substanzen. Durch Einsatz der Detergentien unterhalb ihrer kriti-
schen Micellenkonzentration wird die inhibitorische Wirkung verringert. Dies lasst den Schluss
zu, dass die Wirkung der Verbindungen auf die Enzyme in einer Aggregation besteht. Ob dies
fiir die eingesetzten Phosphatase-Inhibitoren auch zu trifft, wére noch zu klaren im Rahmen wei-
terer Reihenuntersuchungen der inhibitorischen Wirkungen. Dies gehdrte aber nicht zu den Zie-
len dieser Arbeit, deshalb wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt. Die Uberlegungen zu pro-
misken Inhibitoren und ihrer Wirkung tber Aggregation sollen dazu anstossen, sich Gedanken
dariiber zu machen, wie sinnvoll die Sortierung der Substanzen anhand ihrer Bindung in Hoch-
durchsatztests Uberhaupt ist. Ein solcher Bindungstest wiirde einen Inhibitor mit einer disaggre-
gierenden Wirkung nicht ermitteln. Das weitaus grof3ere Problem dieser Art von Hochdurchsatz-
Assays hat sich wie ein roter Faden durch diese gesamte Arbeit gezogen. Die schlechte Loslich-
keit in Wasser und die damit verbundenen unspezifischen Wechselwirkungen an Oberflachen
sorgte immer wieder dafiir, dass spezifische Bindungen der Substanzen an die Zielproteine nur
schwer zu ermitteln war.

Bei der Durchfiihrung von colorimetrischen Assays zur Bestimmung der 1Cso-Werte von Enzy-
minhibitoren lassen sich die Effekte der promisken Inhibitoren sehr einfach durch den Zusatz
von geeigneten Detergentien umgehen. Nach Ryan ist bei Zusatz der Detergentien Chaps bzw.
Tween zunéchst eine Erhéhung der Enyzmaktivitat zu beobachten [140]. Proteine in wéssriger
Losung konnen ab einer bestimmten Konzentration aggregiert vorliegen und damit die Bin-
dungsstellen fir Substrat bzw. Inhibitoren unzugénglich sein. Durch den Zusatz milder Deter-
gentien ist eine Disaggregation der Proteine moglich. So werden mehr aktive Zentren in der L6-
sung frei zugénglich, was sich durch eine Steigerung der Enzymaktivitat bemerkbar macht. Wei-
terhin sorgt der Zusatz von Detergentien auch dafur, dass promiske Inhibitoren, die lber eine
Aggregation der Proteine wirksam sind, ihre Wirkung auf die Aktivitat der Enzyme nicht mehr
entfalten kdnnen. Nun wére es nattrlich sinnvoll, Detergentien wie Chaps oder Tween, bzw. NP-
40, auch den massenspektrometrischen Bindungsassays zuzusetzen. Damit wirden nicht nur
promiske Effekte ausgeschaltet werden, sondern auch hydrophobe Wechselwirkungen der Sub-
stanzen mit den Protein- und Saulenmaterialoberflachen verringert werden, was insgesamt zu
einer Verkleinerung der unspezifischen Bindung flhrt. Ein Zusatz von Detergentien konnte also
die Aussagekraft der Bindungsassays erhéhen.

Es ist aber nicht mdglich, einer massenspektrometrischen Messung Detergentien in ausreichen-
den Mengen zuzusetzen, um die stérenden Wechselwirkungen zwischen Inhibitoren und Protei-
nen zu unterdriicken. Bei der MALDI-Massenspektrometrie basiert die lonisationsmethode auf
der Kokristallisation von Analyten mit der MALDI-Matrix. Schon geringe Konzentrationen an
Detergenz kann diese Kristallisation verhindern [14]. Auch in der ESI-Massenspektrometrie ver-
andert ein Zusatz von Detergenz die Oberflachenspannung des Flussigkeitstropfens derart, dass
die Desolvatierung gestort wird [14]. Zudem erzeugen bei beiden massenspektrometrischen Me-
thoden die geladenen Detergenzmolekile selbst Signale in der Messung, welche die eigentlich
gesuchten Signale Gberlagern kénnen.
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5.2.5 Zusammenfassung von FAC-MS, Gelfiltrationsassay nach Sauer und Speed Screen

Verschiedene Substanzen, die in den Enzymaktivititsassays eine inhibitorische Wirkung zeigten,
konnten nicht als Binder nachgewiesen werden. Zudem lieferten die Bindungstests unterschiedli-
che Ergebnisse. Die Substanz AF1C10 wurde in allen drei Tests eingesetzt. Die untere Grenze
der Messbarkeit von AF1C10 im LTQ liegt bei 0,1 pmol im positiven lonenmodus. Bei der Sau-
er-Methode konnte zum einen die urspriinglich eingesetzte Menge von 20 pmol nicht nachge-
wiesen werden, zum anderen wurde in Anwesenheit des Proteins die fiinffach grofiere Menge an
Substanz in der Nichtbinderfraktion gegenuiber der Binderfraktion gefunden. SpeedScreen hin-
gegen konnte diese Substanz als Binder identifizieren. Im FAC band AF1C10 nicht an die Saule.
Trotz der Versuche soweit die Konzentration minimieren, bis die Verzégerung sichtbar ist. Der
ICso-Wert flir Cdc25a der Verbindung liegt bei 82,3 uM und deutet darauf hin, dass es sich nicht
unbedingt um einen guten Binder handelt. Allerdings sind kaum weitere Aussagen aus dem Sau-
er-Essay zu treffen, da er zumindest bei den massenspektrometrischen Analysen in dieser Arbeit
keine aussagekraftigen Ergebnisse brachte.

Interessant ist, dass zwei Binder aus dem FAC-MS-Analysen, P338 und P367, im Speed Screen
als Nichtbinder eingestuft wurden, und das nach dem Nachweis inhibitorischer Wirkung im colo-
rimetrischen Assay. Das kann darauf hindeuten, dass Speed Screen weniger empfindlich ist ge-
genuber unspezifischer Bindung als die FAC-MS mit einer Cdc25a-Affinitatssaule. Dies kann
daran liegen, dass eine geringere Proteinkonzentration vorliegt, und dass unspezifischen Bindung
an dem Gelfiltrationsmaterial stattfinden kann, das in der Mikrotiterplatte zurtickbleibt und somit
die Substanzen nicht unbedingt an das Protein binden missen. Die zweite Substanz, die nach
dem Speed Screen als Binder in Frage kommt, ist AF1B10. Allerdings konnte bei AF1B10, trotz
mehrfacher Messungen, nur einmal eine Verzdgerung der Retentionszeit beobachtet werden in
der FAC-MS: an der BSA-POROS-Sdule. Diese Verzdgerung lasst sich durch die schlechte
Wasserloslichkeit der Substanz erklaren (C Log P = 7,5). Die Messung der restlichen Substanzen
im Speed Screen fiihrten zu keinen auswertbaren Ergebnissen, so dass der Vergleich mit den
Messungen aus der FAC-MS nicht mdglich ist.

Insgesamt ist der Vergleich der drei Testsysteme also schwierig. Werden diese Testsysteme zur
Vorsortierung von Substanzen eingesetzt, so wirden bei den drei Systemen ganz unterschiedli-
che Substanzen als Binder néher untersucht, bzw. als Nichtbinder fiir weitere Tests verworfen
werden. Dies wirde aber bedeuten, dass entweder Substanzen sinnlos weitergemessen werden
oder aber wertvolle, aktive Verbindungen fir weitere Untersuchungen verloren gehen. Damit ist
der Einsatz eines Hochdurchsatz-Bindungsassays zum Finden fiir die Forschung interessanter
Substanzen zweifelhaft. Dies mag von industrieller Seite aus anders gesehen werden. Wenn Mil-
lionen von Substanzen gemessen werden, reicht es aus, wenn fnf Prozent der echten Inhibitoren
tatsachlich zur Forschung genutzt werden kénnen, auch wenn die anderen 95% der echten Inhi-
bitoren verloren gehen. Finf Prozent von einer Million waren immer noch 50.000 weiterver-
wertbare Verbindungen aus dieser Sicht. Dazu gibt es andere Ansichten, gerade wenn eine Sub-
stanzbibliothek in der Forschung mihsam synthetisiert wurde. Dann sollte es mdglich sein, jede
Substanz zuverldssig in moglichst kurzer Zeit zu bewerten. Daher sollten andere Screening-
Methoden in Betracht gezogen werden, die tatsachlich die Aktivitat der Substanz untersuchen.
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Eine Mdglichkeit des Screenings, die auch die Substanzen erfasst, deren inhibitorische Wirkung
uber einen anderen Mechanismus ablduft, als Gber die Besetzung der spezifischen Bindungsstel-
le, ist die Ermittlung der ICso-Werte durch colorimetrische Assays. Dieses Testverfahren war vor
wenigen Jahren noch dufRerst aufwendig, da per Hand pipettiert werden musste, und so keine
hohen Durchsatze an Tests mdglich waren. Durch den Einsatz von Pipettierrobotern konnte die-
ses Problem beseitigt werden. Ein Roboter wie er zur Zeit im MPI Dortmund eingesetzt wird,
erlaubt es, etwa 18000 Assays automatisiert in 24 Stunde durchzufiihren (laut Aussage von PD
Prinz). Auch halten sich die Kosten fiir die Enzyme in einem ertraglichen Rahmen, da sie im
Arbeitskreis expremiert werden und die eingesetzte Menge auf 354-well-Mikrotiterplatten &u-
Rerst gering sind.

Eine weitere Mdglichkeit ist ein Zellassay, wie der Path-Detect-Assay von Stratagene [141].
Dabei wird die Wirkung der Substanzen auf einen bestimmten Signaltransduktionsweg der Zelle
ermittelt. Die Zelle produziert beim Anschalten der Gene, die durch diesen Signalweg zur Ex-
pression angeregt werden, gleichzeitig zu den Gblichen Expressionprodukten noch Luciferase,
deren Lumineszenz in Beisein eines Substrats ausgenutzt wird, um den Grad der Aktivierung
dieser Signaltransduktionskasdade festzustellen. Dies erlaubt die Detektion moglicher durch die
Substanzen beeinflusste Enzyme, die dann weiter analysiert werden kdénnen [141,142].

Schon diese beiden Beispiele zeigen auf, dass es zum einen schnell einsetzbare Alternativen zu
einem Bindungsassays gibt, die im hohen Durchsatz die Bestimmung der inhibitorischen Wir-
kung einer Substanz bei einem interessierenden Enzym erlauben. Zum anderen gibt es auch die
Maoglichkeit, in einem relativ schnell durchfiihrbaren Assay Gberhaupt erst mogliche Ziele fur die
neusynthetisierten Substanzen in der Zelle zu finden.



6 Zusammenfassung

Im Verlauf dieser Arbeit kristallisierte sich immer mehr heraus, dass ein Bindungsassay auf Ba-
sis von massenspektrometrischer Detektion der Liganden sich nicht fur heterogene Substanzbib-
liotheken eignet. Die unterschiedlichen Bindungsassays, deren Detektionsprinzip auf MALDI-
MS oder ESI-MS beruhte, lieferten teils widersprichliche, teils durch unspezifische Bindung
wertlose Ergebnisse.

Die meisten Zielproteine (,, Targets®) fur die heutige Pharmaforschung sind regulatorische Prote-
ine, deren Konzentration in der Zelle so gering ist, dass sie in einem artifiziellen System (bei-
spielsweise in Bakterien) synthetisiert (,,exprimiert) werden mussen. Flr die vorliegende Arbeit
wurde als Zielprotein die Protein-Phosphatase CDC25A in E. coli exprimiert, weil in der Abtei-
lung Waldmann am Institut fiir molekulare Physiologie eine Substanzbibliothek von etwa 4000
potentiellen Phosphatase-Inhibitoren fiir die Etablierung eines Screening-Verfahrens zur Verfu-
gung steht. Durch die Exprimierung dieses Systems wurde es mdglich, in diesem Arbeitskreis
einen konventionellen, photometrischen Assay hinsichtlich der inhibitorischen Wirkung von
Verbindungen auf die Cdc25a-Phosphatase aufzubauen.

Dieses Protein stand im Mittelpunkt der Bindungsassays und wurde neben anderen Proteinen auf
unterschiedliche Arten immobilisiert, zum einen an EPOXY -Beads fur einen Affinitatsassay im
HPLC-Elektrospraymassenspektrometrie-System. Zum anderen durch mehrere Techniken an
unterschiedliche Oberflachen, um das Protein in einem MALDI-basierten Bindungstest einzuset-
zen.

Die Immobilisierung der Proteine im MALDI-Assay erfolgte zum einen auf kommerziell er-
werblichen vergoldeten MALDI-TOF-Probentellern der Firma Bioperseptive mit DTSP-SAM
und auf Blattgold mit MPA-SAM und anschliessender Aktivierung durch EDC und NHS. Hier
wurden die Proteine Streptavidin, Farnesyltransferase, Ras und Cdc25a mit ihren spezifischen
Bindern getestet. Zum anderen wurden in der MALDI-Massenspektrometrie ungewoéhnliche O-
berflache wie Laserdruckerfolie und Nitrocellulosemembran eingesetzt. Auf die Laserdruckerfo-
lie wurden Streptavidin und Cdc25a Uber Poly-L-Lysin und Quervernetzung mit Glutaraldehyd
gebunden. Streptavidin und Cdc25a wurden auf der Nitrocellulosemembran durch Absorption
immobilisiert.

MALDI Massenspektrometrie ware im Prinzip die Methode der Wahl, da sie rasch und kosten-
gunstig durchzufuhren ist. Allerdings waren die Probleme mit der unspezifischen Bindung von
schlecht wasserloslichen Substanzen an die Assay-Oberflachen gravierend. Die Messungen
mussten einzeln hinsichtlich spezifischer und unspezifischer Bindung hin ausgewertet werden,
was einen hohen zeitlichen Aufwand bedeutete. Gerade den zeitlichen Aufwand fur die Einzel-
messung und deren Auswertung gilt es in einem High-Troughput-System zu minimieren. Zudem
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waren bei keiner der unterschiedlichen Immobilisierungstechniken die Ergebnisse nach dem Bin-
dungsassay zuverlassig reproduzierbar. Daher kann ein MALDI-basierter Bindungstest kaum zu
einem Routineeinsatz kommen. Erwartungen, die durch frihere Arbeiten [22, 21, 31, 104] ge-
weckt wurden, diese Methode fir das Screening verwenden zu kénnen, wurden nicht bestéatigt.

Die Immobilisierung an die EPOXY-Beads wurde erfolgreich Gberprift durch SDS-PAGE der
wiederabgeldsten Proteine Ras und BSA. Experimente mit Guanylatkinase gebunden an die E-
POXY-Beads zeigten eine Umwandlung von Substraten zu Produkten (GDP und ATP zu GTP
und ADP). Die Guanylatkinase war demnach noch funktionstiichtig nach ihrer Modifizierung.
Insgesamt konnte damit nachgewiesen werden, dass sich aktives Enzym in den Affinitatssédulen
befand. Zur Elution von Bindern in dem ESI-MS-Bindungsassay wurden zwei Methoden einge-
setzt: Die Denaturierung des Proteins, um starke Binder, wie Streptavidin, zu lésen, und die Ver-
dréangung des Binders durch andere Liganden oder Salze.

Im Einzelnen wurden mit den ersten beiden Methoden des ESI-Assays folgende Proteine unter-
sucht: Zundchst Streptavidin mit seinem Bindungspartner Biotin als positives System zum Auf-
bau des Assays. Dann folgten Farnesyltransferase mit mdglichen Farnesyltransferase-
Inhibitoren. Bei den weiteren Proteinen handelte es sich um GMPKinase und Ras, deren Bin-
dungspartner die Nukleotide und auch GTPase-Aktivatoren sind. Hier konnten bei den Bin-
dungsstudien von Nukleotiden und Ras bzw. Guanylatkinase Erfolge erzielt werden. Im Fall des
Ras geschah die Elution der Nukleotide mit Salzen, im Fall der Guanylatkinase durch Verdran-
gung mit unterschiedlichen Nukleotiden. Die Farnesyltransferase mit ihren Inhibitoren stellte das
erste problematische System dar, in dem sich unspezifische Bindung der Inhibitoren an einer
BSA-POROS-Saule zeigte. Einige GTPase-Aktivatoren hingegen zeigten Bindung an die Ras-
POROS-S&ule und liel3en sich durch Losungsmittel eluieren.

Eine dritte Variante verzichtete auf das gezielte Eluieren der Liganden durch Denaturierung oder
Verdrangung, die frontale Affinitdtschromatographie (frontal affinity chromatography, FAC)
gekoppelt an das ESI-MS. Neu war die Durchfiihrung einer FAC ohne das stdndige Infundieren
von Substanz. Diese Form des HPLC-MS-Bindungsassays wurde mit der Phosphatase Cdc25a
und ihren moglichen Inhibitoren durchgefiihrt. Die Bestimmung von Dissoziationskonstanten
erfolgte unter Aufgabe eines bestimmten VVolumens auf die Affinitatssdule. Dadurch konnte Ma-
terial und Zeit gespart werden. Allerdings war die unspezifische Bindung einiger Substanzen,
nachgewiesen an einer mit BSA-POROS beladenen Séule, so grof3, dass diese Aussagen Uber die
Bindungskonstanten fur schlecht 16sliche Substanzen unzuverl&ssig sind.

Eine weitere Variante eines massenspektrometrie-basierten Bindungassays stellte der Gelfiltrati-
onsassay mit direkt-gekoppelter (Speed Screen) oder anschlieRender Analyse der Fraktionen (S.
Sauer) in der ESI-MS dar. Im Prinzip sollte durch den Gelfiltrationsassay von S. Sauer eine
Quantifizierung der gebundenen bzw. nicht-gebundenen Substanzen mdglich sein. Dies gelang
jedoch nicht zuverléssig. ESI-Massenspektrometrie war zur Quantifizierung hier nicht geeignet,
da sich nicht nur die Kalibration als schwierig und ungenau herausstellte, sondern weil viele der
getesteten Substanzen schlecht wasserléslich sind und somit als Spuren im System verblieben,
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welche eine zuverlassige Quantisierung verhinderten. Es konnten keine sinnvollen Schliisse aus
den Messungen gezogen werden. Speed Screen sollte lediglich eine Aussage dariber treffen, ob
ein Binder oder Nicht-Binder vorliegt. Es ergaben sich jedoch nur wenig verwertbare Ergebnis-
se, die dann auch auch noch im Widerspruch zu den Analysen in der FAC und den ICsp-Werten
der Substanzen standen.

Es zeigte sich auch im ESI-MS-Assay, dass die meisten synthetisierten Verbindungen unserer
Substanzbibliothek an recht unterschiedliche Proteine mit sehr &hnlicher Affinitit binden. Dabei
zeigte sich die generelle Grenze der Methode: Man kann bei Bindungsstudien nicht a priori zwi-
schen spezifisch und unspezifisch gebundenen Substanzen unterscheiden. Die Unterscheidung
wird entweder durch Vergleichsmessungen oder durch Kompetitionsbindungsstudien getroffen.
Das ist von der Detektionsmethode (Massenspektrometrie, Radioaktivitat, Fluoreszenz...) weit-
gehend unabhangig. Abhangig ist die unspezifische Bindung an Proteine dagegen von der LOs-
lichkeit der Liganden in wésserigen Phasen.

Daher ist zu Uberlegen, wie sinnvoll der Einsatz solcher High-Troughput-Systeme fiir Protein-
Liganden-Bindungen tberhaupt ist. Drei verschiedene Affinitatbindungstests, welche die Binder
mittels HPLC-MS detektierten sollten, brachten zumeist wenig zuverlassige Ergebnisse. Dort,
wo ein aussagekraftiges Ergebnis in allen Tests erzielt werden konnte, widersprachen sich
FAC/MS, Sauer-Assay und Speed Screen. Besser ware es, den Einfluss der Substanzen auf die
Enzymaktivitdt zu messen. Durch Pipettierroboter wird ermdglicht, was zu Beginn der Arbeit
noch sehr aufwendig schien. Viele einzelne Substanzen kénnen nun hinsichtlich ihrer inhibitori-
schen Wirkung in kurzem Zeitraum getestet werden. Auch die Kosten fur die Enzyme halten sich
in einem gewissen Rahmen, wenn sie nicht kommerziell erworben werden missen, sondern in
der Arbeitsgruppe hergestellt werden. Auch neue Zellassays ermdglichen ein viel breiteres
Spektrum der Aktivitatsbestimmung der Substanzen und sollten weiterausgebaut werden.
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