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Massenspektrometrie in der Proteinforschung
Mass Spectrometry in the Field of Protein Research

Die Massenspektrometrie (MS) hat sich im letzten Jahrzehnt zu ein-
er Schlisseltechnologie fir die naturwissenschaftliche Forschung
entwickelt, deren Bedeutung fiir verschiedenste innovative Bereiche
der Chemie, Physik und Biowissenschaften durch die Verleihung
des Nobelpreises fiir Chemie im Jahr 2002 an John B. Fenn und
Koichi Tanaka, zwei Pioniere der Massenspektrometrie, Rechnung
getragen wurde. Mit Hilfe moderner Massenspektrometer lassen
sich Proteine und Proteinbruchstiicke auf Grund ihrer Masse und
Aminoséuresequenz eindeutig identifizieren und daher stellt die
Methode ein unverzichtbares Werkzeug in der Proteinforschung dar.
Das vorliegende RFT-Projekt zeichnet sich durch eine starke Vernet-
zung mit bereits bestehenden Forschungsschwerpunkten der Tech-
nischen Universitat Graz (FSP Technische Biowissenschaften) und
RFT-Projekten (“Know-how cluster fur Molekulares Engineering von
Enzymen” und “Angewandte Biokatalyse und enzymatische Nano-
analytik”, siehe Forschungsjournal WS 2003/04) aus, die von einer
verbesserten massenspektrometrischen Analytik profitieren werden.

Massenspektrometrie von Proteinen

Proteine stellen die biologisch aktiven Bausteine jeder lebenden
Zelle dar und werden als lineares Polymer aus zwanzig Aminosau-
ren aufgebaut. Der Bauplan fir alle Proteine einer Zelle ist in Form
der Desoxyribonukleinsaure (DNS) gespeichert. Diese so genannte
genetische Information (Erbinformation) wird in der Zelle in eine
Proteinsequenz Ubersetzt, die sich zwangslaufig aus der zugrunde
liegenden DNS-Sequenz ergibt. Daher
ist es moglich bei Kenntnis der gesamten
genetischen Information einer Spezies (dem
Genom) die Sequenz samtlicher Proteine und
damit auch ihrer Masse zu ermitteln. Aus
diesem determinierenden Zusammenhang
zwischen der DNS-Sequenz des Gens und
der Aminsauresequenz des Proteins ergibt
sich auch die Uberragende Rolle der Ge-
nomforschung (“Genomics”™) fir die Protein-
forschung (“Proteomics”): Bei Kenntnis des
Genoms erschliel3en sich alle Proteine eines
Organismus dem Zugriff, auch solche deren
biologische Funktion bislang unbekannt ist.

Im Unterschied zum Genom, das vom
Zeitpunkt der Entstehung eines Organismus
anndhernd konstant ist, andert sich das In-
ventar an Proteinen (“Proteom”, die Summe
der Proteine zu einem gegeben Zeitpunkt)
in jedem Lebewesen in Abhangigkeit von
aulderen und inneren Gegebenheiten. So
reagieren Prokaryonten (Bakterien) mit der
Ausbildung unterschiedlicher Proteome auf
Verédnderungen in ihrer Umwelt, wie z. B. die
Verfligbarkeit von Nahrung, d. h. sie passen
sich an ihre Umwelt an, indem bestimmte fiir
die Situation nitzliche Proteine hergestellt
werden. Héhere Organismen unterliegen
dartber hinaus einem inneren Entwick-
lungsprogramm, wie z. B. einem bestimmten
determinerten Lebenszyklus, der die Bildung verschiedener Proteine

zur Folge hat. Als Beispiel ist in Abb. 1 die Metamorphose eines
Schmetterlings dargestellt, der fr die jeweiligen Lebensphasen auf
unterschiedliche Proteome zurtickgreift. Dies ist ein sehr anschau-
liches Beispiel dafiir, dass mit dem exakt gleichen Genom verschie-
dene Proteome dargestellt werden kénnen, d. h. bestimmte Kom-
binationen von Proteinen aus den verfligbaren Genen hergestellt
werden. Diese Auspragung eines Proteoms gibt dem Organismus
die Moglichkeit sich an die Umwelt anzupassen oder, wie im Beispiel
des Schmetterlings dargestellt, vorprogrammierte Entwicklungsstadi-
en zu durchlaufen.

Im Rahmen der Proteomanalytik erhalt man somit Einblick in die
Funktion der beteiligten Proteine und deren Zusammenwirken bei bi-
ologischen Prozessen. Daraus ergibt sich auch deren Bedeutung fir
die angewandte und insbesondere medizinische Forschung: Durch
vergleichende Untersuchungen des Proteoms von gesunden und
krankhaften Zellen lassen sich Proteine identifizieren, die moglicher-
weise eine Rolle bei der Entstehung der Krankheit haben oder ihre
Identifizierung erweitert unser Wissen Uber die zugrunde liegenden
molekularen Mechanismen der pathogenen Prozesse.

Experimentelles Vorgehen
Um die Maglichkeiten der Proteomforschung voll ausschépfen zu
konnen bedarf es zweier Voraussetzungen:
1) Verfligbarkeit einer vollstandigen Genomsequenz
2) Maglichkeiten einer Auftrennung des Proteingemisches

Wie bereits zuvor erwahnt, ermdglicht die
Kenntnis der gesamten DNS-Sequenz die
Masse jedes Proteins einer Zelle zu bestim-
men. Daruber hinaus stehen Proteasen zur
Verfligung die jedes Protein Sequenz-spezi-
fisch nur an bestimmten Stellen zerschnei-
den (z. B. die Protease Trypsin spaltet ein
Protein, wenn eine der beiden basischen
Aminoséduren Lysin oder Arginin auftreten).
Diese Schnittstellen lassen sich ebenfalls
aufgrund der vom Genom bekannten
Aminosauresequenz eines Proteins vor-
hersagen und daraus kann man die Masse
aller Bruchstticke, die mit einer bestimmten
Protease generiert werden, errechen (in
silico Proteolyse, “Verdau™). Diese Peptid-
fragmentkarte entspricht einem so genann-
ten peptide mass fingerprint des Proteins
und dient als wesentliches Kriterium bei der
|dentifizierung eines Proteins.

Diese Vorgehensweise ist aber naturlich
nur dann experimentell umsetzbar, wenn
die Proteine aus dem vorliegenden Protein-
gemisch (das idealerweise die Gesamtheit
aller in einer Zelle/Organismus vorhanden
Proteine représentiert) physikalisch von-

Abb. 1: Entwicklunsgsstadien des GroRen Wiener Nachtpfauenauges  ajingnder separiert werden konnen, um sie
(Saturnia pyri), dem mit 100-130 mm grossten européischen Schmetterling. . . . . ’ .
1, Adulter Falter; 1b, Raupe; Tc, Kokon; 1d, Puppe (Abbildung entnommen schlielich einem proteolyUschen Verdau mit

aus: Novak & Severa, Der Kosmos Schmetterlingsfiihrer, Franckh'sche  gnschliefsender massenspektrometrischer
Verlagshandlung, W. Keller & Co., Stuttgart, 1980).

Aufnahme, der fUr das Protein spezifischen
Peptidfragmentkarte, zu unterwerfen. Diese Separation wird heute
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Abb. 2: 2D-Gelektrophoretische Auftrennung eines Maus Fettgewebe Proteoms und massenspektro-
metrische Analyse eines Proteins. (Daten erstellt im Genomics of Lipid associated Disorders (GOLD)
Projekt im Rahmen der Genomforschung in Osterreich (GenAU) finanziert durch das Bundesministeri-
um fiir Bildung, Wissenschaft und Kultur).

Uberwiegend mit Hilfe chromatographischer und elektrophoretischer
Methoden erzielt. Ein Beispiel fir die elektrophoretische Auftren-
nung eines Proteingemisches ist in Abb. 2 dargestellt. Hierbei wird
das Proteingemisch in der ersten Dimension zunachst nach dem
Ladungsneutralpunkt (mittels der so genannten Isoelektrischen
Fokussierung in einem pH-Gradienten) vorsortiert und im Anschluss
daran in der zweiten Dimension Uber ein zweites Kriterium, der
Mobilitat der Proteine in einem elektrischen Feld (die unter den ver-
wendeten Bedingungen mit der Masse der Proteine korrespondiert),
in einem Gel aufgetrennt. Nach dieser so genannten zwei-dimensio-
nalen Gelelektrophorese werden die Proteine durch Féarbetechniken
sichtbar gemacht und die einzelnen spots kénnen nun ausgeschnit-
ten und einem enzymatischen Verdau (z. B. mit Trypsin) unterworfen
werden (z. B. in einem “in gel Verdau”). Obwohl sich hierbei nur
geringste Mengen eines Proteins gewinnen lassen (typischerwei-

se im ug bis ng Bereich), sind moderne Massenspektrometer in

der Lage, die auf diese Weise generierten Peptidfragmente eines
Proteins zu detektieren. Durch Abgleich der experimentell erhaltenen

Peptidfragmentkarte mit der in silico Datenbank des betreffenden
Organismus kann somit das Protein identifiziert werden. Interessant
fUr den Proteinforscher sind natlrlich diejenigen Protein spots, die in
Art und Vorkommen Unterschiede erkennen lassen. So findet man

z. B. in einer gesunden Zelle zum Teil andere Proteine als in einer
krankhaften, worliber Aufschluss Uber Ursache und Entwicklung der
Krankheit gewonnen werden kénnen mit dem Ziel, diese Erkenntnis-
se schlussendlich fUr eine Therapie nutzbar zu machen.

Die Anschaffung eines matrix-assisted laser desorption/ionisation
(MALDI) Massenspekrometers mit Mitteln des RFT schlief3t eine LU-
cke in der bendtigten Infrastruktur fur die massenspektrometrische
Analytik von Biomolekllen und wird allen Arbeitsgruppen im Bereich
des FSP Technische Biowissenschaften sowie dem Biokatalysezent-
rum Kplus flr ihre zukinftige Forschung im Bereich der Proteine und
Enzyme zu Gute kommen.

Weitere Informationen: http://www.biochemistry.tugraz.at

Mass Spectrometry in the Field of Protein Research
Advances in chemical technology play a key role in the develop-
ment of the life sciences with mass spectrometry being a more
recent addition to the tool kit available to researchers in this field.
The development of two new mass spectrometry ionisation tools,
electrospray (ESI) and matrix-assisted laser desorption/ionization
(MALDI), has stimulated biochemical research and given fresh
impetus to the biotechnology industry in particular in the field of
protein research. The funds made available by the Austrian Coun-
cil for Research and Technology Development (RFT) will be used
to improve our infrastructure in mass spectrometry. This will foster
several core research areas, most notably the research focus
Technical Biosciences and the Centre of Biocatalysis (Kplus). The-
se well established networks will benefit greatly from our ability

to develop a modern bio-analytical core facility which will provide
support and stimulus to future research efforts in biotechnology.
The main focus in these core research areas revolves around the
discovery of proteins that are important for the understanding of
biological processes or can be utilized in biosynthesis of che-
mically interesting compounds. Basically, proteins constitute the
carriers of biological activity in all living cells and organisms. The
blueprint for generating the proteins is contained in the deoxy-
ribonucleotide (DNA) sequence of an organism with individual
so-called genes encoding for a single protein. Hence, the entirety
of all genes (the genome) reflects the potential of an organism

to manufacture a specific set of proteins, for example to cope

with environmental changes or to implement a species-specific
developmental program. To put it in other words, knowledge of the
kind and abundance of the collection of proteins (the proteome)
provides us with essential information concerning the biological
processes occurring in the cell.

In conjunction with highly-advanced protein separation techni-
ques, such as chromatography and electrophoresis, mass spec-
trometry enables life scientists to study the proteomes of cells and
gather the necessary information to understand how proteins work
in concert to bring about the various aspects of life including the
processes that are at the root of pathogenic effects. As such the
new investments in modern mass spectrometers are expected to
give a boost to proteome research at Graz University of Techno-

logy.



