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Alle natiirlichen Biopolymere bestehen nicht nur aus Wasserstoff, Kohlenstoff,
Stickstoff und Sauerstoff, sondern sie enthalten weitere Elemente wie Schwefel,
Phosphor und Selen. Diese kénnen als Indikator zur quantitativen Bestimmung
herangezogen werden; zur Verbesserung der Nachweisstirke markieren wir Bio-
polymere chemisch mit Lanthaniden. Daher entwickeln wir chemische Marker-
molekiile sowie die Anwendung von Elektrosprayionisation (ESI), Massenspek-
trometrie (MS) und der leistungsfihigen Element(ICP)-MS fiir eine zuverlissige

quantitative Bestimmung von Peptiden, Proteinen und DNA-Oligomeren.

Allgemeine Einfiihrung in das Fachgebiet

In den zurtickliegenden Jahren hat sich die Biologie
in weiten Teilen in eine »molekulare« Wissenschaft
verwandelt, das heif3t diese Forschung befasst sich
auf molekularer Ebene mit den Abliufen in Zellen
und Geweben. Damit war sofort die biologische
Chemie auf den Plan gerufen, da viele biologische

Prozesse nur durch die detaillierte Kenntnis der zu-

grundeliegenden chemischen Abliufe
Internet
hemie.hu-berlin.de /linscheid verstanden werden koénnen. Es wurde
.chemie.hu-berlin.de /linschei
www . /lins schnell klar, dass ein wirkliches Ver-

stindnis dieser Abliufe nur durch eine quantitative
Beschreibung méglich ist. Das Verstindnis des bio-
logischen Systems im Vergleich unterschiedlicher
Spezies oder Randbedingungen macht dies unab-
dingbar, denn Unterschiede sind sehr haufig nur
durch unterschiedliche Mengen charakterisiert,
nicht in vollstindig anderen Abldufen. Damit wur-
den Methoden bedeutsam, die diese Unterschiede

zuverldssig darstellen konnen.
Da die MS zu einer der Schliisselmethoden in der

Biologie geworden ist, war die Entwicklung quanti-
tativer MS-Verfahren der nichste Schritt. Dies aller-
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Abb. 1

Chromatografische Trennung von cis-Platin modifizierten Nucleotiden;
schwarz: Phosphorspur (= alle Nucleotide), rot: Platinspur (= nur modifi-
zierte Nucleotide). (nach M.Ziehe et al., IMSC 2009, Bremen)

dings ist eine Herausforderung, da die MS vor allem
in Verbindung mit Trennmethoden schwierig quan-
titativ zu machen ist. Die Anwendung von Isotopen,
was in der Element-MS seit langem praktiziert wird,
brachte hier den entscheidenden Durchbruch. Es
werden isotopenmarkierte Verbindungen mit den

unmarkierten, natiirlichen Verbindungen gemischt

Abstract

All natural biopolymers contain aside from
hydrogen, carbon, oxygen and nitrogen heavier
elements such as sulfur, phosphor or seleni-
um. Those elements can be taken as indicators
for quantitative measurements using an appro-
priate detection technique. To enhance the de-
tection capabilities, we label biopolymers che-
mically with the lanthanides. Thus, we develop
chemical tags which allow the application of
electrospray and for quantification the element
specific ICP-MS which allows for reliable quan-
titative determination of peptides, proteins and
DNA-oligomers at very low detection limits.
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und mit diesen zusammen analysiert. Da sie sich in
der Masse unterscheiden, nicht aber im chemischen
oder physikalischen Verhalten, ist ein Mengenver-
gleich beider — der markierten und der natiirlichen
Verbindung — durch ihre MS-Daten zuverldssig
moglich. Mit Techniken dieser Art wurde eine Revo-
lution im Verstindnis der biochemischen Prozesse
in Zellen ausgelost, deren Auswirkungen bisher

noch nicht wirklich absehbar sind.

Forschungsprojekte

Die Kombination von ESI- und ICP-MS hat sich in-
sofern als besonders leistungsfihig herausgestellt,
als mittels ESI-MS und auch ESI-MS/MS-Techni-
ken (Fragmentierung ausgewihlter Ionen) solch
komplexe Strukturen wie die von Proteinen, Pepti-
den oder auch DNA-Oligomeren — allgemein Bio-
oligomere genannt — sich strukturell untersuchen
lassen, wihrend die ICP-MS besonders zur Quantifi-
zierung geeignet ist. Daher haben wir diese Kombi-
nation zum Nachweis und zur quantitativen
Bestimmung von modifizierten Oligonukleotiden
verwendet, wobei sich die quantitative Bestim-
mung auf die in diesen Molekiilen selteneren Ele-
mente wie Phosphor, Schwefel und Selen stiitzen
kann. Sollten sich weitere Elemente anbieten wie

z.B. im Falle der Modifikation durch platinhaltige
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Krebsmedikamente, kann auch das Platin als Mar-
ker quantitativ mit sehr guter Nachweisstirke her-
angezogen werden. Wir konnten so auch sehr klei-
ne Konzentrationen eines modifizierten Nucleotids
in Gewebeproben nachweisen (Abb. 1). In einer
Zusammenarbeit mit dem Universititsklinikum
Essen wollen wir die Strukturen nachweisen, die
ein dort entwickelter Antikérper in DNA erkennt.
Der Antikorper selbst ist in Gewebeschnitten

durch Fluoreszenz sichtbar zu machen (Abb. 2).

chemie

Hair cells - convert mechanical
into electro-physiological signals

Dartiber hinaus kénnen wir — in Kooperation mit
einer Arbeitsgruppe der BAM — durch Laserver-
dampfung kombiniert mit ICP-MS in den Gewebe-
schnitten die Verteilung von Platin in weiteren
Kompartimenten untersuchen und damit einen
Beitrag zum Verstindnis des Verbleibs eines

groflen Anteils des Medikamentes leisten.

In einem weiteren Projekt widmen wir uns der
quantitativen Bestimmung von Proteinen. Proteine
lassen sich nur sehr schwer wirklich absolut genau
quantifizieren, da sie von sehr unterschiedlichem
Charakter sein kénnen. Dies betrifft ihre molekula-
re Grofe, ihre Loslichkeit in Wasser oder Membra-
nen, ihre Ladungszustinde und die lonisierbarkeit
im MS. Dazu treten sie in extrem unterschiedlichen

Mengen auf, was ihre Bestimmung sehr erschwert.

humboldt-spektrum

Abb. 2

Cartoon des Gewebes und Gewebe-
schnitt: Die rotgefirbten Punkte
zeigen durch fluoreszierende Anti-
kérper Positionen in der DNA an,
die durch cis-Platin modifiziert
sind; blaugefirbt wurde die DNA
selbst. Die Probe stammt aus Haar-
zellen, die Experimente wurden in
der Arbeitsgruppe von |. Thomale,
Universititsklinikum Essen, durch-
gefiihrt. Die Abbildung stammt
aus einem gemeinsamen Tagungs-
beitrag: M. Ziehe et al, IMSC
2009, Bremen.
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Abb. 3
Schematische Struktur des Mole-

kiils zur Markierung mit Lanthanid-

komplexen;

rot: mogliche Lanthanid-lonen
(Ho3*, Tm3* usw.);

blau: Anker mit Biotin (optional);
griin: SH-reaktive Gruppe (Malei-
nimid, lodessigsiureamid).

5o

Fir die Quantifizierung sind wir nun einen neuen
Weg gegangen, indem wir Lanthanid-Komplexe ko-
valent an die Proteine oder Peptide anbringen. Dies
geschieht mit einer Verbindung, die einerseits den
Lanthanid-Komplex trigt und am anderen Ende
einer Kette, die zur Flexibilisierung beitragen soll,
eine reaktive Gruppe enthilt, die wiederum mit ei-
ner aktiven Aminosiure im Protein oder Peptid rea-
gieren kann. Bisher haben wir meist die Cysteine als
Anker-Aminosiure ausgewihlt, da diese die reaktive
Sulfidgruppe enthalten (Abb. 3). Moglich ist aber
auch zum Beispiel, die Aminogruppen zu adressie-
ren. Diese Konstruktion erlaubt es, zusitzlich noch
einen weiteren Anker in dem Molekiil anzubringen,
mit dem der gesamte Komplex aus einer Mischung

angereichert werden kann. Biotin ist dazu ein weit-

Kooperationen

— BAM - Bundesanstalt fiir Materialforschung
und -priifung: Quantitative Bestimmung
von Proteinen; Metallmarkierung von Anti-
kérpern; Bildgebende MS-Verfahren.

— BFR — Bundesanstalt fiir Risikobewertung:
Charakterisierung von Bdellovibrionen, DFG-
Projekte.

— Charité — Dermatologische Klinik: Verhalten
von Stoffen auf und bei der Penetration
durch die Haut.

— Universititsklinikum Essen: Charakterisie-
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hin gebrauchter »Affinitdtsanker«, da das Biotin auf
geeigneten Siulen bindet und dann, nachdem alle
Begleitstoffe entfernt wurden, von diesen Siulen

gereinigt abgenommen werden kann.

Warum verwenden wir Lanthanide? Lanthanide
haben den Vorteil gegeniiber anderen Metallen,
dass sie in der belebten Natur sehr selten sind, mit
ICP-MS aber in duflerst kleinen Konzentrationen
gemessen werden kénnen. Damit haben wir bei
der Messung keinen stérenden Untergrund aus
den Proben und da vor allem das Signal-zu-Unter-
grund-Verhiltnis entscheidend fiir die Nachweis-
stirke eines Verfahrens ist, gewinnen wir mit die-

ser Wahl entscheidende Vorteile.

So konnen wir selbst komplexe Proteingemische
aus Geweben, Hefen oder Bakterien, die sogenann-
ten Proteome, nach der Markierung mit den Lan-
thanid-Komplexen in einem diinnen Gel mit Hilfe
der Gel-Elektrophorese auftrennen, wichtige kleine
Bereiche (»Spots«) auswihlen, diese ausstechen
und in diesen dann die markierten Proteine emp-
findlich nachweisen (Abb. 4). Wenn wir zwei unter-

schiedliche Proben (z.B. zwei Gewebe, die verschie-

rung von DNA-Addukten von Cytostatica so-
wie von Antikorpern gegen DNA-Strukturen,
DFG-Projekte.

— Universitatsklinikum Hamburg: Untersuchun-
gen zur Substraterkennung von Proteasen.

— Proteome Factory: Entwicklung von Metall-
markierungen, gemeinsame Patente.

— Protekum Umweltinstitut, Oranienburg:
Modifizierung von organischen Schadstoffen
in der Untergrundpassage, BMBF-Projekt.

— National Research Centre Cairo: Strukturbe-

stimmung von Naturstoffen der Volksmedizin.
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den behandelt wurden oder zwei unterschiedliche
Bakterienstimme) vergleichen wollen, wird jede
mit einem anderen Lanthanid markiert. Da wir die
beiden Metalle im ICP-MS gleichzeitig messen
kénnen, lassen sich die Signale fiir beide Metalle
ins Verhiltnis setzen und genau miteinander ver-
gleichen. Auf dieser Basis kénnen wir dann ange-
ben, welche Proteine mehr oder welche weniger
wurden. Wenn wir einen Standard zuftigen, dessen
Menge genau bekannt ist, konnen wir sogar die ge-
nauen Mengen in Gramm (bzw. nano-Gramm) an-

geben.

Gliicklicherweise haben einige dieser Lanthanide
nur ein einziges stabiles »Isotop«, d.h. im Massen-
spektrometer ergeben diese nur ein einziges Sig-
nal. Damit sind diese besonders attraktiv auch fiir
Messungen der gesamten Molekiile mittels Elektro-
spray-MS, da sie die ohnehin komplexen Spektren
nicht weiter komplizieren. Fiir die quantitativen
ICP-MS-Messungen allerdings haben die Lantha-
nide mit mehreren Isotopen den Vorteil, dass mit
Hilfe von bekannten Isotopverteilungen eine sehr
exakte Messung der Mengen moglich wird. Dieses
Verfahren, Isotopenverdiinnungsanalyse genannt,
zihlt zu den prizisesten Messverfahren in der ana-

Iytischen Chemie iiberhaupt.

Fiir uns ist aber neben den quantitativen Informatio-
nen ebenso wichtig, das massenspektrometrische
Verhalten von groflen und komplexen Molekiilen in
der Gasphase zu verstehen, damit Riickschliisse auf
die Strukturen moglich werden. Daher untersuchen
wir einerseits das Verhalten von Ionen in der Gas-
phase, was vor allem moglich ist, wenn diese z.B.
durch Stoe oder durch Laserlicht zum Fragmentie-
ren gebracht werden konnen. Aus dem Verhalten
wihrend der Fragmentierung lassen sich wertvolle
Riickschliisse auf die Strukturen erhalten. Dabei ist
es von grofer Bedeutung, die richtigen Experimente
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zur richtigen Zeit auswéhlen zu kénnen und mit die-

Abb. 4

Oben der Vergleich zweier 2-dimen-
sionaler elektrophoretischer Tren-
nungen (»2D-Gelelektrophorese«)
eines Gemisches (»Proteoms«)
von Proteinen aus Augenlinsen des
Schweins in natiirlichem (A) und in
Lanthanid-markiertem Zustand(B);
unten ein einzelner Fleck daraus
in schwarzer Silberfirbung (A); das
Raster zeigt an, wie das Gel dieses
Fleckes in einzelne Bereiche auf-
geteilt und dann auf die Konzen-
tration zweier Lanthanidionen hin
(B: Lu, C: Tm) vermessen wurde;
die Konzentrationen (wenige fmol)
sind als Hohenprofil dargestellt.
(nach R. Ahrends et al., 2007)

sen Strategien beschiftigt sich die Arbeitsgruppe.
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