Proteinen auf der Spur

Native UV Fluoreszenz: ein markierungsfreies Detektionsverfahren fiir die hochst-

empfindliche Analytik von Proteinen in Acrylamidgelen

Die zweidimensionale Gelelektropho-
rese (2DE) wurde durch Klose und O'-
Farrell als bioanalytisches Trennverfah-
ren eingefiihrt [1, 2]. Zusammen mit
der Massenspektrometrie von biologi-
schen Makromolekiilen steht diese
Trennmethode in der Proteomik hinter
der Analyse ganzer Proteome. Proteine
werden in einer Richtung nach ihrem
isoelektrischen Punkt und in der zwei-
ten Dimension nach ihrer Masse ge-
trennt. Danach werden sie durch unter-
schiedliche Farbemethoden lokalisiert
und nachgewiesen. Durch das hier vor-
gestellte neue Verfahren, Proteine
durch die native Fluoreszenz der aro-
matischen Seitenketten (Tryptophan,
Tyrosin) im ultravioletten Spektralbe-
reich zu detektieren, wird das Anfar-
ben iiberfliissig, wodurch zeitraubende
Zwischenschritte wegfallen, und die
Reproduzierbarkeit, Ausbeute und
Empfindlichkeit erhoht wird.

Markierungsfreie UV-Detektion von
Proteinen

Neben der sehr guten Reproduzierbarkeit
und Detektion ist fiir eine erfolgreiche
Proteomanalyse auch deren Quantifizie-
rung wichtig. Unser neues UV-Detektions-
verfahren [3] besitzt mit 1 ng die gleiche
maximale Empfindlichkeit wie die Silber-
farbung und ist somit 10 mal sensitiver als
die weitverbreitete Coomassiefdrbung.
Dariiber hinaus zeichnet sich das neue
UV-Verfahren durch einen dynamischen

Bereich von mehr als drei GroBenordnun-
gen bei einer sehr hohen Reproduzierbar-
keit aus.

Besonders im niedermolekularen Be-
reich, wo durch die zahlreichen Férbe-
und Waschschritte die Ausbeute in kon-
ventionellen Markierungsverfahren oft
leidet, kommt die Sensitivitit des direk-
ten Proteinnachweises im Gel besonders
zum Tragen, was sich auch bei den nach-
folgenden massenspektrometrischen
Analysen positiv auswirkt.

Zur Anregung der nativen Fluoreszenz
wurden zwei verschiedene UV Laser (fre-
quenzverdreifachter Ti:SA-Laser mit 150
mW Leistung bei 280 nm und frequenz-
vervierfachter Nd:YAG mit 4 mW bei 266
nm) eingesetzt. Das erzeugte Fluore-
szenzlicht wurde mit einer UV-fdhigen,
empfindlichen BCCD-Kamera aufgenom-
men. Durch einen Emissionsfilter
(300 nm-375 nm) wird das Anregungs-
licht und das Umgebungslicht unterdriickt
(Abb. 1). Momentan wird das Gel in 1 cm?
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Abb. 1: Experimenteller Aufbau fiir die UV-Detektion von unge-
farbten Proteinen in Acrylamidgelen: (1) UV-Laser, (2) Sphérische
Linse (f=100 mm), (3) Stahlplatte, (4) Acrylamidgel, (5) Quarz-
glasplatte, (6) + (8) UV Objektive, (7) Bandpassfilter (300-375

nm), (9) CCD Kamera

lung mit dunklen Proteinspots.

Abb. 2: Zweidimensionale Gelelektrophorese vom cytosolischem Maushirnextrakt (Ge-
samthirn). 80 pg Protein wurden in einem 2DE-Gel mit einer Dimension von 6 x 7 cm?
separiert. Die UV-Anregung erfolgte bei 280 nm mit 15 mJ/cm?. A) Natives Fluoreszenz-
signal der Proteine B) Invertiertes Fluoreszenzbild entspricht der klassischen Darstel-
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groBBen Abschnitten aufgenommen, die zu
einem Gesamtbild mit einer Auflésung bis
zu 1.000 dpi zusammengesetzt werden,
wobei ein universeller Scanner fiir Gele
von 6 x 8 cm? bis 20 x 30 cm? zur Verfi-
gung steht.

Cytosolisches Maushirnextrakt
in 2D-UV-PAGE

Als eine der ersten Anwendungen wur-
den Gele vom cytosolischen Maushirnex-
trakt des Gesamthirns in Zusammenar-
beit mit Hoffmann-La Roche, Roche
Center for Medical Genomics (RCMG),
untersucht [4].

Die Proteine fluoreszieren hell in dem
UV-transparenten Standard-Acrylamid-

gel (Abb. 2A). Die von der Silberfirbung
gewohnte (invertierte) Darstellung ist in
Abbildung 2B gezeigt.

Diese ersten Resultate deuten darauf
hin, dass im niedermolekularen Bereich
unter 50 kDa mehr Proteinspots als
durch die Coomassiefirbung nachweis-
bar sind. So kombiniert die UV Detektion
die Vorteile der verschiedenen Farbeme-
thoden. Obwohl die Helligkeit von Trypto-
phan nur 1% (Tyrosin 0,1 %) verglichen
mit synthetischen Fluoreszenzfarbstoffen
[5] betrigt, besitzt sie den Vorteil, dass
bei der nativen Fluoreszenz alle Molekiile
in einem Spot zum Signal beitragen, also
100% der Proteine ,markiert® sind. Da
viele Proteine sogar mehrere Trypto-
phane und Tyrosine enthalten erklért
sich auch die hohe Empfindlichkeit des
Detektionsverfahrens. 99 % der humanen
Proteine > 10 kDa enthalten mindestens
eine fluoreszierende Aminosdure und
konnen prinzipiell durch native Fluore-
szenz nachgewiesen werden [3]. Ein
wichtiger positiver Nebeneffekt ist, dass
die Proben, fiir weitere Analysen (MS)
chemisch unveridndert zur Verfiigung ste-
hen. In der Zukunft ist geplant, den Laser
durch eine UV-Lampe zu ersetzen und
auf der Basis des eingereichten Patents
ein marktfihiges Produkt zu entwickeln.
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