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Automatisierter Proteinverdau fiir die MS-basierte Proteomik
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Einleitung

Proteine bzw. Peptide spielen fiir die
physiologische und biochemische Funk-
tion lebender Organismen eine heraus-
ragende Rolle. Peptide und Petidomi-
metika kommen z.B. auch als Wirkstoffe
mit potenter Wirksamkeit in Frage, was
schnelle Synthesemdglichkeiten fiir die
Forschung interessant macht; oder Pro-
teine sind selbst Ziel von Wirksubstan-
zen z.B. in Form von Enzymhemmern.
Daher ist die Sequenz- und Struktur-
Analyse von Proteinen ein weiteres
wichtiges Aufgabenfeld.

Analytik mittels Massenspektrometrie

Die auf der Massenspektrometrie (MS)
basierende Proteomik ist ein unverzicht-
bares Werkzeug fiir Biologen, Biochemi-
ker und fiir die medizinische Grund-
lagenforschung. Mit ihrer Hilfe lassen
sich biochemische Signaltransduktions-
wege aufkldaren, molekulare Ursachen
von Krankheiten verstehen, Wirkungs-
mechanismen bereits bekannter Arznei-
stoffe erkennen sowie neue Targets fiir
Diagnostika und Medikamente ent-
decken.

Fiir die massenspektrometrische Ana-
lyse miissen die zu untersuchenden,
hochkomplexen Proteingemische zu-
nachst aufgetrennt werden. Eines der
kostengiinstigsten Verfahren hierfir ist
die zweidimensionale Gelelektropho-
rese; sie trennt die Proteine in der ersten
Dimension nach ihrem isoelektrischen
Punkt und in der zweiten Dimension
nachihrer GroRe (Molekiilmasse) und er-
laubt die Separierung von Tausenden
von Proteinen in einem Durchgang.

In jlingster Zeit kommt allerdings fliis-
sigkeitschromatographischen  Trenn-
methoden eine immer wichtigere Rolle
zu.
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Abb 1:

DigestPro—Proteinverdau, Proben-
aufreinigung und MALDI-Spotting
auf einer Plattform.

Bei beiden Ansatzen miissen die Prote-
ine vor der Analyse am Massenspektro-
meter enzymatisch in kiirzere und leich-
ter zu handhabende Peptide gespalten
werden. Wegen der Sequenzspezifitat
der verwendeten Proteasen ergibt sich
ein charakteristisches Peptidgemisch.
Mit den erhaltenen Massenspektren
werden Proteindatenbanken wie UniProt
oder ExPASy computergestiitzt durch-
sucht. Anhand der Ubereinstimmung
zwischen den experimentell erhaltenen
und den theoretisch ermittelten Peptid-
massen lassen sich Proteine mit hoher
Wahrscheinlichkeit identifizierten.

Zum kompletten Ablauf eines Protein-
verdaus gehoren auch die Reduktion
intramolekularer Disulfidbriicken, die
anschlieende Alkylierung der entstan-
denen Cysteine, sowie bei Gel-basierten
Methoden Wasch- und Entfarbungs-
schritte sowie die abschlieRende Extrak-
tion der Proben aus dem Gel. Der ge-
samte Verdauprozess ist damit arbeits-
aufwandig, sodass die manuelle Durch-
fiihrung solcher Experimente den Pro-
bendurchsatz limitiert und auBerdem

das Risiko von Kontaminationen birgt.
Die Methode muss daher automatisiert
werden, um die sichere Identifizierung
von Proteinen in hohem Durchsatz zu
ermoglichen.

Automatisierte Proteinverdau-
Protokolle

Mit dem DigestPro Verdauautomaten
(Abbildung 1) bietet die Firma CEM eine
Komplettlosung zur Automatisierung
von Proteinverdau-Methoden sowie
nachfolgenden Techniken zur Proben-
vorbereitung fiir die Massenspektrome-
trie. Das auf der Basis von der Firma
Intavis vertriebene Gerdt ist seit mehr
als 20 Jahren bewahrt und optimiert fiir
den Einsatz in der MS-basierten Pro-
teom-Forschung. Der DigestPro lasst
sich an individuelle Labor-Anforderun-
gen anpassen, da unterschiedliche Mo-
dule eine freie Anpassung der Gerate-
Konfiguration erlauben (Abbildung 2).

Beliebige Verdauprotokolle, egal ob In-
Gel oder in Losung lassen sich unter pra-
zise kontrollierten und reproduzierbaren
Bedingungen automatisieren. Fiir den
Verdau in Losung lassen sich je nach An-
forderung unterschiedliche Formate

Abb. 2:

Modularer Aufbau der DigestPro-
Arbeitsflache: Freie Anpassung der
Gerate-Konfiguration an individu-
elle Anforderungen.
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verwenden, zum Beispiel 96-well Plat-
ten, Autosampler-Vials oder verschie-
dene Mikro-Reaktionsgefalle. So kdnnen
bis zu 96 Proben parallel verarbeitet
werden. Fir den In-Gel-Verdau wird ein
speziell entwickeltes, ventilloses Ver-
fahren eingesetzt. Der Verdau findet in
96-well PCR-Platten statt, was ebenfalls
die Bearbeitung von bis zu 96 Gelstiicken
ein einem Lauf ermdglicht und den ein-
fachen Transfer zu anderen Gerdten
erlaubt.

Beim Proteinverdau muss jede Kontami-
nation mit Staub oder Hautschuppen des
Benutzers vermieden werden. Am
DigestPro werden die Reaktionsgefal3e
daher durch eine Dichtungsmembran
abgedeckt, die nur ein kleines Loch fiir
die Dosierkaniile frei lasst. Durch feine
Locher im Boden der GefaRe lassen sich
Reagenzien ausblasen. Dazu wird die
spezielle Kaniile so tief in die Membran
gefahren, dass sie in dem Loch abdich-
tet. Uber einen separaten Kanal kénnen
nun die Fliissigkeiten durch die Locher
im Boden ausgeblasen werden (Abbil-
dung 3).

Neue Reagenzien werden ohne Druck zu-
dosiert und durch Oberflachenspannung
im Reaktionsgefal} gehalten. Die Inkuba-
tion mit verschiedenen Puffern und Rea-
genzien fiir definierte Zeitrdume ldsst
sich so leicht und zuverlassig durchfiih-
ren. Durch die Membran wird die Ver-
dunstung von Reagenzien verhindert. Da
das Gelstiick nie mit der Kaniile in Beriih-
rung kommt, ist ein Verlust ausge-
schlossen und das Risiko der Kontamina-
tion gegeniiber offenen Systemen dras-
tisch reduziert.

Die zum Verdau benutzte Reaktions-
platte ist in einem verschiebbaren Heiz-
block montiert. Nach der Zugabe von
Enzym wird der Block aus der Ablauf-
position auf die Elutionsposition gescho-
ben, um die Peptidlosungenin einer sau-
beren PCR-Platte auffangen zu kénnen.
Auch hier bewadhrt sich das ventillose
Reaktionsgefd: es gibt keine Spalten,
Ventile oder Totrdume und der Uber-
stand lasst sich vollstandig in die Auf-
fangplatte (ibertragen. Das Gelstiick
wird in jedem Fall zuriickgehalten.
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Abb.3:

In-Gel-Verdau. Fiir den In-Gel-Verdau verwendet der DigestPro eine 2-Kanal-Nadel.

Zum Ausblasen des ReaktionsgefaBes iiber den Luftkanal, dichtet die Nadel in der
Dichtungsmembran ab. Die Fliissigkeitszugabe neuer Reagenzien erfolgt iiber die
innere Nadel. Durch dieses Prinzip ist ein robuster und praziser Fliissigkeitsaustausch
gewadhrleistet ohne das Risiko von Kontaminationen oder eines Verlusts von

Gelstiicken.
(1-Ausblasen iiber
4 - Fliissigkeitszugabe)

Der DigestPro erlaubt eine freie Tempe-
raturregelung mit Heiztemperaturen bis
zu 65°C, sowie im Anschluss an den Ver-
dau eine Kiihlung der Peptidgemische
auf 8°C.

Optionale Proben-Aufreinigung und
MALDI-Spotting

Uber den Proteinverdau hinaus erlaubt
der DigestPro die Automatisierung wei-
terer Probenvorbereitungsschritte. Fiir
die einfache und effektive Proben-
Entsalzung und Aufkonzentrierung kann
am Gerat die Verwendung von ZipTips®
(Millipore®) oder kompatiblen reversed
phase tips automatisiert werden. Die C-
18-Pipettenspitzen werden dabei auf
der Arbeitsflache vorgelegt, von wo aus
sie durch die Pipettiernadel aufgenom-
men und fiir einen erneuten Zugang wie-
der abgelegt werden kénnen.

Die an das C-18 Substrat gebundenen
Peptide erlauben Waschschritte direkt in
der Pipettenspitze und eine Elution in
einem reduzierten Volumen in beliebige
frische ReaktionsgefdRe (Platten oder
Vials). Das automatisierte Spitzen-
Handling fiihrt zu deutlich besseren
Resultaten und einer erhohten Reprodu-
zierbarkeit der ZipTip-Methode im Ver-
gleich zur manuellen Verwendung. Das
liegt vor allem daran, dass Fliissigkeiten
direkt durch das C-18-Material in die

Luftkanal,

2 — Dichtungsmembran, 3 —Gelstiicke,

Pipettiernadel aufgenommen werden
kénnen, wodurch das Totvolumen ver-
ringert und prdazise Flussraten erreicht
werden. Die direkte Abgabe von Fliissig-
keiten durch die Nadel iiber die Innen-
seite des C-18-Materials, erlaubt dar-
Gber hinaus die Verwendung von Pipet-
tenspitzen mit erh6htem Gegendruck
(z.B. selbst gefertigte STAGE-Tips).

Optional konnen die Proben am
DigestPro auch direkt auf MALDI Target-
Platten aufgetragen werden. Hierfir
lassen sich unterschiedliche MALDI-
Spotting-Methoden anpassen  (z.B.
direktes Spotten mit ZipTips, "dried
droplet"-Methoden, Sandwich-Metho-
den, AnchorChip-Targets). Dabei kdnnen
beliebige MALDI-Target Formate am
Gerat verwendet werden.

Zusammenfassung

Die ldentifikation von Proteinen (ber
Massenspektrometrie (MS) erfordert die
Zerlegung in definierte Peptidfragmente
durch enzymatischen oder chemischen
Verdau. Die manuelle Durchfiihrung sol-
cher Experimente limitiert den Proben-
durchsatz und birgt das Risiko von Kon-
taminationen. Eine Automatisierung die-
ser komplexen Protokolle mit Hilfe des
kompakten DigestPro Vollautomaten
erhdht nicht nur den Probendurchsatz.
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Peptide optional unter Verwendung von

Reverse-Phase-Pipettenspitzen  voll-

automatisch entsalzen und aufkon-

zentriert werden. Weitere Optionen sind

das Uberfiihren in Autosampler-Vials

oder das Spotten auf MALDI-Targets.

Durch die Verwendung laboreigener Puf-

fer und Losungen entstehen keine zu-

satzlichen laufenden Kosten. Der Digest-

Pro wird durch eine intuitiv bedienbare

Software gesteuert, die eine individuelle

Anpassung eigener Protokolle erlaubt.

Einen komfortablen Einstieg in die Auto-

matisierung ermdglichen vorinstallierte

Standardprotokolle.
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