5. Material und Methoden

5.1 Zdlkultur

Die Kultivierung von Neuroblassoma Neuro 2a-Zellen der Maus efolgte in nach Dulbecco
modifizietem Eagle’'s Medium (DMEM) erganzt durch 10% fétdes Kédberserum, 100 pg/mi
Streptomycin und 100 Einheiteryml Penicillin bei 37°C in befeuchteter Atmosphére mit 5% CO.
Pheochromocytoma PC12-Zdlen oder 615-Zdlen der Ratte (letztere Zelen sind stabil mit der
Rezeptortyrosinkinase TrkA, dem hochaffinen Rezeptor fir NGF trandfizierte PC12-Zéllen, en
freundliches Geschenk von Dr. B. Hempstead, Dept. of Pathology, Cornell University Medica
College, New York) wurden in DMEM ergdnzt durch 5% fotdes Kaberserum/10%
Pferdeserum sowie 100 pg/ml Streptomycin und 100 Einheiteryml Penicillin bei 37°C in
befeuchteter Atmosphére mit 5% CO, kultiviert.

5.2 Préaparation von Zdlkernen und K er nhiullen

5.2.1 Kern- und Kernhillenpr &par ation aus Neur o 2a-Zdllen

Kerne von Neuroblastoma Neuro 2A-Zelen wurden nach Emig et d. (1995) prépariert.

Neuro 2aZdlen von 15 Kulturschaden wurden nach Abnahme des Mediums mit 20 ml
PBS/Schale gewaschen, abgeschabt und in je 20 ml PBS resuspendiert. Nach Zentrifugation fir 5
min. bei 4°C und 500 g wurden die Zdllen mit PBS (je 10 ml pro Zelen von ener Kulturschale)
gewaschen, wie zuvor zentrifugiert und in je 2 ml STM 0,25 aufgenommen. Dies entgorach eéinem
Gesamtvolumen von 30 ml Zdlsuspenson in STM 0,25. Die Zdlsusgpenson wurde auf find
0,05% (w/v) Nonidet NP40 eingestdllt. Die Zdlen wurden in dieser Suspension durch 45 Zige in
einem Glas-/Glasdouncer homogenisert. Die Suspenson in STM 0,25 (30 ml) wurde durch
Zusaiz eines addguaten Volumens STM 2,1 (51,6 ml) auf 1,42 M Sucrose (STM 1,42)
engestdlt und auf enen diskontinuierlichen Sucrosegradienten geschichtet. Die Schichtung des
Gradienten (pro Rohrchen) erfolgte folgendermal3en (von unten nach oben): 2 ml STM 2,1; 204
ml Zellhomogenat-STM 1,42; 25 ml STM 0,8; 25 ml STM 0,25. Die Proben wurden fir 65
min. be 4°C in einer Kontron-Ultrazentrifuge im Schwingrotor TST 28.38 bei 23000 rpm
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zentrifugiert. Die Zelkerne werden dabel pdllettiert, wahrend Mikrosomen an der Phasengrenze
zu STM 0,8 angereichert werden. Die Zdlkernpelets wurden in insgesamt 2 ml STM 0,25
aufgenommen, in flilssigem Stickstoff eingefroren und bis zur Aufarbeitung bei -70°C aufbewahrt.

STM-X-Puffer: 50 mM TrigHCI pH 7,4
5mM MgSO,
2 mM Dithioerythrit (DTE)
1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
10ug/ml Leupeptin
10ug/ml Apratinin
1 mM NaVO,
X M Sucrose

Kernmembranen wurden nach einer modifizierten Form der Methode von Otto et d. (1992)
prépariert. Die Kerne (5-8 mg Protein) wurden auf Eisin 40 ml TP Puffer (10 mM TrisHCI pH
7.4, 10 mM NaHsPO, pH 74, 1 mM PMSF, 10 pg/ml Aprotinin, 10 pg/ml Leupeptin) in
Gegenwart von 250pg/ml Heparin, 1 mM NagV O,4, 10 mM NaF und 400 Einheiten von Benzon
Nuclesse (Merck) suspendiert. Die Suspension wurde 90 min bel 4°C geriihrt. Die
K ernmembranen wurden dann durch Zentrifugation fiir 30 min bei 10000g bei 4°C pellettiert und
in STM 0.25 Puffer (20 mM Tris/HCI pH 7.4, 0.25M Sucrose, 5 mM MgSO,, 1 mM NaVO,,
1 mM PMSF, 10 pg/ml Aprotinin, 10ug/ml Leupeptin) zu etwa 1 mg/ml resuspendiert. Die
Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford (1976). In den Kermembranprgparationen verblieben

etwa 6-9% des gesamten Kernproteins.



5.2.2 Kern- und Kernhullenpr dpar ation aus PC12-Zellen

Kerne aus Ratten-Pheochromocytoma PC 12-Zellen wurden in Anlehnung an die Methode von
Tang et d. (1996) prépariert. Die Volumina snd angegeben fur Zdlen auf einer Kulturschde (14
cm @). Die Zdlen wurden durch Abschaben von den Kulturplatten geerntet und in 10 ml Puffer B
(20 mM TrigHCL pH 7,4, 0,32 M Sucrose, 3 mM CaCl,, 1 mM MgCl,,) suspendiert und
enma mit dem gleichen Puffer gewaschen. Die Zdlen wurden dann homogenisiert durch Douncen
in enem Glas-Douncer (20 Zige) in 10 ml Puffer B erganzt durch 1 mM NaVO, und die
Proteaseinhibitoren 1 mM PMSF, 10 pg/ml Aprotinin und 10 pg/ml Leupeptin. Die Suspension
wurde 10 min bei 4°C und 700g zentrifugiert. Das Pellet wurde aufgenommen in 2 ml des
erganzten Puffers B mit zusétzlich 0,2% (w/v) Triton X-100 und fir 5 min. bel Raumtemperatur
inkubiert. Bel diesem Schritt konnte lichtmikroskopisch verfolgt werden, wie die Plasmamembran
noch intakter Zellen solubilisiert wurde, die Zelkerne aber morphologisch unverdndert blieben.
Die Suspension wurde erneut fiir 10 min. bei 4°C und 700g zentrifugiert. Das Pellet wurdein 1 m
Puffer A (1 mM NaH«PO,, pH 6,5, 0,32 M Sucrose, 3mM CaCl,, 1 mM MgCl, ergénzt durch
Proteasainhibitoren wie oben und 1 mM NagVV O, resuspendiert. Die Suspension wurde auf einen
diskontinuierlichen Sucrosegradienten (je 3 ml 08 M, 1,2 M, 2M Sucrose in Puffer A)
aufgetragen und fiir 60 min. be 4°C und 28000 rpm (Schwingrotor TST.41) zentrifugiert. Dabel
wurden die Kerne pélettiert, wahrend eine Mikrosomenfraktion an der Phasengrenze zwischen
1,2 M Sucrose und 2 M Sucrose verblieb. Bel jedem Schritt wurde ein Aliquot fir eine SDS-
PAGE mit anschlieffendem Western Blot zur Charakteriserung der Fraktionen entnommen. Die
Kerne wurden in Puffer B erganzt durch Proteasainhibitoren und 1 mM NaV O, aufgenommen,
bis zur weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C aufbewahrt.
Die Kernhtllenprgparation erfolgte wie bel den Neuro 2a-Zd len.
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5.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Die zu vermessende Probe, die eine Proteinmenge zwischen 5-20 pg enthaten sollte, wurde mit
H20O bidest. auf eén Volumen von 500 Yl aufgefulllt. Hinzugefligt wurden 500 l des Bradford-

Reagenz. Die Kdibrierung der Messung erfolgt Uber eine nach dem gleichen Schema pardle zu
den Proben angesetzte Konzentrationsrethe mit Rinderserumabumin (BSA) mit Proteinmengen
zwischen 0-30 pg/Ansatiz. Proben und Standards wurden photometrisch be |1 =595 nm
vermessen und die Proteinmenge in den Proben mit der Kaibrierreihe korrdiert. Die Methode

elgnet sich nicht fir Proben, die Detergentien oder reduzierende Substanzen enthaten.

Bradford-Reagenz: Coomassie Brilliant Blue G-250 0,06% (w/v)
Perchlorséure (70-72%) 42,8% (wiv)

5.3 Zdlsimulierung und I n vitro Phosphorylierung

5.3.1 Stimulierung von PC 12-Zellen und 615-Zelen mit NGF und

K ultivierung von Neuro 2a-Zdlen in Gegenwart von Kalium-(2,2 -

Bipyridin)-oxobisper oxovanadat (V)

PC 12-Z€llen oder 615-Zellen wurden nach der letzten Passage auf Kulturschalen oder nach
Aussaat auf einem Poly-L-Lysin-beschichteten 15-L och-Objekttréger (s. Abschn. 5.4.6) fir 24 h
in Medium (Abschn. 5.1) kultiviert. Dem Kulturmedium der Halfte der Zdlen wurde dann fir 24
h 50 ng/ml NGF (2,5 S, human, rekombinant) hinzugefiigt. Die Zellen wurden dann entweder fUr
die Kernhillenprgparation geerntet oder fur die indirekte Immunfluoreszenz (s. Abschn. 5.4.6)
verwendet.

Neuro 2a-Zdlen wurden nach der letzten Passage fir 24 h kultiviert. Dem Kulturmedium der
Héfte der Zellen wurde fir 20 min. 100 pM K[VO(O,),]CioHsN2 (Kdium-(2,2 -Bipyridin)-



oxobisperoxovanadat  (V), BiPy) hinzugefigt. Die Zdlen wurden dann fur die

Kernhlllenpréparation geerntet oder fir die indirekte Immunfluoreszenz verwendet.

Synthese von BiPy nach Posner et a. (1994)
1,95 g KOH-Padtillen wurden in 30 ml H,O bidest. gelost. 2,759 (15 mmol) NaV,Os wurden
unter Rihren bei Raumtemperatur (RT) hinzugefigt, danach 1,5 ml 30% (w/v) H,O,. Die Lésung

wurde fur weitere 5 min. bei RT gertihrt. Die Lsung wurde dann filtriert, das Filtrat wurde fir 30
min. bei RT stehengelassen. 5g (32 mmol) Bipyridin in 20 ml Athanol wurden unter Riihren dem
Filtrat hinzugefgt und die Lésung fur weitere 30 min. bel RT inkubiert. Tropferwe se wurden 100
ml Athanol zur Losung hinzugefiigt, und das Resktionsgefald wurde zum Auskrigtalisieren des
Produktes bel 4°C inkubiert. Verbliebenes Bipyridin sollte dabe in Lésung verbleiben. Das
Produkt wurde durch Filtrieren unter Wasserstrahlpumpen-Vakuum gewonnen. Der Filterkuchen
wurde mit weiteren 100 ml eiskdten Athanols gewaschen und im Exskkator Uber
Phosphorpentoxid getrocknet. Die Ausbeute betrug 5g (=50%). Die Struktursicherung erfolgte
Uber Molekulargewichtsbestimmung des Resktionsproduktes mit  massenspektrometrischen
Methoden sowie mit Infrarot- und Ramanspektroskopie. Die Spektroskopie fir die
Strukturscherung wurde von Dr. W.-D. Hunnius, Inditut fir Anorganische und Anaytische
Chemie, FU Berlin, durchgefihrt.

5.3 2 In vitro Phosphorylierung

0.5 mg Kernmembranprotein oder intakte Kerne wurden entweder direkt nach der Prdparation
oder nach zwischenzeitlichem Einfrieren in fliissigem Stickstoff und Lagerung bei -70°C mit Hilfe
endogener Proteinkinasen in  vitro phosphoryliet Die Resktion wurde be  ener
Proteinkonzentration von 0.5 mg/ml in 20 mM Tris/HCl pH7.4, 1 mM Ouabain, 1 mM NaV O,,
10 mM NaF, 10 mM MgCl;, 2 mM MnCl,, 0.1 mM EGTA, 1 mM PMSF, 10 pg/ml Apratinin,
und 10 pg/ml Leupeptin in Gegenwart von 10 pM ¢ *P-ATP (spezifische Aktivitdt ca 1
Ci/nmol) fir 15 min bei 30°C ausgefihrt. Zum Stoppen der Reaktion wurde BAC-Probenpuffer
im Volumenverhdtnis 1:1 zum Resktionsansatz hinzugefligt. In enigen Experimenten (sAbschn.
3) enthidten die Resktionsansiize zusétzlich 100 pM BiPy. Fur die in vitro Phosphorylierung mit
rekombinanter PKC a (23 Einheiten/Ansatz) wurde der Resktionspuffer durch 200 nM Phorbol-
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12-Myrigtat-13-Acetat-4-O-Methylester (PMA) erganzt. In eéinem weiteren Experiment wurden
andedle von Kernmembranprotein 10 pg rekombinanten LAP 2b as PKC a-Substrat

verwendet.

5.4 Antikorper und | mmunchemische M ethoden:

5.4.1 Antikorper R1

Das polyklonae Antissrum R1 wurde gegen en C-termindes Peptid von LAP 2b (Reste 438-
451, GNPFTNFLQDTKIS) im Labor von Prof. Viktor Tsetlin, Shemyakin Ovchinnikov Ingtitut
fur Bioorganische Chemie, Moskau, erzeugt. Das Antiserum erkennt (nach dem gpparenten
Molekulargewicht der Proteine in der Gelelektrophorese und, im Falle von LAP 2b and 2e, der
Andyse in der MALDI-Massengpektrometrie zufolge) die Lamina-assoziierten Polypeptide 2b,
29, and 2e. FUr Immunoprazipitations-Experimente wurden die Antikdrper durch
Dimethylsuberimidat mit Protein G-Sepharose (Pharmacia) vernetzt. 50 pl Protein G-Sepharose-
gekoppelter R1-Antikdrper wurden zu den Immunprézipitetionsansdizen hinzugefiigt. Fur
Western Blots immunoprézipitierter Proben wurden Protein G-Sepharose-gereinigte Antikorper
mit Sulfo-NHS-Biotin (Pierce) biotinyliert. Meerrettichperoxidase-konjugiertes  Streptavidin
(Sigma) wurde zur Visudisgerung durch verstérkte Chemolumineszenz (ECL) eingesetzt, wenn die
Wesern Blots mit dem bictinylieten prim&ren Antikorper andyset wurden. Dieses
Detektionssystem wurde gewdahlt, well LAP 2b in der Geleektrophorese nach Laemmli (1970)
mit der schweren Antikdrperkette komigriert. Der biotinylierte R1-Antikérper (zur Verfligung
gestelt von Dr H. Otto, FU Berlin) wurde in ener Verdinnung von 1:200 fir Western Blots
engesetzt. Im anti-LAP 2b-Western Blot nach BAC-Geldlektrophorese wurde der Antikorper
R1 in ener Verdinnung von 1:2000, in der indirekten Immunfluoreszenz in einer Verdiinnung von

1:400 eingesetzt.

Kopplung der Antikorper an Protein G-Sepharose:

In einem typischen Experiment wurde 1 ml R1-Antikorper-Stocklésung auf 10 ml mit Puffer A
(20 mM HEPES/NaOH pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA) verdinnt, 0,5 ml mit Puffer A
aquilibrierte Protein G-Sepharose wurden hinzugefiigt, und die Suspension wurde fir 1 h be 4°C
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unter Schiitteln inkubiert. Nach Abzentrifugieren (ale Zentrifugationsschritte: 1 min. be 4°C und
1000 rpm in der Zel-Zentrifuge) wurden die Beads 5X mit je 10 ml Puffer A und 2X mit je 10
ml 0,2M Natriumboraa pH 9 (Boratpuffer) gewaschen. Dazwischen efolgten jewells
Zentrifugationschritte. Nach der letzten Zentrifugation wurden die Protein G-Sepharose-
gebundenen Antikorper in 10 ml Boratpuffer resuspendiert. Die kovadente Kopplung der
Antikorper an die Protein G-Sepharose erfolgte durch Zusatz von 60 mg Dimethylsuberimidat
(DMS, find 22 mM). Es erfolgte eine Inkubation fur 1 h bei Raumtemperatur unter Schiitteln. Die
Vernetzungsreaktion wurde durch den Zusatz von Substanz mit priméren Aminen gestoppt. Nach
der Resktion wurden die Beads pellettiert und der Uberstand der Vernetzungsresktion daher
durch 10 ml 0,2 M Ethanolamin pH 8,0 ersetzt und die Suspension fir 2 h bei Raumtemperatur
unter Schiitteln inkubiert. Danach wurden die Beads 4 mit je 10 ml TBS (20 mM TrisHCI pH
7,4, 137 mM NaCl) gewaschen. Nach der |etzten Zentrifugation wurden die Beads im Verhdtnis
1.2 ihres dbgeschédtzten Volumens in TBS unter Zusaz eingr Spadspitze Natriumazids
resuspendiert und bei 4°C aufbewahrt.

5.4.2 Antiphosphotyr osin-Antik or per

Fur Western Blots wurden verschiedene monoklonae Antikorper gegen Phosphotyrosin getestet:
PY 20 und RC 20 (Dianova), 4G10 (Upstate Biotechnologies) sowie PY 99 (Santa Cruz
Biotechnologies). Die Antkorper wurden als Meerrettichperoxidase-Konjugat eingesetzt und mit
vergérkter Chemolumineszenz (ECL) detektiert. Sat der Erhdltlichkelt des Antikorpers PY 99
wurde ausschliedich dieser verwendet, da dieser Antikdrper im Vergleich zu den anderen
verwendeten anti-Phosphotyrosin-Antikorpern in Gegenwart physiologischer Salzkonzentrationen
in dlen Anwendungen (Western Blot, Imnmunprézipitetion und indirekte Immunfluoreszenz)
reproduzierbare Signde lieferte. Fir die Immunpréazipitation wurden zunéchst biotinylierte RC 20-
Antikorper eingesetzt, die durch Streptavidin-Agarose prézipitiert wurden, spater Agarose-
konjugierte PY 99-Antikorper. Im Western Blot wurden die Antikorper 1:2000 vedinnt
eingesetzt, in der Immunprézipitation wurden 5pg AntikOrper pro Ansatz eingesetzt. Fur die
indirekte Immunfluoreszenz (IF) wurde auschliefdich der Antikbrper PY 99 verwendet
(Verdiinnung von 1:50).



5.4.3 Sonstige ver wendete Antikorper

Als primé&e AntikOrper wurden in verschiedenen Experimenten eingeseizt: anti-Lamin A/C
(1:1000 im Western Blot, WB), der freundlicherweise von Dr. F. McKeon (Dept. of Cell
Biology, Harvard Medica School, Boston) zur Verfiigung gestdlt worden ist, ds sekundére
Antikorper:  anti-Maus dkalische Phosphatase-Konjugat (1:2000, WB), anti-Maus-
Meerrettichperoxidase-Konjugat, (1:2000, WB), anti-Kaninchen-alkalische Phosphatase-oder
Meerrettichperoxidase-Konjugat (jeweils 1:2000), anti-Maus Texas Red (1:200, IF), anti-Maus
Cy? (1:200, IF), anti-Kaninchen Cy?, (1:1000, |F), Streptavidin-Meerrettichperoxidase (1:1000,
WB).

5.4.4 Ve suchshedingungen der | mmunpr azipitation

150 pg Kernmembranprotein wurden initid in 0.5%(w/v) SDS, 2%(w/v) Triton X-100, 0.3 M
NaCl, and 20 mMTrisHCI pH 7.4 in Gegenwart von 1 mM PMSF, 10 pg/ml Aprotinin, and 10
po/ml Leupeptin fir 15 min. solubilisert. Die Proben wurden dann auf die finden
Immunoprézi pitationsbedingungen von 20 mM Tris/HCl pH 7.4, 100 mM NaCl, 1% (w/v) Triton
X-100, 0.1%(w/v) SDS, 1 mM NaVO,, 10 MM NaF, 1 mM PMSF, 10 pyg/ml Leupeptin and
10 pg/ml Aprotinin (IP-Puffer) verdinnt und fiir weitere 30 min bei 4°C solubilisiert. Die Proben
wurden dann fur 10 min. bel 13000 rpm in ener Biofuge (Heraeus) zentrifugiert. Antikorper-
Agarose- oder -Protein G-Sepharose-K onjugate wurden zum Uberstand hinzugefiigt und iber
Nacht unter Schiitteln (=21400 rpm) inkubiert. Die Antigen-Antikdrper Komplexe (IP-Pellet)
sedimentierten danach durch Schwerkraft und wurden dreima mit je 1 ml 1P-Puffer gewaschen.
Die Proteine wurden dann mit 2° Laemmli Probenpuffer von den Beads euiert. Der Erfolg der
Immunprézipitation wurde nach SDS-PAGE im Wesern Blot nachgewiesen, im Fdle der
Immunprézipitation von LAP 2b aulerdem durch massenspektrometrische Analyse von Peptiden
aus dem in-Gel-Verdau pardld aufgearbeiteter Proben.



5.4.5 Western Blot

5.4.5.1 Antikor per-1nkubationen

Die Blotmembran nach dem Transfer der Proteine aus dem jewelligen Gd wurde fur 2 h be

Raumtemperatur (RT) oder Uber Nacht bei 4 OC mit 5% (w/v) Magermilch in TBS-T blockiert.
Danach wurde die Membran fir 3 x 10 min. mit TBS-T gewaschen und fir 2 h bei RT oder Uber

Nacht bei 4 OC mit dem priméren Antikorper inkubiert. Erneut wurde fir 3”10 min. mit TBS-T
gewaschen und fir 1 h be RT mit dem sekundéren Antikorper je nach Detektionssystem
inkubiert. Die Blotmembran wurde nochmas 3~ 10 min. mit TBST gewaschen, bevor ene
Entwicklungsresktion durchgefuinrt wurde,

TBST: 20mM TrisHCl pH 7,4
137 mM NaCl
0,1% (w/iv)  Tween-20

5.4.5.2 Entwicklungsreaktionen

5.4.5.2.1 Detektionssystem alkalische Phosphatase

In diesem Detektionssystem wurde ein akalische-Phosphatase-gekoppelter 1gG as sekundérer
Antikorper eingesetzt (s. Abschn. 5.4.3). Nach dem letzten Waschgang wurde die Blotmembran
fur 20 min. in Entwicklungspuffer inkubiert. Danach erfolgte eine Inkubation in FarbelGsung fur
eine Dauer nach Bedarf. In der Reaktion, die bis zum Auftreten von Banden durchgefiihrt wurde,
bildete sich auf der Hohe der Banden, die vom priméren Antkorper erkannt worden waren, ein

blaulicher Farbstoff. Die Reaktion wurde mit 10 mM EDTA gestoppt.

Sekundéarer Antikérper:  1gG gekoppelt mit adkaischer Phosphatase,
Verdinnung 1:1000 oder 1:2000 in
TBS-T mit 5% (w/v) Magermilch




Spatelspitze NaN3

Entwicklungspuffer: 0,1 M NaHCO3 pH 9,8
1 mM MgClo
Férbel 6sung: 5% (VIv) Nitroblue-Tetrazoliumchlorid-Lésung (NBT)
5% (vIv) 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl phosphat-p-Toluidinsaz
(BCIP)
in Entwicklungspuffer
NBT: 3% (W) in 70% Dimethylformamid (DMF)
BCIP. 15% (w/v)  inDMF

5.4.5.2.2 ECL-Blot

Der sekundére Antikorper war hier mit Meerrettichperoxidase gekoppdt. Mit einem geeigneten
Substrat wurde eine Chemolumineszenz hervorgerufen, deren Postion auf der Blotmembran
durch Schwazung enes spezidlen Fims wérend de  Expodtion in ener
Autoradiographi ekassette detektiert wurde.

Nach der Inkubation mit dem sekundéren Antikorper wurde 3 X 10 min. mit TBS-T gewaschen.

Danach wurde fir 1 min. in 125 pl/cm2 der Blotmembran des Detektionsreagenz (SuperSignd,
Pierce) inkubiert und die Blotmembran sofort nach dem Abtropfen gegen enen Hyperfilm-ECL
exponiert. Die Entwicklung erfolgte nach Standardmethode wie in der Autoradiographie.

sekundérer Antikorper: M eerretti chperoxidase-gekoppelter 1gG (s. Abschn. 5.4.3),
1:2000
in TBS/5% Magermilch




5.4.6 indir ekte | mmunfluor eszenz

Fur indirekte Immunfluoreszenz wurden Neuro 2A-Zdlen oder 615-Zdlen in Medium wie
beschrieben auf Poly-L-Lysn-beschichteten 15-Loch-Objekttrégern fir 24 h kultiviert. Je nach
Experiment wurden die Zdlen dann gimuliert. Die Fixierung efolgte durch 3% (wiv)
Paraformadehyd (PFA) fir 30 min. bel Raumtemperatur. Isolierte Zdlkerne wurden in einer
geaigneten Konzentration auf 15-Loch-Objekttréger pipettiert. Dort sedimentierten se fir 30
min. durch Schwerkraft, bevor sie nach Abnahme des Uberstands durch PFA fixiert wurden (fir
30 min. Inkubation).

Anschlief?end wurden die Objekttréger fir 2° 15 min. in 0.1 M Glycin in PBS zum Abreegieren
eventudler Uberreste von PFA inkubiert, bevor die Zdlen bzw. Zdlkerne in 80% (v/iv) Methanol
in PBS fir 20 min. Bei -20 © C permesbilisert wurden. Danach wurden unspezifische
Bindungsstellen flr Antikdrper durch 5% (v/iv) Norma-Ziegenserum (NGS) in PBS fur 30 min.
bel Raumtemperatur blockiert. Es folgte die Inkubation der Zelen mit primé&em Antikorper
(jeweilige Verdinnung in 3% (viv) NGS-PBS) fir 1 h bei Raumtemperatur. Danach wurde 4

mit PBS gewaschen, bevor die Zdlen mit dem sekundéren Antikorper (verdinnt in NGS-PBS)
fur 30 min. inkubiert wurden (fir die verwendeten Antikdrper s. Abschn. 5.4.3). Nochmas
wurde dann 4 mit PBS gewaschen, 5 min mit 4°,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) inkubiert
(dieser Schritt erfolgte nur bel der Vorberaitung ganzer Zelen fir die indirekte Immunfluoreszenz,
nicht bei der Vorbereitung isolierter Kerng), 1 mit PBS und 1© mit H,O bidest. gewaschen.
Dann wurden die trocken gesaugten Objekttréger in Gegenwart von Fluoromount G verseget.
Die Zdlen oder Zelkerne wurden mittels konfokaer Laserscanning-Mikroskopie andysert. Die
Bedienung des Mikroskops erfolgte durch Dr. Torsten Schoneberg, Indtitut fir Pharmakologie,
FU Berlin.
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5.5 Trennmethoden fiir Proteine und Peptide

5.5.1 Trennmethoden fiir Proteine

5.5.1.1 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgel el ektrophorese (nach Laemmli, 1970)

Mit dieser Methode konnen Proteine unter denaturierenden Bedingungen der reativen
Molekilmasse nach aufgetrennt werden. Die Gelmatrix besteht aus Polyacrylamid nach einer
Radika ketten-Polymerisation von Acrylamid/Bisacrylamid, wobei die Porenweite des Gels Uber
das Verhdtnis Acrylamid:Bisacrylamid und deren Konzentration relativ zu den anderen
Komponenten der Gdltsung gesteuert werden kann. Die radikalische Resktion wird durch
Ammoniumperoxodisulfat (APS) unter Stabiliserung der Radikae durch N°,N",N",N’"-
Tetramethyl-Ethylendiamin (TEMED) gestartet.

Die Denaurierung der Proteine efolgt Uber die Reduktion von Disulfidoriicken durch b-
Mercaptoethanol sowie durch Anlagerung von Natriumdodecylsulfat (SDS) an die Proteine,
wobei angenommen wird, dald ca. 1,4 g SDSg Protein binden. Die Proteine erhaten dabel unter
idedisgerender Annahme vollsténdiger Entfaltung negative Ladungen néherungsweise proportiond
zu ihrer Molekllmasse.

Be der diskontinuierlichen SDS-PAGE wird Uber das Trenngd ein Sammegd mit niedrigerem
pH dsim Trenngd geschichtet. Im Sammelgd bestzen die Chloridionen aus dem Laufpuffer eine

erheblich hohere Mobilitét as das ebenfdls enthdtene Glycin, wodurch es hinter der Cl--Front zu
ener Verarmung an Ladungstréagern und dadurch zu einer Verstérkung des eektrischen Feldes
kommt. Die Proteine werden quas zwischen Chloridionen und Glycin "eingeklemmt” und laufen
daher ds scharfe Front in das Trenngd ein.

SDS-PAGE im Hachgel

Zur Auftrennung von Kernmembranproteinen wurden die Proben nach Zugabe des Probenpuffers

30 min. bei 50 OC inkubiert. Die Flachgele wurden im Hoefer-Gelsystem (14~ 16~ 0.075 cm,
15 ml Trenngellésung und ca. 5 ml Sammelgdldsung pro Gel) oder im Biorad-Gelsystem (6.5 °

8,0" 0,15, 6,6 ml Trenn- und 2 ml Sammelgdlésung pro Gd) hergestdlit. Es wurden Gele mit
7,5% Acrylamid/Bisacrylamid , 10% AA/Bis sowie 15% AA/Bis im Trenngd sowie 3% oder
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45% AA/Bis im Sammedgd verwendet. Die Gde im Hoefer-Sysem liefen ba 100 V im
Sammelgd und 250 V im Trenngel oder dternativ bel 4 mA pro Gel (kongtanter Strom) Gber
Nacht. Die Gdeim Biorad-System liefen bei 40 V im Sammd- und 110 V im Trenngd.

Trenngd (10%):  10% (wiv)  Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)
375 mM TrisHCl pH 8,8
0,1% (w/v)  SDS
1 mg/ml APS
1p/m TEMED

Sammdgd (3%): 3% (W) AA/Bis (37,5:1)
125mM TrigHCI pH 6,8
0,1% (W)  SDS
1 mg/mi APS
1 y/m TEMED

Laufpuffer: 25mM Tris
192 mM Glycin
0,1% (w/v) SDS
pH 8,3 (nicht nachtr&glich zu titrieren)

Probenpuffer: 62,5 mM TrigHCI pH 6,8
10% (w/v)  Glycerin
5% (Wiv) b-Mercaptoethanol
3% (W) SDS
0,0025% (w/v) Bromphenolblau



5.5.1.2 BAC-Gel-Elektrophorese

Die BAC (Benzyldimethyl-Hexadecyl-Ammoniumchlorid)-Gele ektrophorese in Kombination mit
herkommlicher  SDSPAGE (Hatinger et d., 1996) ist die ese Dimenson enes
zweidimensonden Gesysems. Proteine werden hier nach Anlagerung des kationischen
Detergenz 16-BAC unter Verwendung eines sauren Puffersystems in umgekehrter Polaritét wiein
der SDS-PAGE aufgetrennt. Das Ergebnis ener Trennung in beidden Dimensionen ist ein etwa
Habmond-formiges Proteinmudter, in dem die Proteine nach Fabung ndherungsweise
punktformig erscheinen. Die Trennleistung ist damit erheblich hoher ds in einer eindimensonaen
Trennung. Da ionische Detergenzien in beiden Dimensionen verwendet werden, ist das System
besonders fir Proben mit Membranproteinen gesignet.

Verwendet wurde fur die erste Dimenson ein 6%-10% (w/v) Acrylamid-Gradientengd. Das
Trenngel wurde auf pH 2,1 gepuffert, das Sammelgd (4% wiv) auf pH 4,1. Die Proben wurden
in 2 X BAC-Probenpuffer aufgenommen und fiir 5 min. bei 60°C inkubiert. Die Elektrophorese
efolgte ba 10 mA bis zum Eintritt der Proben in das Trenngd, danach bel 25 mA kongtanten
Stroms.

Fur die zwete Dimenson wurden Polyacrylamidgele wie in der Elektrophorese nach Laemmli
(1970) verwendet. Eingesetzt wurden Gradientengee mit 7,5% (wiv)-15%  (wiv)
Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) und einem 4%-Sammelgd. Das Gel aus der ersten Dimension
wurde nach der Coomass e-Farbung/Entfarbung tber Nacht in 62,5 mM TrigHCI pH 6,8 auf die
Bedingungen fir das Sammelgel der zweiten Dimension aquilibriert. Jeweils eine Gelspur aus der
erden Dimenson wurde horizontal auf das Sammelgd der zweiten Dimension gelegt und mit
2 Laemmli-Probenpuffer (s.oben) Uberschichtet. Nach zehn Minuten Inkubation wurde die
Elektrophorese (10 mA im Sammelgd, 25 mA im Trenngdl) gedtartet.
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Zusammensetzung des Gelsuns der Puffer fur die erste Dimension:

Trenngd:

Sammelgd:

Probenpuffer (2X%):

L aufpuffer:

6% bzw 10% (w/v) Acrylamid:Bisacrylamid 80:1 (AMBA)
Bisacrylamid 1:126 im Verhdtnis zu AMBA

75 mM NaH«PO,4, pH 2,1

3 M Harngtoff

0.1%(w/v) 16-Benzyldimethy-Hexadecyl-Ammoniumchlorid
(16-BAC)

0.4 mM Ascorbinsdure

8 PM FeSO,

0.00012% H,0,

4% AMBA

Bisacrylamid 1:.17 im Verhdtnis zu AMBA
125 mM NayH POy, pH 4,1

1.67 M Harnstoff

0.07% 16-BAC

0.416 mM Ascorbinsaure

5.5 UM FeSO,

0.00021% H,0,

250 mM 16-BAC

8.3 M Harnstoff

10% (w/v) Glycerin

75 mM

0.01% (w/v) Pyronin Y

25mM 16-BAC
150 mM Glycin
50 mM Ortho-Phosphorséure
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5.5.1.3 Blaue Native Elektrophorese (Schagger und Jagow, 1991)

Die Blaue Native Elektrophorese ist ein Trennsystem fir native Proteinkomplexe, be der auf
denaturierende ionische Detergentien wie SDS im Gd oder im Laufpuffer verzichtet wird. Die
Triebkraft fUr die gerichtete Migration der Proteinkomplexe zur Anode wird durch den Zusatz des
Farbstoffs Coomassie Brilliant Blue G-250 zum Proben- und Laufpuffer bereitgestelt. Der
negativ geladene Farbstoff lagert sch an bassche Aminosiurereste an, jedoch ohne Protein-
Protein-Interaktionen zu brechen.

Fur die Auftrennung von Kernhillenproteinen im Rahmen der voliegenden Arbeit wurden 5%-

16% (Acrylamid/Bisacriylamid 37,5:1) Gradientengele verwendet.

Gel: 5M 6-Aminocapronsaure
50 mM BisTris
adéguate Menge an Acrylamid/Bisacrylamid
fur 16%-Gd: 16,7% (w/v) Glyzerin

Die Polymerisation des Gels wurde mit APS, find 0,03% (w/v) und TEMED fina 0,07% (w/v)
gestartet.

Anodenpuffer: 50 mM BisTris,

eingestelt auf pH 7,0 mit HC
Kathodenpuffer: 50 mM Tricin

15 mM BisTris

0,005% (w/v) Coomassie blue G-250
eingestdlt auf pH 7,0
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Die Proben wurden unter folgenden Bedingungen in Puffer aufgenommen und aufgetragen:

50 mM BisTris

10mM DTT

1% (w/v) Dodecylmannosid

0,25% (w/v) Coomassie blue G-250

250 mM 6-Aminocapronsiure

10% (whv) Glyzerin
Um Protein-Interaktionen unter stringenteren Bedingungen zu untersuchen, wurde den Proben
0,1% (w/v)-1,0% (w/v) SDS hinzugefigt. Die Elektrophorese von Proben auf Minigelen wurde
bei 100 V durchgefiihrt.

5.5.2 Trennmethoden fur Peptide

5.5.2.1 Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC)

Peptidgemische von in-Gel-verdauten Proteinen wurden auf einer SMART-Mikro-HPLC-Anlage
(Pharmecia) getrennt. Als Trennsule wurde ene C2/C18-Saule (URPC) mit 2 mm
Innendurchmesser verwendet. Das Chromatographieprinzip ist dabel eine Trennung der Peptide
nach ihrer Hydrophohbizitét. Die Peptide werden zunéchst an das hydrophobe Tragermateria
adsorbiert und dann mit deigender Konzentration an  organischem Losemittd  duiert
(Umkehrphasen-HPLC).

Die Detektion der Peptide erfolgte pardld bel 215 nm, 270 nm und 280 nm aufgezeichnet in
Intervalen von 0,64 sec.. Die Fraktionen wurden manuell in 0,5 ml-Reaktionsgefa3en gesammelt
und sofort lyophilisert. Das Puffersystem bestand aus den Losungen A (2% (v/iv) Acetonitril,
0,1% (v/v) Trifluoressigsdure) und B (70% (v/v) Acetonitril, 0,085% (v/v) Trifluoressgsaure).
Die Hul¥ate betrug 50 W/min. Die Injektion erfolgte 30 min. nech Stat des Gradienten-
Programms, unmittelbar zuvor wurde die UV-Absorption durch die AutoZero-Funktion auf null
gesetzt.
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Gradient: Zdtin min. % L 6sung B

0 100
10 100
15 0

Probeninjektion bel 30 min.

45 0
73 16
140 60
155 100
170 100

Die Acetonitrilkonzentration stieg zunéchst bis zu einer Konzentration von 11,2% kontinuierlich
um 0,4%/min. an, danach bis zu einer Konzentration von 45% kontinuierlich um 0,35%/min.,
danach bis zu einer Konzentration von 70% kontinuierlich um 1,7%/min. Die mesten Peptide aus
dem tryptischen Verdau von Proteinen euierten bel einer Acetonitril-Konzentration von 15%-

45% von der Trennséule.

5.5.2.2 Dunnschichtelektrophorese

Be da hier angewendeten Vaiante der Dunnschichtelektrophorese wurden Peptide
endimensond auf Cdluloseplatten (Format 10 x 10 cm, ohne fluoreszierenden Farbstoff,
Tragermateria Glas) in einer horizontalen Hochspannungsel ektrophorese auf einer Apparatur der
Fa Pharmacia aufgetrennt. Die Substanzen werden dabel aufgrund ihrer eigenen Ladung unter
den gewéhlten Pufferbedingungen sowie aufgrund ihrer Grof3e getrennt.

Als Pufferreservoirs wurden in Laufpuffer getrankte Filterpapierstreifen (zugeschnitten auf 10”1
cm) verwendet, die auf die Rander der Celuloseplatte gelegt wurden. Dort wurden die
Elektroden aufgesetzt.

Die lyophiliserten Proben wurden in Volumina von je 2 W Laufpuffer aufgenommen, 3 min.
sonifiziert und in der Tischzentrifuge kurz zentrifugiert. Dann wurden die Proben nach und nach
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vorschtig mit einer geeigneten Pipette auf die Dunnschichtplatte aufgetragen. Neben der Probe
wurde ein Farbmarker (DNP-Lysin und Xylencyanol) aufgetragen.

Anschliellend  wurde die  Diunnschichtplaite mit  ener mit  Laufpuffer  fur  die
Dunnschichtel ektrophorese getrankten Filterpapiermaske, in die konzentrische Aussparungen fUr
die Auftragspunkte von Proben und Marker gestanzt waren, befeuchtet. Der Bereich der
Auftragspunkte wurde durch manuellen Druck auf das Filterpapier befeuchtet, wodurch Proben
und Marker zuséizlich konzentriert wurden.

Die Elektrophorese wurde mit 350V/10mA durchgefihrt.

Als Kihlvermittler zwischen der von Wasser durchstromten Kihlplatte und der Celluloseplaite

wurde Bayol F verwendet.
Marker: 5 mg/ml-Dinitrophenyl-Lysn (DNP-Lysn)

1 mg/mi Xylencyanol FF
in HxO/pH 1,9-Laufpuffer 1:1

2 D-Phosphopeptidkartierung nach Boyle et al., 1991)

Die Probenvorbereitung erfolgte mit einem tryptischen Verdau von je 10 pg (geschétzt nach
Blotfabung) radioaktiven LAP2b nach Trennung der Kernhillenproteine in der BAC-
Geddektrophorese, Elektroblotting auf eine PVDF-Membran, Autoradiograhie, India Ink-
Férbung und Ausschneiden der zu LAP 2b korrespondierenden Spots aus der Membran.

Die lyophiligerten Peptide wurden in 5 pl Laufpuffer, pH 1,9, aufgenommen und auf eine
Cdluloseplatte pipettiert und in einer Dunnschichtelektrophorese bei 350 VV/ 10 mA fur 20 min. in
der ersten Dimension aufgetrennt. Danach wurde die Celluloseplatte mit einem Fon unter Katluft
getrocknet.

Nach dem Auftragen des Farbmarkers fir die zweite Dimenson (DNP-Lysn/Xylencyanol)
wurde in der zweiten Dimengon fur 3 h (bis die Lauffront 0,5 cm unter dem oberen Plattenrand
angelangt war) durchgefuhrt.

Die Cdluloseplatte wurde erneut sofort getrocknet und einer Autoradiographie zugefuhrt. Anhand
der Schwarzung des aufgelegten Rontgenfilm konnte die genaue Position der 32P-markierten
Peptide auf der Dinnschichtplatte festgestellt werden. Mit einem Spatel konnten diese Regionen
von der Platte gekratzt werden.
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Die Peptide lief3en sich durch den Laufpuffer der ersten Dimension unter Ultraschdlbehandiung (5
min.) und kurzer Zentrifugation in der Tischzentrifuge von der Celulose duieren. Die Ausbeute
wurde nach Lyophilisierung der Uberstande durch die Z&hlrate der Cerenkov-Strahlung verfolgt.

Laufpuffer 1. Dimengion (pH 1,9, fir 21): 50 ml Ameisensaure (96-98%)
156 ml Eisessig
1794 ml deionisertes Wasser
Laufpuffer 2. Dimension (pH 55, fur 11): 375 ml n-Butanol
250 ml Pyridin
75 ml Eisedg
300 ml deionisertes Wasser

5.6 Elektroblotting

Diese Methode diente dem Transfer von in einer SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen auf eine
PVDF-Membran, um wetere Untersuchungen im Immunoblot oder die Durchfihrung der
Phosphoaminosaureanalyse bzw. die 2D-Phosphopeptidkartierung vorzubereiten.

Angewendet wurde die Semi-dry-Methode in einer Carbonglas-Blotkammer.

Be der Semi-dry-Methode wurden drel Lagen mit Transferpuffer getrénkten Filterpapiers auf die
anodische Carbonglasplatte gelegt und Luftblasen zwischen Platte und Filterpapier entfernt. Auf
das Filterpapier wurde die zuvor in Methanol eingdegte Transfermembran aufgelegt und darauf
das ungeféarbte Gel. Darauf wurden weitere drel Lagen in Transferpuffer getrankten Filterpapiers
gelegt und die Apparatur mit einem Deckel, in den die kathodische Carbonglasplatte integriert
war, verschlossen. Der Deckel wurde mit 2 kg beschwert.

Der Transfer erfolgte bei 1 mA/cm2 der Transfermembran fiir 2 h. Filterpapier, Gl und

Membran hatten jewells die gleichen Abmessungen.

Tranderpuffer: 48 mM Tris
39mM Glyan
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0,1% (w/v)  SDS
20% (VIv) Methanol

5.7 Farbetechniken

5.7.1 Coomassie-Farbung von gelelektr ophor etisch getrennten

Proteinen

Das zu farbende Gel wurde direkt nach Ende der Elektrohorese fur 1 h in Farbelsung Uberfihrt
und mild geschiittelt. Danach erfolgte der Transfer des Gelsin Entférbel 6sung.
Férbel 6sung: 0,1% (w/v)  Servablau R-250

30% (V/v) | sopropanol

10% (vIv) Essgsiure

Die Zusammensetzung der Entférbel Gsung war identisch, jedoch ohne Servablau R-250.

5.7.2 Silberfarbung gelelektrophor etisch getrennter Proteine nach
Shevchenko et al. (1996)

Be diesr Vaiante der Silberfarbung von Proteinen im Gel wird auf einen Fixierungsschritt mit
Glutardiddehyd (wie er be anderen Protokollen Ublich ist) verzichtet. Dadurch kénnen
interesserende Proteine spéter tryptisch im Gel gespdten werden. Nach Beendingung der
Elektrophorese wurden die Gele 50% Methanol, 5% Essigsdure (v/v) fur 20 min. inkubiert,
danach fur 10 min. In 50% (v/v) Methanol und fur wetere 10 min. In H,O (HPLC-Grad). Fur
die Senghiliserung erfolgte dann eine Inkubation fur 1 min. in 0.02% N&S,03. Das Gd wird
2" 1 min. mit H,O (HPLC-Grad) gespiilt. Dann erfolgte eine Inkubation fur 20 min bei 4 °C im
Dunken in 0,1% (w/v) AgNOs. Nachfolgend wurde 2° 1 min. mit H,O (HPLC-Grad) gespuilt
und die Farbung in 0,04% Formdin, 2% NaCO; (w/v) entwickdt. Die Entwicklung wurde
gestoppt mit 5% AcOH, das Gel konnte bei 4°C in H,O (HPLC-Grad) gelagert werden.
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5.7.3 Ponceau-Farbung von Proteinen auf der Blotmembran

Die Blotmembran wurde gegebenenfals nach dem Transfer der Proteine erneut in Methanol
befeuchtet. Dann wurde se in Ponceau-S-Lésung Uberfihrt und 5 min. geférbt. Anschlief3end
wurde die Membran mit HoO bidest. abgesplilt. Die Proteine erschienen ds rétlich geférbte

Banden oder Punkte.
Férbel 6sung: 2% (WIV) Ponceau S

30% (w/v) Trichloressgsaure (TCA)
30% (W) Sdicylsdure

5.7.4 India ink-Farbung von Proteinen auf der Blotmembran

Diese Kalloiddféarbung wurde nach Kamps und Sefton (1989) mit Proteinen auf Blotmembranen
durchgefiihrt, die nach der Férbung auf der Membran proteolytisch gespaten und in der 2 D-
Phosphopeptidkartierung  untersucht  werden sollten. Die Membranen wurden nach der
Autoradiographie geférbt und zunéchst 1 min. in Methanol befeuchte. Es folgte eine zehnminiitige
Inkubation in Vorbehandlungddsung. Dann wurde die Membran 1,5 h in der Farbedsung
gechitttelt. Zum Schiufl? wurde 2 min. in Entféarbedsung inkubiert und die Membran in enem

Luftstrom getrocknet.

Vorbehandlungd 6sung: 50 mM TrigHCl pH 7,4
150 mM NaCl

Férbel 6sung: 50 mM TrigHCI pH 6,5

150 mM NaCl
0,2% (w/v)  Tween-20
1/ml Indialnk
Die Entfé&rbel 6sung entsprach der Farbel 6sung ohne India Ink.
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5.8 Proteolytische Spaltung von Proteinen

5.8.1 Tryptischer Verdau von Proteinen in Polyacrylamidgelen

Nach dem Féarben/Entfarben eines Gel's wurden die Gelstiicke mit den interessierenden Proteinen
mit dnem Skapdl ausgeschnitten, in Wirfd von ewa 1 mm® zetelt und in 05ml
Eppendorfgefdl3e Uberfihrt. Es folgte eine Inkubation fir 15 min in HO (HPLC-Reinheitsgrad).
Das Wasser wurde anschlief3end abgenommen und durch Verdaupuffer ersetzt (ca. 50 W fr eine
Bande aus eénem Minigd).

Entfernung von Coomassie Blue und SDS. Nach 15 min Schitteln wurde Acetonitril im
Verhdnis 1:1 zu Wasser hinzugegeben und wieder fir 15 min unter Schiitteln inkubiert. Bel
diesem Schritt schrumpfen die Gelstiicke und Farbe tritt aus. Der Uberstand wurde abgenommen
und durch 100% Acetonitril ersetzt. Die Inkubation erfolgte, bis die Gelstlicke milchig trib
geworden waren. Danach wurde der Uberstand wieder abgenommen, Verdaupuffer wie oben
wurde hinzugefigt und die Prozedur nochmas wiederholt, bis die Gestiicke entfarbt (und
neutrdisert) waren,

Reduktion/Carbamidomethylierung: Die Gestlicke wurden nach dem letzten Acetonitrilsschritt
lyophilisiert. Anschliel}end wurde Reduktionlésung hinzugefiigt und fir 30 min bei 56°C inkubiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und die Gelstiicke durch Zugabe von Acetonitril wieder
gechrumpft. Nach Entfernung des Acetonitrils wurden die Geldtiicke fir 20 min. bel
Raumtemperatur im Dunkeln mit lodacetamidlGsung inkubiert. Die Lésung wurde anschliel3end
abgenommen und durch Verdaupuffer ersetzt. Acetonitril im Verhénis 1.1 zum Verdaupuffer
wurde nach weiteren 15 min hinzugefligt. Schlieldich wurden die Gelstiicke in reinem Acetonitril
geschrumpft und danach lyophilisiert. Die Uberstande wurden jeweils verworfen.

Tryptische Spaltung: Die Gestlicke wurden dann in Trypsinlésung rehydratisert, zunéchst fir 30
min auf Eis. Uberschiissige Fliissigkeit wurde danach verworfen und durch sovid Verdaupuffer
ersetzt, dal? die Gelstlicke gerade mit Puffer bedeckt waren. Der Verdau wurde fur 24 h unter
mildem Schiitten bei 37°C durchgefiihrt. Nach 12 h wurden 1 pl-Aliquots aus den
Verdautberganden entnommen und mit MALDI-MS unter Vewendung ener fast
evaporation/nitrocellulose (FENC) Matrixprgparation vermessen.

Elution der Peptide: Zu den Verdauansdtzen wurde das funffache Volumen an Verdaupuffer
hinzugefigt. Nach 15 min Schiitteln wurde en gleiches Volumen an Acetonitril hinzugefigt. Die
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Ubersténde wurde nach weiteren 15 min abgenommen. Die Gele wurden nochmals mit Acetonitril
geschrumpft, die Ubersande mit den jeweiligen des ersten Elutionsschrittes vereinigt. Die
Gestiicke wurden in 5%iger Ameisensaure erneut fir 15 min rehydratisert, bevor nochmals ein
gleiches VVolumen Acetonitril zugesetzt wurde. Diese Uberstdnde wurden wiederum nach 15 min
abgenommen und mit den Uberstanden der jeweiligen Proben aus den vorangegangenen

Elutionsschritten vereinigt und anschliel3end lyophilisert.

Reduktiond6sung: 10mM DTT in
100 mM NH4HCO,

Carbamidomethylierung: 55 mM lodacetamid in
100 MM NH4HCO;

Verdaupuffer: 50 mM NH4HCO;
Trypsinlésung: 12,5 pg/ml Trypsin (bovin, Sequenzierungs-Reinheitsgrad) in

50 mM NH4HCO;

Alle Lésungen wurden in H,O (HPLC-Reinheitsgrad) angesetzt.

5.8.2 Verdau von Proteinen auf der Blotmembran

Die Methode wurde mit Proteinen nach in vitro Phosphorylierung, Trennung Uber BAC-
Geldektrophorese und Elektroblotting auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF)-Membran
durchgefiihrt. Nach indiaink-Farbung und Autoradiographie wurden die interess erenden Proteine
mit einem Skapell ausgeschnitten. Zur Vorbereitung des Verdaus wurden die Membranstiicke 30
sec. in Methanol befeuchtet und dreimal 1 min. in je 1 ml H2O bidest. gewaschen. Die Effizienz

dler Verdauschritte wurde tiber die Messung der Cerenkov-Strahlung, die vom eingebauten 32P
hervorgerufen wurde, quantifiziert.

Blockierung: Zum Blockieren wurde die Membran be 37 OC fir 30 min. in 0,5% Polyvinyl-
Pyrralidon mit durchschnittlicher My von 40 kD (PVP-40) in 100 mM Essigsaure in enem 0,5
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ml-Resktionsgefdl3 inkubiert. Die Membranstiicke wurden dreima in je 1 ml H>O bidest. sowie
enma in 1 ml 50 mM NH4HCOz3 gesptilt, um Uberschiissiges PV P-40 zu entfernen.

Tryptische Spaltung: Die Membrangtticke wurden in sovid 50 mM NH4HCO3 mit Trypsin

(bovin, Sequenzierungs-Reinheitsgrad, im geschétzten Massenverhdtnis von 1.4 zur Menge an
Substratprotein) inkubiert, dal3 Sie gerade mit der Losung bedeckt waren. Der Verdau wurde fur
2 h bei 37 OC unter mildem Schiitteln ausgefiihrt. Danach wurde 1 pl des Verdautiberstandes fir
die Andyse in der MALDI-MS abgenommen. Anschlief3end wurde nochmals die gleiche Menge
wie oben (find 1:2) an Trypsn hinzugefliigt und weitere 2 h unter gleichblebenden Bedingungen
gespdten. Unter diesen Bedingungen gehen die generierten Peptide in Lésung. Anschliefzend
wurde je 150 Yl H2O bidest. zu den Proben gegeben, 5 min. ultraschalbehanddlt, kurz in der
Tischzentrifuge zentrifugiert und die Uberstande, die ca. 80% der 32P-Aktivité enthidten, in neue
Eppendorfgefélde tberfihrt. Die Membranstiicke wurden noch zweima mit je 50 pl H2O bidest.
und einmd mit 0,1% Trifluoressgsaure (TFA) in HoO bidest. gewaschen und sonifiziert. Die

Uberstande wurden mit den ersten Uberstanden vereinigt. Die Ausbeute an Peptiden lag letztlich
bel ca 90%. Die Proben wurden o oft lyophilisert, bis die Pdllets annéhernd salzfrei waren. (Es
wurden aul¥er den Proteinen nur fllichtige Agenzien eingesetzt.)

5.9 M essung von b-Strahlung

Die Detektion von Proben, die mit 32P markiert waren, erfolgte indirekt tber die Zahlung der
Cerenkov-Strahlung, die durch die b-Strahlung im umgebenden Medium angeregt wurde, oder in
der Autoradiographie.

Cerenkov-Strahlung: Die Cerenkov-Strahlung beruht auf der Wechsawirkung der bel der b-
Strahlung emittierten Tellchen mit den Elekironen der Substanzen des umgebenden Mediums.
Detektiert wurde Uber einen Photodektronen-Verviefacher. Fllissge oder lyophiliserte Proben
oder getrocknete Blotmembranstiicke wurden in 10 ml-Szintillationsgef&en vermessen.
Autoradiographies  Zur Erkennung von Banden radioaktiv markierter Proteine auf
Blotmembranen und in getrockneten Gelen wurden diese in einer Kodak X-Omatic Filmkassette
mit DuPont-Cronex Lightning PlusVersakerfolie gegeniber enem Kodak X-OmatAr-
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Roéntgenfilm exponiert. Die Expositionszeiten richteten sich nach den Radioaktivitétsmengen in den
Proben.

5.10 M assenspektrometrische M ethoden

Die Matrix-unterstiitzte L aserdesorptions onisations-Massenspektrometrie (MALDI-MS, Karas
und Hillenkamp, 1988) und die Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS,
Yamashita und Fenn, 1984; Alexandrov et d. 1984) snd derzeit die wichtiggen
massenspektrometrischen Methoden in der Proteinandytik. Beide |onisierungsmethoden erlauben
das Uberfiihren intakter Makromolekille in die Gasphase ("weiche loniserung”).

Beide Methoden lassen die Identifizierung von Proteinen im Subpicomolbereich zu, routineméldg
dlerdings nur in Kombination mit durch geeignete Computerprogramme wie PeptideSearch, MS-
Fit, MS-Tag, Mascot oder ProFound (s. n&chster Abschnitt) gestiitzte Datenbanksuche. Damit
wéchst das Potentid massengpektrometrischer Proteinandytik parald zum Fortschreiten von

Genom-Sequenzierungsproj ekten.

5.10.1 Prinzipien der MALDI-MS

Im Fale der MALDI-MS erfolgt die loniserung der Andytmolekiile aus der festen Phase durch
Laserbeschul? der mit einer absorbierenden  Matrixsubstanz  cokristalliserten  Probe
(Laserdesorption).

Die Massenandyse erfolgt bei der MALDI-MS in der Regd durch Hugzeitmessung (“time of
flight, TOF") nach der Beschleunigung der Andytionen bis zum Auftreffen auf den Detektor.
Dabe hat die Technik, die Andytionen erst verzogert nach der Desorption zu beschleunigen
("ddayed extraction”, Brown und Lennon, 1995; Whittal und Li, 1995) die Beschleunigung
unmittelbar nach der Desorption (“continuous extraction”) abgedst, da be der verzogerten
Extraktion eine Massengenauigkeit um 10-50 ppm be enem Auflésungsvermbgen von
m/Dm~10000 gegentber ener Massengenauigkeit von 500-1000 ppm be  enem
Auflésungsvermbgen von m/Dm~500-1000 bel der kontinuierlichen Extraktion erzielt werden

kann.
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Peptidsequenzierung mit MALDI-MS

Fur die Sequenzierung von Peptiden mittels MALDI-Massengpektrometrie wird der metastabile
Zefdl eines Tells der Anaytionen nach der Beschleunigung ausgenutzt (Spengler et d., 1992
Kaufmann e d., 1993). Daba efolgen insbesondere Bindungsbriche entlang des
Peptidrickgrats. Im linearen Detektionsmodus wird diesr Zefadl nicht detektiert. Im
Reflektormodus jedoch erfolgt eine Abbremsung und erneute Beschleunigung der Analytionen
sowie ihrer Fragmente. Wird die Reflektorspannung schrittweise abgesenkt (z.B. in mehreren
Schritten von -30 kV auf -1,27 kV), 0 treffen auch die Fragmente am Reflektor-Detektor auf
(Graphik 4) So kann eine Serie von Fragmentionenspektren aufgenommen werden, welche auf
der Grundlage des Fragmentionenspektrums einer bekannten Substanz kdibriert und zu einem
Gesamt-Fragmentionenspektrum zusammengesetzt werden konnen. Aus diesem Spektrum kann

die Peptidsequenz abgeleitet werden.

113



Beschleunigung Schritt 1

@ = PR 1)

Prob
robe \ ‘ \ ‘ ‘ \
Reflektor
U ref1=-30kV
Detektor
Schritt 2

— I ®
Probe \ ‘ ‘ \ ‘ \
Uvref2=-27,5kVY
@ Elternion ® Fragment2
@ Fragment1 ® neutrales Fragment

Graphik 4: Schematische Darstellung der ersten beiden Teilschritte bei der Aufnahme eines Post source decay-
Fragmentionenspektrums. Die Reflektorspannung wird mit jedem Teilschritt weiter abgesenkt, wodurch
Fragmente unterschiedlicher Grof3e nach metastabilem Zerfall des Elternions am Reflektordetektor detektiert
werden konnen.

5.10.2 Prinzipien der ESI-M S

Bel der ESI-MS wird die Probe dem Massenspektrometer kontinuierlich in Losung mit einem
gedgneten Losemittd (z.B. 50% (v/iv) Methanol) unter Zusatz von Saure (z.B. Amesensiure)
oder Base (zB. Ammoniak) zugefihrt, be der herkdmmlichen ES-MS mit Hilfe ener
Motorspritzenpumpe oder einer HPLC-Pumpe bei einer FluRrate von 0,2-1 pl/min. Uber die
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Sprihnadd wird die Probe in der lonenquelle verspriht und durch die Potentid differenz zwischen
Nadel und Eingang des Massenspektrometers beschleunigt. Nach dem Versprihen verdampft
das Losungsmittel und das Volumen der Hissgkeitstropfchen schrumpft, bis die wachsende
Ladungsdichte an ihrer Oberfléche zur "Exploson” in vide kleinere Tropfchen fuhrt. Dieser
Vorgang wiederholt sich und letztlich treten "nackte" Anaytionen in das Massenspektrometer ein.

Die Massenandyse erfolgt in der Regd Uiber Quadrupol-Massenfilter oder, zur Verbesserung der
Massengenauigkeit, durch einen Quadrupol-Massenfilter und ein orthogona dazu angeordnetes
Hugzeitmelyohr ("Q-TOF', Morris et a. 1996).

Ein Quadrupol-Massenfilter besteht aus vier pardld (entsprechend den Kanten eines Quaders)
zueinander angeordneten Metdlstaben. Durch das Anlegen einer Gleichgpannung und Gberlagernd
ener Wechsdspannung an diese Metdlstdbe (von denen sch die jewells gegeniiberliegenden
Stabe in Phase und die beiden anderen 180° zu diesen in Gegenphase befinden) wird en
Spannungdfeld erzeugt, das hindurchfliegende Andytionen auf eine dliptische Hugbahn zwingt.
Diese Hugbahn ist bel gegebenen Spannungsparametern nur fir Tellchen mit distinktem mvz-Wert
S0 dtabil, das diese Tellchen den Massenfilter durchqueren kénnen. Da innerhab eines definierten
Zdtintervals (zB. 4 s¢) en ddfinieter Spannungsbereich Uberstrichen wird, snd zu
unterschiedlichen Zetpunkten die Flugbahnen fir Tellchen von unterschiedlichem mvz gabil. Auf
diese Weise wird ein nach m/z aufgel 6stes M assengpektrum aufgenommen.

Der prinzipidle Vortell der Nanodekirogpray-Technik gegentber herkdmmlichen ESI-
Massengpektrometern liegt in der erheblich grofieren Empfindlichkeit der Messungen und in der
langeren zur Verfligung stehenden Melzeit pro Probe (Wilm und Mann, 1996). Dies ist darauf
zurlickzufUhren, dal3 die Sprihnadd in der Nanod ektrospray-lonenquelle unmittelbar (1 mm) vor
die Eintrittsdffnung zum Massenspektrometer justiert werden kann, wodurch die Probe nahezu
quantitativ den Massenandysator erreicht. Zudem kann die Probe unmittelbar in die Spriihnadd
geflllt werden, der songt bei ESI-Massenspektrometern tbliche Weg der Probe durch eine
Kapillare getricben von den HPLC-Pumpen oder einer Motorspritzenpumpe entfdlt. Die
Potentiddifferenz  zwischen Naddspitze und Eingang des Massenspektrometers Uber die
bechricbene kurze Diganz reicht aus, um die Probe ohne Pumpvorrichtung ins
Massengpektrometer zu sprihen. Dabel werden geschétzte Flulraten von ca. 20 nl/min.
gegentber 0,2-5 Y/min. bei herkdmmlichen ESI-Massenspektrometern erreicht. Dies ermdglicht
bel einem Probenvolumen von 1-2 Y eine Melzeit von 30 min. oder mehr flr eine Probe.
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Beim Detektionsmodus, in dem die Massentrennung im ersten Quadrupol erfolgt und die anderen
Quadrupole von den Andytionen unbeeintréchtigt durchquert werden konnten, wird von einem
"Q1-Scan" gesprochen. Ba der Auftrennung von Fragmentionen in Q3 nach Sdlektion in Q1 und
nach Kallison in Q2 (sunten) wird von einem "Q3-Scan" gesprochen.

Parent ion scan (Vorlauferionen-Scan):

Bel Parent ion scan-Messungen (Carr et a., 1993; Carr et d., 1996; Wilm et a, 1996) erfolgt im
ersten Quadrupol (Q1) eine Auftrennung der Peptide nach m/z. Im zweiten Quadrupol (Q2)
erfolgt die Kollison der Peptide mit einem inerten Stof3gas (Argon), der dritte Quadrupol wird auf
die Detektion eines Fragmentions von 79 Da (POs’, “Reporterfragment” im Fale der Anaytik
von Phosphopeptiden, Wilm et d., 1996, Neubauer et d., 1999) fixiert (Graphik 5). Aufgrund
der Korrelation mit der Massenauftrennung aus Q1 kann das Andytion (Parent Ion), das nach
der Kallison in Q2 en Fragmention der Masse 79 Da hervorbringt, identifiziert werden. Im Fdle
von Phosphopeptiden ist diese Mefdtechnik im Negativ-Modus besonders empfindlich.

Product ion scan (Produkt- |onen-Scan)

Zur Sequenzierung der Peptide wird mit dem ersten Quadrupol (Q1) ein Peptid aus dem Gemisch
sdektiert und im zweiten Quadrupol zur Kollison mit dem Stof3gas gebracht. Mit dem dritten
Quadrupol werden die entstandenen Fragmente (Produkt-lonen) nach mv/z aufgetrennt und im
Massengpektrum dargestelit.

Diexe Art der Fragmentierung wird auch as kollisonsnduzierte Dissoziation (collison induced
dissociation, CID) bezeichnet.

Bel der Fragmentierung von Peptiden sowohl durch PSD in der MALDI-MS as auch durch CID
in der ES-MS treten bevozugt Bindungsbriiche im Peptidrickgrat auf. Im
Fragmentionenspektrum zeigen sich Serien sowohl N- ds auch C-terminaer Fragmentionen, die
as A-, B- und C-lonen (abgdetet vom N-Terminus) und as X-, Y- und Z-lonen (abgeleitet
vom C-Terminus) bezeichnet werden (Biemann, 1990). Die prominentesten Serien sind die B-
lonenserie und die Y-lonenserie in Fragmentionengpektren, die mittels MALDI-PSD
aufgenommen werden, bzw. die Y-Serie in Fragmentionenspekiren mit ESI-CID. Daten aus
Fragmentionengpektren wurden mit Hilfe der Programme PeptideSearch, MS-Tag oder PepFrag
andysert.
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Graphik 5: Parent ion scan auf einem Tripelquadrupol-Massenspektrometer: oben: schematische
Darstellung der Funktion der drei Quadrupole: negativ geladene Analytionen werden in Q1 nach m/z
aufgetrennt. In Q2 erfolgt die Kollision mit dem inerten StoRRgas. Q3 ist fix eingestellt auf die Detektion des
Fragmentions m/z=79 Da korrespondierend zu PO;. Im Spektrum erscheinen die Elternionen, die nach
Fragmentierung das Fragmention 79 Da bilden. unten: Vergleich zwischen einem Ql1-Scan im
Negativionenmodus und dem Spektrum des Parent ion scans, das ausschliefdlich Phosphopeptide zeigt.

5.10.3 Kriterien fur die massenspektrometrische Proteinidentifizierung

Die Datenbanksuche zur Identifizierung von Proteinen anhand massengpekirometrischer Daten
efolgt in der Regel nach proteolytischem Verdau des zu analyserenden Proteins anhand des
Abgleichs gemessener Peptidmassen mit theoretisch vorhergesagten Peptidmassen von Proteinen
in Protein-Datenbanken (z.B. SwissProt, EMBL-Datenbank, NCBI non-redundant database).
Der Abgleich efolgt unter Zuhilfenahme im Internet zugdnglicher Andyseprogramme, die
digenigen Proteine ds beste Treffer bewerten, die die gréfte Anzahl von Ubereingtimmungen
zwischen gemessenen und vorhergesagten Peptidmassen  aufweisen.  Ahnlich kann  mit
Fragmentionenmassen aus Fragmentierungionenspektren zur Gewinnung von Sequenzinformetion
verfahren werden. Die Stringenz der Suche (zB. die tolerierte Abweichung der gemessenen

Massen von den theoretischen Massen) wird dabel vom Anwender bestimmt.
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Aufgrund der begrenzten Massengenauigkeit des fur vorliegende Arbeit genutzten MALDI-
Massenspektrometers mit  kontinuierlicher  Extraktion (Auflésungsvermégen ca. 1000 im
Reflektormodus, Massengenauigkeit +0,05-0,1% bei interner Kalibrierung auf Produkte des
tryptischen Eigenverdaus bei Messungen von Proben, die mit der Dinnschicht-/ Nitrocellulose-
Matrix prapariert waren), erfolgte die Proteinidentifizierung moglichst unter Zuhilfenahme von
mindestens einem Fragmentionenspektrum pro Proteinverdau. Ein Protein gdt dann ds
identifiziert, wenn zusdizlich zu enem mit de Daenbanksequenz  konggenten
Fragmentionenspektrum (analysert mit Hilfe der Programme MSTag oder PepFrag) die
dominierenden Peptidsgnde im Gesamtspektrum durch vorhergesagte tryptische Peptide
dessdlben Proteins erklarbar waren. Aufgrund von Fragmentionenspektren ermittelte Sequenzen
wurden in mehreren verschiedenen Datenbanken auf ihre Einmaligkelt hin Gberprdift. In den Félen,
in denen die Probenmenge nicht zur Aufnahme von Fragmentionenspekiren ausreichte, wurden
die Erflllung der Signifikanzkriterien der verschiedenen Datenbank-Suchprogramme (Mascot,
ProFound, MS-Fit, PeptideSearch) der Identifizierung zugrunde gelegt.

Mascot:  http://Mww.matrixscience.com/cgi/index.pl 2page=/home.html
Das Programm wurde fir die Analyse von Peptidgemisch-Spektren
angewendet. Als Ergebniswird eine Bewertung der Treffer vorgenommen, die
zwischen sgnifikanten und nichtagnifikanten Treffern unterscheidet.

ProFound: http://prowl.rockefeller.edu/cgi-bin/ProFound
Das Programm dient der Anayse von Peptidgemisch-Spektren. Als Ergebnis wird
eine Bewertung der Treffer vorgenommen. Sgnifikanzkriterien miissen sbst
ersdlt werden. Als sgnifikant wurden Treffer bewertet, deren
Wahrscheinlichkeit fir die Richtigkeit mindestens um zwe Zehnerpotenzen
grof3er dsdiefir den néchstbesten Treffer war.

PeptideSear ch:
http://mww.mann.embl-hei del berg.de/ Servi ces/Pepti deSearch/PeptideSearchi ntro.html
Das Programm wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit Uberwiegend fir die Analyse von
Peptidgemisch-Spektren  verwendet. Als Ergebnis gdlt das Programm die Anzahl

Ubereingtimmender gemessener und vorhergesagter Peptidmassen flr die Proteine mit den
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meisten Ubereingimmungen dar. In einem zweiten Analyseschritt kann Uberpriift werden, ob
die nicht Ubereingimmenden Peptidmassen durch atifizidle Peptidmodifikationen wahrend
der Probenvorbereitung oder durch das Audassen einer grof3eren Anzahl von Spaltstellen
wahrend der Proteolyse erklarbar and. Als signifikant erachtete Treffer sollten eine deutlich
héhere Anzahl von Ubereingtimmungen aufweisen ds die nachstbesten Treffer.

MS-Fit:  http://prospector.ucsf.edw/ucsthtml 3.2/mdfit.htm
Das Programm liefert 8hnliche Ergebnisdaten wie PeptideSearch.

MS-Tag: http://progpector.ucsf.edu/ucsfthtml 3.2/mstag.htm

Das Programm ermdglicht die Suche mit Fragmentionenmassen aus
Fragmentierungsexperimenten zur Gewinnung von Sequenzinformeation. Der
Abgleich erfolgt zwischen gemessenen und theoretisch vorhergesagten
Fragmentionenmassen. Das Programm it optimd fir die Andyse von

MALDI-Fragmentionenspekiren geeignet. Eine Peptidsequenz gdt ads endeutig

identifiziert, wenn dle im Spektrum prominenten Fragmentionenmassen mit  der

aufgrund der Datenbanksuche vorgeschlagenen Sequenz konsistent waren.

PepFrag: http://prowl1.rockefeler.edu/prowl/pepfrageh.html
Das Programm erméglicht dhnliche Datenbankrecherchen wie MS-Tag.

Jedes dieser Programme wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewendet, da die
Programme die Suche in unterschiedlichen Daenbanken (mit teilweise unterschiedlichen
Eintraggen) emoglichen, unterschiedliche Ogptionen fir  die  Einbeziehung  moglicher
Peptidmodifikationen in die Suche bigten und unterschiedliche Optionen zulassen, in
taxonomischen Untergruppen der Datenbankeintrége zu suchen.

Eine zusitzliche Information fUr die Proteinidentifizierung lieferte das Auftreten oxidierter
Methioninreste in Peptiden, die in Reflektormodus-Spektren durch die Abspatung vermutlich von
OSCH, (D64 Da, Abb.18) charakteristisch erkennbar waren. M égliche Phosphopeptide wéaren
im Fale von Ser/Thr-phosphorylierter Peptiden aufgrund des Verlustes von 79 Da (POs) oder,
sehr viel prominenter, von 98 Da (Phosphorsiure) im Reflektormodus zu detektieren gewesen.
Im Fdle Phosphotyrosin-hdtiger Peptide wurde eine Abspdtung von 79 Da (PO;3) erwartet
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(Abb.18).

Zu Beginn der Experimente zu der vorliegenden Arbeit waren diese

Fragmentierungsmuster noch nicht systematisch charakterisert.

De Grad der Sequenzabdeckung der in Spekiren von Verdaugemischen gefundenen Signde
wurde ds im Vergleich zu den oben genannten Signifikanzkriterien und dem Anteil zugeordneter
Peptidmassen an dlen im Spektrum beobachteten Peptidmassen ds nachrangiges Kriterium
gewertet, lag aber im Fal beispidsweise von LAP2b im Bereich von bis zu 60% der

Gesamtsequenz.
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Abb.18: Einige charakteristische im  Reflektormodus der MALDI-MS  detektierbare

Fragmentierungsmuster modifizierter Peptide: A: Phosphoserin, B: Phosphotyrosin, C: Methionin-

Sulfoxid, D: Acetylierter N-Terminus




5.10.4 Probenvor beretung fur die M assenspektrometrie

5.10.4.1 Probenvorbereitung fur die MALDI-MS

Die Aliquots der Vedaulbersdnde und Phosphopeptide nach zwedimensonder
Phosphopegptidkartierung wurden generdl nach einer Variante der Matrix-DUunnschichtpraparation
(fast evaporation/nitrocellulose matrix, FENC, Shevchenko et d., 1996) fir die Messung
prépariert. Dazu wird eine gesdtigte Losung von a-Cyano-4-hxdroxy-Zimtsaure (CCA) in
Aceton im Verhdtnis 4:1 (viv) mit Nitrocdlulose (10 mg/ml in Aceton:Acetonitril 1:1 (V/V))
gemischt. 04 W der FENC-Losung werden auf den MALDI-Probentrager aufgetragen und
bilden nach dem schnellen Verdampfen der Lésemittels einen diinnen Matrixfilm. 0,6 pl 5% (viv)
Ame senséure werden dann vorgdegt und 0,4 Wl der Probe hinzugemischt. Nach dem Trocknen
wird der Auftragspunkt einma mit 5 pl 5% (viv) Ameasenséure und einmal mit 5 pl H,O bidest.
gewaschen. HPL C-Fraktionen wurden nach der Standardmatrix-Methode prépariert, bei der die
Probe in 30% Acetinitril/0.1% Trifluoressgsdure (TA-LGsung) aufgenommen und 1.1 (viv) mit
ener gesdttigten Losung von CCA in TA gemischt wurde.

Seit dar kommerzidlen Erhdtlichket (Dezember 1998) wurden Pipettenspitzen, die mit
Slenmaterid fur die Umkehrphasen-HPLC gefiillt waren (0,5 Y Bettvolumen) zur Entsalzung
von Verdaugemischen eingesetzt (ZipTips, Millipore). Diese Prozedur bot dann Vortelle, wenn
die Peptide schrittweise (injeca 1 pl 20% (viv), 50% (v/v) und 80% (v/v) Acetonitril mit jewells
0,1% (v/v) Trifluoressgsiure) duiert wurden. Dadurch gelang die Identifizierung von Proteinen in
Verdaugemischen, deren Gesamtspektrum zuvor durch Peptide aus dem Trypsn-Eigenverdau
dominiert waren. Dies betraf regelméldg Verdaugemische von grof3en Proteinen mit Peptiden, die
Uberwiegend en C-termindes Lysin trugen, und Verdaugemische von Proteinen in extrem

geringer Menge.

5.10.4.2 Probenvorbereitung fir die Nanoe ektrospray-Massenspektrometrie

Da eine Nanod ektrospray-Vorrichtung fur das Elektrospray-Massenspektrometer in unserem
Labor nicht zur Verfigung stand und daher Messungen im geforderten Empfindlichkeitsbereich

121



mit der Elektrogpraytechnik in unserem Labor nicht durchgefihrt werden konnten, wurde die
Nanoel ektrospray-M assenspektrometrie im Rahmen einer Kooperation von Dr. Gitte Neubauer,
Protein & Peptid-Gruppe, EMBL Heidelberg, durchgefiihrt. Die Probenvorbereitung ging von
lyophiliserten Peptidgemischen nach in-Gd-Verdau von Proteinen aus. Die Proben wurden in 5%
(viv) Ameisensaure aufgenommen und Uber zu Nadeln ausgezogenen Glaskapillaren, in die 0,5 |
Saulenmateria fur die Umkehrphasen-HPLC (POROS R2 oder POROS R3, Perseptive
Biosystems) gefilllt war, entsdzt. Die Peptide wurden in der Regd schrittweise mit je 2 Wl 20%
(Viv), 50% (v/v) und 80% (v/v) Methanal direkt in die Nanospray-Nadeln euiert. Je nach Bedarf
(Messungen im Positiv-oder Negativ-Modus) wurden die Proben in der Sprihnade auf 5% (v/v)

Ameisensiure oder 5% (v/iv) Ammoniak-Losung eingestelIt.

5.10.5 Dur chfiihrung der massenspektrometrischen M essungen

5.10.5.1 MALDI-MS

Die Proben wurden auf enem Bruker REFLEX-Massenspektrometer gemessen. Das
Massenspektrometer arbeitete mit kontinuierlicher Extraktion, d.h. die Andytmolekile wurden
sofort nach der Desorption beschleunigt. Die Beschleunigungsspannung betrug 28,5 kV, die
Reflektorspannung 30 kV. Fur die Aufnahme von Spektren der Fragmente, die durch den
Zefdl "nach der Qudle' (post source decay, PSD) aus einem Elternion entstanden, wurde die
Reflektorspannung in zwdlf Schritten von 30 kV auf 1,27 kV gesenkt.. Die normdiderten
Tellspekiren wurden nach der "FAST"-Methode (Fa. Bruker-Daltonik, Bremen) zu einem
Fragmentionenspektrum  zusammgesstzt. Fir die Isolierung enzelner Peptide fir die
Sequenzierung wurde eine Vorrichtung zum Setzen von Zetfenstern (ion gate, "FAST pulsar)
zugeschatet.

Die Kdibrierung erfolgte extern mittels der Peptide Angiotensin Il oder Adenocorticortropes
Hormon (ACTH). Bel der Messung von Peptidgemischen nach typtischem in-gd-Verdau wurde
intern mit Hilfe von Produkten aus dem Trypsin-Eigenverdau kdibriert.



5.10.5.2 Nanoel ektrospray-M assenspektrometrie

Das Mefgeréat war ein API Tripe-Quadrupol-Elektrospraymassenspektrometer mit einer
Nanoe ektrospray-lonenquelle, diein der Protein & Peptid-Gruppe am EMBL Heldelberg
entwickelt und konstruiert wurde (Wilm und Mann, 1996). Q1-Messungen wurden in Schritten
von 0,1 Atommasseneinheiten bel einer Verwellzeit von 1 msec pro Mef3punkt aufgel 6<t, Parent-
und Produktionen-Scan in Schritten von 0,3 Atommassene nheiten bel einer Verwellzat von 3
msec. Argon as Kollisionsgas wurde auf eine Gasdicke von 2,8-30° 10" Molekiilelom?
eingestdlt ba ener Kollisonsenergie von 50V fur Parent ion scans. Die Kallisonsenergie fur

Produktionen-Scans wurden individuell angepa¥.
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5.11 M aterialien-Nachweis

5.11.1 Zellkultur

Neuro 2a-Zdlen und PC 12-Zdlen wurden Uber die American Tissue Culture Collection
(ATCC) bezogen. 615-Zdlen waren en Geschenk von Dr. Barbara Hempstead, Cornell

Universty Medicd College, New York. Das Kulturmedium wurde Uber Life Technologies,

Eggengtein, bezogen.

Immobilon P-Membran

Nitrocd lulose-Membranen

Dunnschichtplatten

5.11.2 Verbrauchsmaterialien

Millipore (Eschborn)

Hybond-C

Amersham-Buchler (Braunschweig)
Merck (Darmstadt)

Entwicklungddsung fir ECL-Blot  Amersham-Buchler

HIimmeaterid

ZipTips

Acetonitril (HPLC-Grad)
Acrylamid
Adenosintriphosphat (ATP)
Ameisensaure

Bayol F

BCIP

16-BAC

Bipyridin

Butanol

Hyperfilm-ECL (Amersham-Buchler)
Kodak X-Omat Ar-Rontgenfilm (Kodak)
Millipore

5.11.3 Chemikalien

Fluka, (Buchs, Schweiz)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (Miinchen)

Fluka

Serva (Heidelberg)

Biomal (Hamburg)

Sgma

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roth
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Coomeassie brilliant blue Serva (Heidelberg)

a-Cyano-4-hydroxy-Zimtsaure Sgma
e-DNP-Lysin Serva

DTT Sgma
Indiaink Pelikan (Hannover)
lodacetamid Sgma
b-Mercaptoethanol Sgma

NBT Biomal
Ouabain Sgma

PMSF Serva
Ponceau S Sgma

Pyridin Roth
Trifluoressgsaure Fluka
Vanadiumpentoxid Sgma-Aldrich
Xylencyandl Serva

Die Ubrigen verwendeten Chemikaien sammten von den Firmen Boehringer, Sigma, Serva,
Merck (Darmstadt) sowie Fluka und Roth.

5.11.4 Proteine und Peptide

Trypsin (Sequenzierungsgrad) Sgma
BSA Sgma
NGF (human, rekombinant) Sgma
Proteinmarker (high und low) Pharmacia (Freiburg)

5.11.5 Antikor per

Antikérper R1 Hergestd It im Labor von Prof.Dr.V. Tsetlin, Shemyakin
Ovchinnikov Indtitut fir Bioorganische Chemie, Moskau

mAb anti-Phosphotyrosn RC20  Dianova, Hamburg

mADb anti-Phosphotyrosn PY99  Santa Cruz Biotechnologies, Heidelberg
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anti-Maus/ ak. Phosphatase
anti-Maus / Peroxidase
anti-Maus-Cy?
anti-Kaninchen-Cy?
anti-Maus-Texas

Protein G-Sepharose

Sgma

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Pharmacia

5.11.6 Radioaktive Substanzen

g-32P-ATP

M assenspektrometer

HPLC-Anlage

konfokales Mikroskop
Ultrazentrifuge
KUhlzentrifuge
Tischzentrifuge

Photometer
Perigatische Pumpe

NEN DuPont (Dreieich)

5.11.7 Gerate

AP 1T (Perin-Ellmer/Sciex, Thornhill, Ontario, Kanada)
(Nanoelektrospray-M S am EMBL, Heldelberg)

Bruker Reflex (Bruker Ddtonik, Bremen)
(MALDI-TOF-M assenspektrometer mit Reflektor und
kontinuierlicher Extraktion)

SMART System, Pharmacia

verwendete Trennsdule: C2/C18 (URPC), Pharmacia
Zeiss Axiovert

TGA-65, Kontron, Minchen

Centricon H-401, Kontron-Hermle, Miinchen

Moddll 5415S, Eppendorf, Nethder & Hinz GmbH,
Hamburg

BioFuge, Heraeus

Moddl UV-1202, Shimadzu Corp., Kyoto / Japan
Gilson Abimed Miniplus 2, Abimed Diissddorf

Elektrophorese-Systeme  Flachgelapparatur

BioRad, Richmond, Cdifornien
Dunnschichtel ektrophorese-Apparatur FBE 3000
Pharmacia Fine Chemicas AB, Uppsda/ Schweden
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Blot-Apparatur
Spannungsquellen

pH-Mef3gerét

Radioaktivitésmessung:

b-Zanler

V akuumkonzentrator

Schleicher & Schuell, Dassdl

Modell 380, ISCO, Lincoln/ Nebraska
Modell ECSP 3000/150, Pharmacia
Modell 643, Knick, Berlin

mit Elektrode N 5700 A (Schott, Hofheim)

Moddll 1209 Rackbeta

FaWallac

Evaporatorzentrifuge Univapo VUC 150 H,
Lyophilisator GT 2

Leybold-Heraeus, Koln
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