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1. Einleitung

1.1 Proteomik

Seit der Enthillung der DNA-Struktur 1953 riickte die Erforschung des gesamten
menschlichen Genoms in den Mittelpunkt wissenschatftlichen Interesses [21], ein Ziel, das mit
der Vollendung des "Human Genome Project" [22], der vollstandigen Entschlisselung des
menschlichen Genoms, verwirklicht wurde. Somit wurde eine Grundlage fur die Analyse der
DNA-Produkte, der Proteine, geschaffen, die nunmehr ein vorrangiges Forschungsziel
darstellt.

Der Begriff "Proteom™ wurde 1994 von Marc Wilkins gepragt [134]. Er definierte das
Proteom als die Gesamtheit aller exprimierten Proteine einer Zelle zu einem bestimmten
Zeitpunkt; als Proteomik wird dementsprechend die Erforschung des Proteoms bezeichnet.
Die Exprimierung der Proteine ist im Gegensatz zum statischen Genom hochdynamisch,
namlich von Umgebungseinfliissen abhangig [74] und somit stark variabel; ein Gen kodiert
fur ein Protein, dieses kann aber aufgrund unterschiedlicher Veranderungen wahrend und
nach der Expression verschiedenste Modifikationen erhalten und damit verschiedene
Funktionen im Organismus Ubernehmen. So umfaldt das menschliche Genom etwa 25.000
Gene, das menschliche Proteom besteht aber aus etwa 100.000 Proteinen [77]. Die
Eigenschaften eines Genproduktes lassen sich somit unmdglich weder von der Gensequenz
noch von der mRNA herleiten.

Die unterschiedlichen Strukturen, die Proteine trotz identischer genetischer Basis besitzen,
sind durch die Existenz verschiedener Protein-Isoformen erklarbar (bis zu 22 Protein-
Isoformen kénnen in eukaryoten Zellen auf der Grundlage eines einzigen Gens exprimiert
werden) [57; 108]. Die Isoformen entstehen u.a. durch unterschiedliche Arten des Splicing,
durch C- und N-terminale Briiche sowie durch co- und posttranslationale Modifikationen
(PTMs), wie z.B. Phosphorylierungen, Methylierungen, Glykosylierungen etc. [57; 94]. Mehr
als 200 verschiedene Arten von posttranslationalen Modifikationen wurden charakterisiert
und es kommen regelmafiig neue hinzu [76; 87]. PTMs finden sich bei allen Arten von
Proteinen, von nuklearen Transkriptionsfaktoren bis hin zu metabolischen Enzymen,
Strukturproteinen und Plasmamembran-Rezeptoren [68]; auch verschiedene Arten von
Signalsequenzen, die der intrazellularen Kommunikation dienen, sind Ergebnisse von PTMs
[15]. Die PTM Phosphorylcholin ist beispielsweise ein Pathogenitatsfaktor von Parasiten [52].
Anhand von mit ESI-MS/MS erzeugten Spektren ist es mdglich, nicht nur die
Aminosauresequenz eines Proteins, sondern auch die Lokalisation seiner PTMs zu detektieren

und diese zu identifizieren [97].



Die Proteome von Zellen unterscheiden sich allerdings nicht nur durch die unterschiedliche
Struktur der Proteine, sondern auch durch deren topologische Anordnung und deren Anzahl
innerhalb der Zelle [14]. Die Proteinzusammensetzung einer Zelle reprasentiert ihren
funktionellen Status. So kann z.B. die Hoch- bzw. Herunterregulation eines bestimmten
Proteins mit einer Krankheit (wie z.B. Alzheimer [86]) oder der Entstehung eines Karzinoms
assoziiert sein [70; 27].

Die Proteine einer Zelle interagieren auch miteinander, was sich in der Bildung von
Proteinkomplexen oder Netzwerken aus Proteinen mit verschiedenen Funktionen
niederschlagt [49]. Die Erforschung von Protein-Protein-Interaktionen ermdglicht es,
biologische Prozesse zu verstehen, die von diesen reguliert werden [21]. Substanzen, die diese
Interaktionen stoéren, kbnnen das Proteinnetzwerk beeinflussen und somit z.B. teratogen oder
krankheitsauslosend wirken.

Eines der Ziele der Proteomforschung ist es, die Funktionen der zellularen Proteine
aufzudecken und damit nicht nur Erkenntnisse tber intrazellulare biologische Ablaufe zu
erlangen, sondern auch tber die dadurch bedingten Lebensprozesse des gesamten Organismus
Aufschluf® zu erhalten. Dies ist kein einfaches Unterfangen, wenn man bedenkt, daf3 allein in
einem einfachen Organismus wie der Hefe ca. 80.000 solcher Interaktionen existieren [129]
und in héheren Organismen das Interaktionsnetzwerk noch komplexer ist. "Interaction
Proteomics", die Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen, ist einer der wichtigsten
Bereiche der Proteomik und bedient sich spezieller Analysemethoden, wie dem "Yeast Two-
hybrid System" [44], der "Affinity Purification" oder der "Protein Chip Methode" [21].

Das Verstandnis der Regulierung von Ablaufen biologischer Prozesse und das Aufdecken von
Reaktionsketten innerhalb der Zelle und des gesamten Organismus ermdglicht es schon heute,

in die Entstehung von Krankheiten einzugreifen bzw. neue Therapien zu entwickeln [22].

1.2 Gel- und LC-basierende Methoden der Proteinauftrennung

Die Proteomforschung wurde durch die Verfluigbarkeit von Genomsequenz-Daten sowie durch
die laufenden technischen Fortschritte in der Proteinanalytik [109; 21], dem Ursprung der
Proteomik, ermdglicht.

Grundlegende Techniken der Proteinanalytik sind neben der Probenvorbereitung
Trennmethoden fur Proteingemische wie die 2-dimensionale Gelelektrophorese, bei der eine
Separierung der Proteine aufgrund ihres isoelektrischen Punktes sowie ihrer Molekulgrofl3e

erfolgt, oder die Flussigkeitschromatographie (Liquid Chromatography, LC), bei der



komplette Proteome proteolytisch fragmentiert und anschlie3end die Peptide
chromatographisch aufgetrennt werden [100].

Im Gegensatz zu den gelbasierenden Trennmethoden, bei denen eine Quantifizierung
densitometrisch durch die Anfarbung der Proteinspots auf dem Gel erfolgt (die Farbintensitat
der Spots ist proportional zu ihrem Proteingehalt), nutzen LC-basierende Methoden die
Massenspektrometrie teils unter Zuhilfenahme interner Standards fir die genaue
Quantifizierung der Proben [100].

Das gangigste Verfahren zur Identifizierung von Proteinen ist nach wie vor die 2D-SDS-
Gelelektrophorese kombiniert mit der MALDI-TOF-Massenspektrometrie, da es sich hierbei
um eine sensitive Methode handelt, mit der eine grof3e Spanne verschiedener Proteine
dargestellt werden kann; zudem existieren 2D-Gel-Profile in Literatur und Datenbanken [32],
auf die zwecks Datenabgleich zurtickgegriffen werden kann.

Die Technik der 2D-Gelelektrophorese existiert seit den 1970er Jahren [81; 106]. Zunachst
werden die Proteine mittels isoelektrischer Fokussierung (IEF) nach ihrer Ladung nach ihrem
isoelektrischen Punkt in der sogenannten ersten Dimension aufgetrennt, anschlie3end erfolgt
die Trennung nach dem Molekulargewicht in der zweiten Dimension mittels SDS-PAGE
[116].

Die SDS-PAGE kommt allerdings an ihre Grenzen, wenn das Gemisch zu geringe
Proteinmengen enthalt, die Proteinprobe zu komplex ist oder die aufzutrennende Probe stark
hydrophobe, extrem basische oder extrem grof3e oder kleine Proteine enthalt. Dennoch gibt es
bisher kein Verfahren, das der 2D-Gelelektrophorese tberlegen ware [57]. Vorteile der SDS-
PAGE bestehen darin, daf3 die meisten Proteine in SDS |6slich sind, daf} eine breite
molekulare Masse von 10.000 bis 300.000 Da abgedeckt wird und daf} schwach saure oder
basische Proteine aufgetrennt werden kdnnen [108]. Strukturgleiche Proteine, die sich
lediglich in ihrer PTM unterscheiden, was sich z.B. auf ihren isoelektrischen Punkt oder auf
ihre molekulare Masse auswirkt, kbnnen somit erfolgreich voneinander getrennt werden
[126]. Mit der Einfihrung der grof3en 2D-"Klose"-Gele wurde versucht, mehr Proteinspezies

aufzutrennen [75].

1.3 Massenspektrometrie: ESI- und MALDI-TOF-MS
Die Erforschung des Proteinaufbaus und der damit verbundenen Informationen tber die
Proteinfunktionen stellt den Mittelpunkt der Proteomforschung dar. Zur Analyse von

Proteinsequenzen existieren unterschiedliche Verfahren.



Ein seit den 1980er Jahren haufig genutztes Verfahren zur Bestimmung der Aminosaure-
Sequenz einer Peptid-Kette ist die Edman-Sequenzierung. Es handelt sich um eine Methode,
bei der die Peptidkette am N-terminalen Ende schrittweise abgebaut wird, was voraussetzt,
dalR das Amino-Ende der Aminosaure nicht blockiert sein darf [35; 37; 36].

Dieses klassische Verfahren wurde heutzutage weitgehend ersetzt durch die
Massenspektrometrie, da diese sensitiver ist, sich hierbei ein hoherer Durchsatz an Proben
erzielen lal3t und keine einheitlich aufgereinigten Proteine oder Peptide bendtigt werden,
womit sie auch bei Proteingemischen anwendbar ist und damit die Methode der Wahl fir die
Analyse komplexer Proteinproben darstellt [108]. Definitionsgemal besteht ein
Massenspektrometer aus einer lonenquelle, einem Massenanalysegerét, das das Masse-zu-
Ladungsverhaltnis m/z des ionisierten Analyten mif3t, und einem Detektor, der die Anzahl der
lonen bei einem bestimmten m/z-Wert mif3t [55]. Es gibt im Wesentlichen vier verschiedene
Typen von Massenanalysegeraten. Dies sind die lonenfalle, time-of-flight (TOF) -,
Quadrupol- und Fourier Transform lonen Cyclotron (FT-MS) — Analysegeréte [2]; die
Messungen erfolgen bei allen Geraten in der Gasphase.

In der Geschichte der Massenspektrometrie gab es in den 1980er Jahren zwei erwahnenswerte
technische Durchbriche, und zwar die Entwicklung zweier "weicher" lonisationsmethoden,
bei denen es nur zu einer minimalen Fragmentierung des Analytenmolekiils kommt [1].

Zum einen ist dies die Elektospray lonisation (ESI), fur deren Entwicklung mit Beginn in den
1988er Jahren schliel3lich 2002 der Nobelpreis fuir Chemie vergeben wurde [42; 41]. Hierbei
wird eine Peptidlésung durch Einwirkung eines elektrischen Feldes mit Hilfe einer
Sprayerkapillare zu einem Aerosol vernebelt und es kommt schliel3lich zur Bildung freier
lonen, die durch die Potentialdifferenz zwischen Sprayerkapillare und Gegenelektrode in das
Massenspektrometer gelenkt werden. In einem ersten Schritt werden einzelne Peptide aus der
Losung isoliert und in einem zweiten Schritt fragmentiert und dadurch sequenziert [108]. ESI
kann mit oben erwahnten flissigkeitsbasierenden Trennmethoden wie der Flissigkeits-
Chromatographie (LC) oder der 2D-SDS-PAGE gekoppelt werden, was durch eine initiale
Separierung der Peptide die Analyse komplexer Proteinproben ermdglicht [108].

Die zweite Methode ist die Matrix-unterstlitzte Laser Desorptions/lonisations-
Massenspektrometrie (MALDI-MS). Bei diesem Verfahren werden eine Matrix und der
Analyt cokristallisiert, indem der Analyt wahrend des Trocknens in die Matrix-Kristalle
eingebaut wird. Beim Beschul z.B. mit einem Stickstofflaser fur ca. 2-5 ns kommt es zur

Energielbertragung und lonisation der Analytmolekiile.



Die ESI ist meist gekoppelt an lonenfallen oder Triple Quadrupol-Analysegerate, die
sogenannte fragmentierte lonen-Spektren (kollisionsinduzierte Spektren; CID) liefern; diese
entstehen durch die Kollision der eingefangenen lonen mit einem Inertgas, was zum weiteren
Zerfall der lonen fuhrt. Die ESI-lon Trap-MS z.B. zeigt eine hohe Sensitivitat bis in den
Femtomol-Bereich [34].

Im Gegensatz dazu ist die MALDI meist an TOF-Analysegeréte gekoppelt, die die Massen
intakter Peptide messen. Die Proteinidentifizierung mit MALDI-TOF wird auch als Peptide
Mapping oder Peptide Mass Fingerprinting (PMF) [61] bezeichnet, was bedeutet, dal? die im
Experiment gemessenen Massen der Peptide, die beim Verdau eines Proteins entstanden sind,
mit den Peptidmassen einer Datenbank verglichen werden. Je mehr identische Peptidmassen
in der Datenbank gefunden werden, desto hdher ist die resultierende Sequenzabdeckung [10].
MALDI-TOF-MS eignet sich fur die Analyse einfacher Peptidgemische sowie flr die Analyse
von Proteinen hoheren Molekulargewichts [34]. Die MALDI-Geréate erreichen eine

Sensitivitat bis in den Femto- und Attomolbereich [78].

Kollisionsinduzierte (CID) Spektren liefern im Gegensatz zum PMF nicht nur Informationen
Uber die Peptidmassen, sondern auch tber die Peptidsequenz [2]. Massenspektrometrische
Methoden, die in der Lage sind, auch fir geringe Probenmengen solch detaillierte
Informationen Uber unbekannte Peptide zu liefern (wie die Nanospray Tandem MS), sind
allerdings technisch komplexer und nehmen eine langere Analysezeit in Anspruch als
Hochdurchsatzmethoden wie PMF mit MALDI-TOF-MS und sind daher eher fir Proben

geeignet, bei denen Interesse an einer besonders genauen Analyse besteht [28].

1.4 Western Blot und On-Membrane-Verdau

Die haufigsten Techniken in der Proteomik sind die gelelektrophoretische Auftrennung von
Proteinen und deren anschlieRende massenspektrometrische Identifizierung [136].

Es besteht die Mdglichkeit, nach der Auftrennung im Gel die Proteine mittels Elektro-Blot auf
eine NC- oder PVDF-Membran zu transferieren und die Spots dann immunochemisch
sichtbar zu machen. Dieses Vorgehen wird als Western Blot [96] oder Lektin Blot bei der
Verwendung von Lektinen anstelle von Antikorpern [107] bezeichnet. Die Technik des
Western Blot wurde in den 1979er Jahren eingefuhrt [114; 125] und weiterentwickelt [18].
Die immunochemische Detektion beim Western Blot wird dadurch ermdglicht, daf3 ein
Antikorper, der gegen ein bestimmtes Epitop oder eine bestimmte Modifikation eines
Proteins, z.B. gegen eine Phosphorylierung, gerichtet ist, an das entsprechende Epitop bindet.

Ein zweiter, enzymgebundener Antikérper wird anschlielend an den ersten Antikdrper
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gebunden. Der nachste Schritt beinhaltet eine Chemofluoreszenz oder Chemolumineszenz-
Reaktion. Letztere wird Uber ein Enzym wie Meerrettichperoxidase (Horse Raddish
Peroxidase; HRP) oder Alkalische Phosphatase (AP), das an den zweiten Antikdrper
gekoppelt ist, vermittelt. Durch die Umsetzung eines enzymspezifischen Substrates mithilfe
eines Verstarkers (Enhancer) wird auf chemischem Wege Licht erzeugt, das einen
Rontgenfilm an den durch den Antikdrper markierten Stellen schwérzt [54].

Somit kénnen z.B. gezielt Spots sichtbar gemacht werden, die Phosphat-Reste enthalten. Da
Phosphorylierungen bei der Aktivierung bestimmter Molekile und bei der Signaltransduktion
innerhalb von Zellen von Bedeutung sind, kdnnen mittels Western Blot und Immunodetektion
z.B. gezielt nur die aktivierten Stadien bestimmter Proteine markiert werden [108].

Aufgrund der hohen Sensitivitat und Spezifitat wird der Western Blot mit anschlielRender
ECL (Enhanced Chemoluminiscence) beispielsweise beim HIV-Test in Kombination mit
ELISA eingesetzt [25].

Die geblotteten Proteine kdnnen nach Immunodetektion auf der Blot-Membran verdaut
werden. Ohtsu et al. entwickelten die Methode "Western MS", bei der eine MALDI-TOF-MS-
Analyse nach dem Verdau direkt von der PVYDF-Membran erfolgt [102]. Ebenso ist es
maoglich, den On-Membrane-Verdau klassisch in Mikrotiterplatten ablaufen zu lassen und
anschliel3end die Peptide zu extrahieren und auf ein Target zu spotten, bevor sie der MS
Analyse zugefihrt werden [33].

Fur die Durchfiihrung des On-Membrane-Verdaus existieren zahlreiche unterschiedliche
Methoden, wie z.B. der tryptische Verdau in einem 2-Phasen-System aus Butanol und
NH4HCOs-Puffer Gber 24 Stunden [140] oder der tryptische Verdau isH@®Ds-Puffer tber

16 Stunden [107].

Besonders geeignet ist die Kombination der Immunodetektion mit dem anschlielBenden On-
Membrane-Verdau fur komplexe Proben mit nur wenigen immunreaktiven Komponenten, bei
denen es beim Verdau vom parallel hergestellten Vergleichs-Gel schwierig ware, die auf der
Membran immunologisch markierten Spots auf dem korrespondierenden Gel wiederzufinden.
Die Mdglichkeit, nach der Immunodetektion die markierten Proteine auf der Membran dem
Verdau und damit der MS Analyse zuzufihren, verringert aul3erdem den Bedarf an

Probenmaterial, da nur noch ein Gel fir die Analyse bendtigt wird [89].

1.5 Datenbanken
Eine Fllle an Informationen, wie sie die proteinanalytische Forschung liefert, verlangt eine

effiziente und dauerhafte Speicherung, so daf3 jederzeit Zugriffe auf die Daten mdglich sind.
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In den spaten 1970er Jahren wurden erstmals mithilfe der damals neu entwickelten 2D-
Gelelektrophorese Datenbanken geschaffen, in denen die Spot-Muster der in 2D-Gelen
aufgetrennten Proteingemische abrufbar waren und mit speziellen Computerprogrammen
analysiert werden konnten [5]. Heutzutage existieren Datenbanken, die ganze Proteome,
beispielsweise die von humanem Plasma, Leber, Erythrozyten [118] oder Niere sowie die der
haufig untersuchten Backerhefe o&scherichia colienthalten.

Die Identifikation einzelner Proteine gelang erst ab den 1990er Jahren mit der Entwicklung
der Massenspektrometrie [108]. Seither entstanden Datenbanken, in denen die Peptidmassen
einzelner Proteine gespeichert sind (Peptide Mass Fingerprinting). Da Trypsin die Proteine C-
terminal von den Aminosauren Arginin und Lysin spaltet, lassen sich die Massen der durch
tryptischen Verdau entstehenden Peptide theoretisch berechnen. Die experimentell mit Hilfe
der MALDI-MS ermittelten Peptidmassen werden dann mit den theoretischen in der
Datenbank abgeglichen und es ergibt sich ein Score, der umso hdéher ist, je mehr
experimentelle Peptidmassen mit denen eines Proteins aus der Datenbank Ubereinstimmen
[108].

Die ESI-MS/MS ermdglicht es, Uber die Fragmentierung von Peptiden die Lokalisation
bestimmter Aminosauren innerhalb eines Peptids zu bestimmen, wodurch das Peptid aufgrund
seines speziellen Aminosauren-Musters "etikettiert" und in Sequenzdatenbanken gefunden
werden kann [108]. Solche Proteinsequenz-Datenbanken werden mit Hilfe theoretischer
Translation aus Nukleinsaure-Sequenzen hergestellt, woraus ersichtlich ist, dal’ die Genomik
die Grundlage fur die Proteomik bildet [57].

Zahlreiche solche Proteinsequenz-Datenbanken und Peptid-Bibliotheken sind in den
vergangenen Jahren durch die Zusammenarbeit zwischen Proteomforschung und
Bioinformatik entstanden. Sie haben sich als praktisch fur die Identifikation von Proteinen
v.a. im Zuge von Hochdurchsatz-Verfahren mittels MALDI-TOF-MS erwiesen. Mit der
Entwicklung geeigneter Software ist es mdglich, die vorhandenen Datenbanken nach
Ubereinstimmungen mit experimentell gewonnenen MALDI-TOF-Spektren zu durchsuchen,
was die Entwicklung weiterer Datenbanken und proteomischer Landkarten z.B. fur
Mikroorganismen vorantreibt [132]. Momentan sind bestimmte Bereiche der Proteomik, wie
z.B. Proteinsequenzen fur einige Modellorganismen, gut in Datenbanken erfaldt, andere, wie
z.B. PTMs oder Proteinsequenzen fur weniger bekannte Organismen, jedoch (noch) nicht
[57]. Bekannte Proteinsequenzdatenbanken sind z.B. MSDB oder SwissProt.

Steht keine Proteinsequenzdatenbank zur Verfiigung, kann immer noch auf sogenannte EST

(Expressed-Sequence-Tags)-Datenbanken zurlickgegriffen werden [16; 93]. Als ESTs werden
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Stuicke von cDNA bezeichnet, mit deren Hilfe es moglich ist, kodierende Sequenzen fir ein

bestimmtes Protein zu finden und somit exprimierte Gene einer Zelle zu erfassen.

1.6 Automatisierung

Bei der Erforschung von Proteomen im grof3en Stil ist es erforderlich, eine sehr hohe Anzahl
an Proteinen zu analysieren. Aus diesem Grund geht der aktuelle Trend in die Richtung,
maoglichst viele Arbeitsschritte im Ablauf des Proteinidentifikationsprozesses zu
automatisieren und Hochdurchsatzverfahren zu entwickeln, um Zeit und Aufwand zu sparen
[113]. Die drei Schritte, die fur die konventionelle Proteinidentifikation nétig sind, bestehen
aus dem Ausschneiden von Spots aus Gel oder Membran und deren Transfer in
Mikrotiterplatten, aus dem Proteinverdau mithilfe einer Protease, sowie aus dem Auftragen
des Verdauproduktes auf ein MALDI-Target bzw. ein Einbringen in die Elektrospray-Quelle
eines Massenspektrometers [57]. Die bisherige technische Entwicklung erlaubt es, mithilfe
spezieller Geratschaften und Roboter jeden einzelnen dieser Schritte automatisiert ablaufen zu
lassen. Die anschliel3ende Datenanalyse, d.h. die Bearbeitung und Kalibrierung der Spektren,
wird jedoch meistens manuell durchgefihrt.

Vor allem der zweite Arbeitsschritt, der Proteinverdau, bildet oft ein zeitliches Hindernis,
weshalb vielerorts schon mit Pipettier- und Verdaurobotern gearbeitet wird [67]. Schon vor
Uber 10 Jahren wurden erste Roboter zum automatisierten In-Gel-Verdau entwickelt [66] und
heutzutage sind viele verschiedene Modelle zu erwerben. Aber auch die anderen
Arbeitsschritte, wie Spot Picking, Extraktion, Spotting, MS-Analyse und sogar die
Bearbeitung der Spektren werden mancherorts automatisch durchgefuhrt [99].

Die MALDI-TOF-MS ist aufgrund der Moglichkeit, automatische Messungen durchzufihren
und damit in kurzer Zeit eine grof3e Anzahl an Proteinen zu identifizieren, die Methode der
Wabhl in den meisten Laboratorien [105].

In der vorliegenden Arbeit liegt der Schwerpunkt auf der Entwicklung einer Verdau- und
Extraktionsmethode, wobei der Verdau nicht wie herkdmmlich im Gel, sondern auf

Membranen ablief, mit denen zuvor ein Western Blot durchgefiihrt worden war.



2. Material und Methoden

2.1 Chemikalien
Wasser wurde mit dem "Milli-Q Ultra-pure water system"” (Millipore, Eschborn) entsalzt und
gereinigt.

Aceton, Roth, Karlsruhe

Acetonitril, Roth

Acrylamid-Ldsung: "Rotiphorese Gel 30", Roth

Ammoniumpersulfat, GE Healthcare, Freiburg

Antikdrper 1: "Monoclonal Anti-Chicken Egg Albumin, Clone OVA-14 (Ovalbumin)”,
Sigma, Steinheim

Antikdrper 2: "Polyclonal Rabbit Anti-Mouse Immunglobulins/HRP", Dako, Hamburg

Bromphenolblau, Serva, Heidelberg

bovines Serumalbumin, Sigma

1-Butanol, Merck, Darmstadt

Casein, Sigma

Citronensaure-Monohydrat, Roth

Coomassie-Farbung: Serva Blue R, Serva

2,5-Dihydroxybenzoeséaure, Sigma

Direct Blue 71, Sigma

DTT: "DL-Dithiothreitol for electrophoresis”, Sigma

ECL Plus Western Blotting Detection System, GE Healthcare

Essigsaure, Merck

Ethanol (unvergallt), Roth

Ethanol (vergallt), Roth

Glycerin, Roth

Glycin, Roth

a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure, Sigma

HCI, Roth

lodacetamid, Sigma

KCI, Merck

KH,PQO,, Merck

Methanol, Merck

NaHPO, x 2H,0, Merck



NaCl, Roth

NH4HCO;, Sigma

Nitrocellulose-Membran: Hybond-ECL, Porengrol3e 0,45 GE Healthcare

Octylglycosid: Octylf-D-glucopyranoside, Sigma

Ovalbumin, Sigma

Peptid-Standard: "Peptide Calibration Standard Mono 11", Bruker Daltonik, Bremen

Phosphorsaure, Sigma

Polyvinylidenfluorid-Membran: Hybond-P, Porengrdl3e 0,45 (GE Healthcare

Proteingemisch 2: "LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis”, GE Healthcare

Protein-Marker fur Gelelektrophorese: "Precision Plus Protein Standards, Dual Color",
Bio Rad, Minchen

Polyvinylpyrrolidone, Sigma

Roti-Block, 10 x Konzentrat, Roth

Sodium Dodecylsulfat ultra pure, Roth

N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin, GE Healthcare

Tetrahydrofuran, Roth

Triflouressigsaure: 25% Triflouracetic Acid, Applied Biosystems, Darmstadt

Transferrin, Sigma

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Roth

Trypsin Gold Mass Spectrometry Grade, Promega, Mannheim

Tween 20, Sigma

2.2 Puffer
Fur die Proteinprobenzubereitung:
Probenpuffer 4fach:
302,8 mg TRIS
800 mg SDS
4 ml Glycerin
4 mg Bromphenolblau
in 7 ml O aufnehmen
pH 6,8 mit HCI einstellen,
auf 10 ml mit HO auffullen
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Fur die Herstellung von Mini-Gelen:
Sammelgelpuffer 4fach:
3gTRIS
40 ml HO
mit HCI auf pH 6,8 einstellen
mit H,O auf 50 ml auffullen
Trenngelpuffer 4fach:
90,759 TRIS
400 ml HO
mit HCI auf pH 8,8 einstellen
500 ml RO

Fur die Gelelektrophorese:

Elektrophorese-Laufpuffer 1fach:
100 ml Elektrophorese-Laufpuffer 10fach
900 ml HO

Elektrophorese-Laufpuffer 10fach:
75,5 g TRIS
360,5 g Glycin
25 g SDS
2,51 HO

Fur den Elektroblot:
Towbin-Puffer 1fach:
250 ml Towbin-Puffer 10 x
1750 ml HO
500 ml Ethanol (unvergallt)
Towbin-Puffer 10fach:
75,75 g TRIS
360,4 g Glycin
2,51HO
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Fir den Western Blot:
PBS-T-Puffer:

8 g NaCl
0,2 g KClI
1,4 g NgHPO, x 2 H,O
0,2 g KHPO,
0,5 ml Tween
auf 1 | mit HO auffillen

Fir den In-Gel-Verdau:
50mM NHHCOs-Pulffer:
2,5 ml 1M NHHCOs-L6sung
mit H,O auf 50 ml aufgiel3en

25mM NHHCOs-Verdaupuffer:
0,5 ml 1M NHHCOs-Lésung
auf 20 ml HO aufgiel3en
fakultativ 20 mg Octylglycosid

Extraktionslosung (1% TFA, fakultativ 0,1% Octylglycosid):

20 ml HO
200 L TFA
fakultativ 20 mg Octylglycosid

DTT-L6sung (10mM):
10 ml 50mM NHHCOs-Puffer
15,4 mg DTT

IAA-L6sung (10mM):
10 ml 50mM NHHCOs-Puffer
102 mg IAA

Dunkel lagern da lichtempfindlich.
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Fir den On-Membrane-Verdau:
Entfarbeldsung:
25 ml Ethanol (unvergallt)
7,5 ml 1M NHHCOs-Lésung

mit H,O auf 50 ml auffullen

50mM NHHCOs-Pulffer:
5 ml ACN
2,5 ml 1M NHHCOs-L6sung
mit H,O auf 50 ml auffillen

25mM NH,HCOs-Verdaupuffer:
2 ml ACN
0,5 ml 1M NHHCOs-Lésung
mit H,O auf 20 ml aufgiel3en
fakultativ 20 mg Octylglycosid

Extraktionslosung (50% ACN, 1% TFA, fakultativ 0,1% Octylglycosid):
10 ml ACN
10 ml HO
200 L TFA
fakultativ 20 mg Octylglycosid

PVP-L6sung (0,25% PVP, 0,1% Essigsaure):
10 ml HO
10 | Essigsaure
25 mg PVP

2.3 Gerate und Materialien

Verdauroboter "Microlab Starlet”, Hamilton, Martinsried
mit Pipettenspitzen "Co-RE Tips (3APwithout filters”, Hamilton
Mikrotiterplatten (Well-Platten), Greiner, Frickenhausen

Lagerplatten, Nerbe Plus, Winsen/Luhe
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Der Verdauroboter besitzt 4 Pipettierkanale, 4 temperierbare Platze fir Well-Platten,
einen Plattenschiittler und mehrere temperierbare Platze fur die Verdaupuffer und das
Trypsin. Die von dem Roboter auszufihrenden Arbeitsschritte lassen sich Uber einen
Computer steuern. Somit ist der Roboter in der Lage, nicht nur einen automatischen
Verdau inklusive Extraktion durchzufiihren, sondern z.B. auch ein Stahl-Target oder
einen Anchor-Chip mit Matrix bzw. mit Probe fiir die massenspektrometrische

Analyse zu beschichten.

i Waste
On-membrane Digests
Wash |
Shaker Extraction Washll Tios
i solution \ L
T
A 1
Digestion
buffer
Trypsin
u waste
ProteasM A
Vacuum T
station
PP |aTrS:ep\S/|o| DTT 1AM Samples t%glpper
Destain

Abb. 1: Schematischer Aufbau des Verdauroboters
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Abb. 2: Aufnahme des Grundrisses des Verdauroboters

Spotcutter ExQuest, Bio Rad
groRer Gel-Stanzkopf, Durchmesser 3,5mm
kleiner Gel-Stanzkopf, Durchmesser 2mm
Membran-Stanzkopf, Durchmesser 1mm
Ultraflex | TOF/TOF Massenspektrometer, Bruker Daltonik
Edelstahl-Target, Bruker Daltonik
Anchor-Chip, Bruker Daltonik
Universal 32 R-Zentrifuge, Hettich-Zentrifugen, Tuttlingen
Ultraschallbad Badelin Sonorex TK 52, Roth
digitale Einwaage Mettler AJ150, Mettler PB3000, Mettler-Toledo, Giel3en
Pipetten: 0,2 — 2Ily 1 - 10 1t/ 10 — 100 |/ 100 — 1000 | Socorex, Ecublens/Lausanne
mit zugehdorigen Pipettenspitzen
Plattenschuttler, MAGV, Rabenau
Schttler klein "Thermomixer compact”, Eppendorf, Hamburg
Whirler "Combi-Spin", Kisker, Steinfurt
Eppendorf-Réhrchen "Protein LoBind Tube 1,5ml", MAGV
Plastikschalen, Bio Rad
Handschuhe Nitra Tex, Ansell, Minchen
Papierticher Kimberley Clark, Roth

Tubes "Cellstar PP-Test tubes, 15ml und 50ml, steril", Greiner

Fur die Herstellung von Mini-Gelen und die Gelelektrophorese:
GielRapparatur mit Zubehdr fur Mini-Gele, Bio Rad
2D-Elektrophoresekammer: Hoefer 600, GE Healthcare
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Netzgerat: Electrophoresis Power Supply EPS 2A200, GE Healthcare

Fur den Elektro-Blot:
Blotkammer "10x10 cm Elektroblotter fur 4 Blots", Bio Step, Jahnsdorf
Netzgerat "Electrophoresis Power Supply EPS 3501 XL", GE Healthcare
Blotkassette, Biostep, Jahnsdorf
Schwamme "Foam Sponges", GE Healthcare
Blotpapier "Hybond Blotting Paper”, GE Healthcare
Magnetrihrer, MAGV
Kihlaggregat, GE Healthcare

Fir den Western Blot:
Folienschweil3gerat, Petra-Electric, Burgau
Saranfolie, Roth
Rontgenfilm 18 x 24 cm "High performance chemiluminescence film", GE Healthcare
Fotokassette, 18 x 24 cm, GE Healthcare
Entwicklerlésung: Cronex MD-Developer, Agfa, Dubendorf

Fixiererlosung: Cronex MFE-Developer, Agfa

2.4. Herstellung der Proteinproben
2.4.1 Proben, die jeweils ein Protein beinhalten

Die Proteine wurden in #D im Ultraschallbad gelost:

BSA-LOsung 1g/ul,
Ovalbumin-L6sung 1g/ul,
Casein-Ldsung 1giul,

Aus den Proteinlosungen wurden anschliel3end Verdinnungsreihen hergestellt: 20ul Protein-
Losung, 40ul HO und 20ul Probenpuffer 4fach wurden in ein Eppendorf-Gefald gegeben und
gemischt. Anschlie3end wurde das Gemisch 5 Minuten lang bei 100°C gekocht.

Nach dem Auskuhlen bei RT und kurzem Abzentrifugieren konnten von dieser Mischung
folgende Mengen in die Gel-Taschen pipettiert werden:

4ul pro Tasche entsprechen Verdinnung®l  1ug Protein / Spur
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2ul pro Tasche entsprechen Verdinnunep2 0,5ug Protein / Spur
1ul pro Tasche entsprechen Verdinnung»30,25ug Protein / Spur

Bei einer absoluten Moleklilmasse von 66kDa fiir BSA, 45kDa fiir Ovalbumin und 23,5kDa

fur Casein ergaben sich folgende Proteinmengen in pmol pro Spur:

Verdinnung 1 2 3
[pmol/Spur] [pmol/Spur] [pmol/Spur]
BSA 15,2 7,6 3,8
Ovalbumin 22,2 111 5,55
Casein 42,6 21,3 10,65

Tab. 1: Proteinmengen pro Spur von Proben, die jeweils ein Protein beinhalten

Hieraus ergaben sich folgende geschatzte Proteinmengen in pmol pro ausgestanztem

Membranspot (Durchmesser 1 mm; ca. 1/8 der Bande; siehe Ergebnisteil 3.2):

Verdiinnung

1
[pmol/Spot]

2
[pmol/Spot]

3
[pmol/Spot]

BSA

19

0,95

0,475

Tab. 2: Proteinmengen pro Spot von Proben, die jeweils ein Protein beinhalten

Hier die geschéatzten Proteinmengen in pmol pro Membranspot (Durchmesser 1 mm; ca. 1/6

der Flache) beim Dot-Blot (Auftrag 1,1siehe 3.1.1):

Verdiinnung [pmol/18pot]
BSA 2,5
Ovalbumin 3,7
Casein 7,1

Tab. 3: Proteinmengen pro Spot beim Dot-Blot

2.4.2 Proben, die jeweils mehrere Proteine beinhalten (Proteingemische)

"Proteingemisch 1 enthalt Proteine in folgenden Konzentrationen:

1 pg/ul Transferrin

1 ug/ul BSA

1 ug/ul Ovalbumin

1 pug/ul Casein




Durch Zugabe von ¥ wurden folgende Verdiinnungen von Proteingemisch 1 hergestellt:

Verdunnung 1. 10 png / 60ul
Verdinnung 2: 5 png / 60ul
Verdinnung 3: 25 ug/6eo0ul
Verdunnung 4. 1,25 ug/60ul
Verdunnung 5: 0,625 pg/60ul

Fur den Auftrag in die Gel-Taschen wurden die Verdiinnungen von Proteingemisch 1 durch
Zugabe von Probenpuffer 4fach (10ul PP4fach auf 30ul Verdiinnung von Proteingemisch 1)

nochmals verdunnt zu folgenden Konzentrationen:

Verdinnung 1 + PP4x: 5 pug / 40ul
Verdinnung 2 + PP4x: 25 pg/40ul
Verdinnung 3 + PP4x: 1,25 pg/40ul
Verdinnung 4 + PP4x: 0,625 pg/40ul
Verdinnung 5 + PP4x: 0,3125 g/ 40ul

Die Proben wurden 5 Minuten lang bei 100°C gekocht, bei Raumtemperatur abgekuhlt und
kurz abzentrifugiert. Es wurden jeweils 8l einer Verdiinnung in die jeweilige Geltasche
eingebracht.

Damit ergaben sich folgende Proteinmassen pro Spur:

Verdiinnung 1 [ug/Spur] 2 [ug/Spur] 3 [ug/Spur] 4 [ug/Spur] 5|[pug/Spur]
Transferrin 1 0,5 0,25 0,125 0,0625
BSA 1 0,5 0,25 0,125 0,0625
Ovalbumin 1 0,5 0,25 0,125 0,0625
Casein 1 0,5 0,25 0,125 0,0625

Tab. 4: Proteinmassen pro Spur bei Proteingemisch 1

18



Bei einer absoluten Moleklilmasse von 77,7kDa fur Transferrin, 66kDa fur BSA, 45kDa flr

Ovalbumin und 23,5kDa fir Casein ergaben sich folgende Proteinmengen in mol pro Spur:

Verdiinnung L 2 3 4 5
[pmol/Spur] [pmol/Spur] [pmol/Spur] [pmol/Spur] [pmol/Spur]
Transferrin 12,87 6,4 3,2 1,6 0,8
BSA 15,2 7.6 3,8 19 0,95
Ovalbumin 22,2 11,1 5,6 2,8 14
Casein 42,6 21,3 10,7 53 2,7

Tab. 5: Proteinmengen pro Spur bei Proteingemisch 1

Hieraus ergaben sich folgende geschétzte Proteinmengen in pmol pro ausgestanztem

Membranspot (Durchmesser 1 mm; ca. 1/8 der Bande; ab Ergebnisteil 3.1.2):

Verdiinnung 1 2 3 4 5
[pmol/Spot] [pmol/Spot] [pmol/Spot] [pmol/Spot] [pmol/Spot]
Transferrin 1,6 0,8 0,4 0,2 0,1
BSA 1,9 0,95 0,475 0,238 0,119
Ovalbumin 2,775 1,388 0,7 0,35 0,175
Casein 5,325 2,662 1,338 0,662 0,338

Tab. 6: Proteinmengen pro Spot bei Proteingemisch 1

"Proteingemisch 2 entspricht dem LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis, GE

Healthcare. Es enthélt die Proteine Glycogenphosphorylase, BSA, Ovalbumin,

Carboanhydrase und Trypsin Inhibitor.

Ein Vial wurde in 100ul KO geldst. Fur zwei Gele wurden 4pl aus dem Vial mit 96ul

Probenpuffer in einem Eppendorf-Gefal? gemischt und gewhirlt. Von diesem Gemisch (=
Verdinnung 1) wurden noch 6 weitere Verdiinnungen hergestellt, indem immer die Halfte der

Verdinnung (50ul) abgenommen und mit 50ul PP4fach gemischt wurde. Pro Gelspur wurden

dann 20ul der jeweiligen Verdiunnung aufgetragen.

Folgende Proteinmassenangaben beziehen sich auf die jeweilige Gel-Spur:
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Verdinnung 1 2 3 4 5 6 !
(Mg/Spur) | (ug/Spur) | (Hg/Spur) | (pg/Spur) | (ug/Spur) | (Kg/Spur) | (pg/Spur)
Glycogenphos. | 0,536 0,268 0,134 0,067 0,0335 0,01675 | 0,008375
BSA 0,664 0,332 0,166 0,083 0,0415 0,02075 | 0,010375
Ovalbumin 1,176 0,588 0,294 0,147 0,0735 0,03675 | 0,018375
Carboanhydr. | 0,664 0,332 0,166 0,083 0,0415 0,02075 | 0,010375
Trypsin Inhib. | 0,64 0,32 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01

Tab. 7: Proteinmassen pro Spur bei Proteingemisch 2

Bei einer absoluten Molekilmasse von 97kDa fur Glycogenphosphorylase, 66kDa flir BSA,
45kDa fur Ovalbumin, 30kDa fur Carboanhydrase und 20,1kDa fir Trypsin Inhibitor ergaben

sich folgende Proteinmengen in mol pro Spur:

1 2 3 4 5 6 7

Verdinnung (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/

Spur) Spur) Spur) Spur) Spur) Spur) Spur)
Glycogenphos. | 5,52 2,76 1,38 0,69 0,35 0,17 0,09
BSA 10,06 5,03 2,52 1,26 0,63 0,31 0,16
Ovalbumin 26,14 13,07 6,53 3,27 1,63 0,82 0,41
Carboanhydr. | 22,14 11,07 5,53 2,77 1,38 0,69 0,35
Trypsin Inhib. 31,84 15,92 7,96 3,98 1,99 1 0,5

Tab. 8: Proteinmengen pro Spur bei Proteingemisch 2

Hieraus ergaben sich folgende geschatzte Proteinmengen in pmol pro ausgestanztem
Membran-Spot (Durchmesser 1 mm; ca. 1/8 der Bande; siehe Ergebnisteile 3.3.1.1 und
3.3.1.2):

1 2 3 4 5 6 7
Verdinnung (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/
Spot) Spot) Spot) Spot) Spot) Spot) Spot)
Glycogenphos. | 0,69 0,345 0,173 0,086 0,043 0,022 0,011
BSA 1,258 0,629 0,281 0,158 0,079 0,039 0,0196
Ovalbumin 3,268 1,634 0,816 0,409 0,204 0,102 0,051
Carboanhydr. | 2,768 1,384 0,691 0,346 0,173 0,087 0,043
Trypsin Inhib. | 3,98 1,99 0,995 0,498 0,249 0,124 0,062

Tab. 9: Proteinmengen pro Spot bei Proteingemisch 2

Hieraus ergaben sich folgende geschatzte Proteinmengen in pmol pro ausgeschnittener halber
Membran-Bande (ca. 50% der Bande; siehe Ergebnisteil 3.3.1.4):
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1 2 3 4 5 6 7
Verdinnung (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/
Bande) Bande) Bande) Bande) Bande) Bande) Bande)
Glycogenphos. | 2,76 1,38 0,69 0,345 0,173 0,086 0,043
BSA 5,03 2,515 1,26 0,629 0,314 0,157 0,079
Ovalbumin 13,07 6,535 3,268 1,634 0,817 0,408 0,204
Carboanhydr. | 11,07 5,535 2,768 1,384 0,692 0,346 0,173
Trypsin Inhib. | 15,92 7,96 3,98 1,99 0,995 0,498 0,249

Tab. 10: Proteinmengen pro halber Bande bei Proteingemisch 2

Folgende geschéatzte Proteinmengen in pmol pro ausgestanztem (kleinen) bzw. grof3en Gel-
Spot (Durchmesser 2 bzw. 3,5 mm; ca. 1/6 bzw. 1/3 der Bande; siehe Ergebnisteil 3.3.1.3):

1 2 3 4 5 6 7

Verdiing (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/

Spot) Spot) Spot) Spot) Spot) Spot) Spot)

Glyc.phos. (0,92); (0,46); (0,23); (0,115); (0,058); (0,029); (0,014);
1,84 0,92 0,46 0,23 0,115 0,058 0,029

BSA (1,677); (0,838); (0,419); (0,2095); | (0,105); (0,052); (0,026);
3,353 1,677 0,84 0,42 0,21 0,105 0,053

Ovalbumin (4,357); (2,178); (1,089); (0,545); (0,272); (0,136); (0,068);
8,713 4,357 2,178 1,089 0,545 0,272 0,136

(3,69); (1,845); (0,923); (0,461); (0,231); (0,115); (0,058);
Carb.anhyd. | 3 39 3,69 1,845 0,923 0,461 0,231 0,115

Trypsin Inh (5,307); (2,653); (1,327); (0,663); (0,332); (0,166); (0,083);
" 110,613 5,307 2,653 1,327 0,663 0,332 0,166

Tab. 11: Proteinmengen pro (kleinem) bzw. groRem Gel-Spot

2.5 Herstellung der Acrylamid-Mini-Gele

Die zweite Dimension der Proteintrennung, die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese, hat
ihren Ursprung in der Methode von Laemmli [81].

Das 10%ige Trenngel und das 4%ige Sammelgel wurden nach folgenden Angaben hergestellt:

Trenngel Sammelgel

Acrylamidlésung 6,7 ml 1,3ml
Trenngelpuffer 4fach 5ml

Sammelgelpuffer 4fach 2,5ml

H,O 8 mi 6,1 ml

10% SDS-Lsg. 200 pl 100 pl

10% Ammoniumpersulfat-Lsg. 100 pl 50 pl

TEMED 10 pl 10 pl

Tab. 12: Zusammensetzung von Trenngel und Sammelgel
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Acrylamidlésung, Trenn- bzw. Sammelgelpuffer ungdDHvurden in einem Becherglas

gemischt und fur ca. 2 min entgast, dann wurden SDS-, Ammoniumpersulfat- und TEMED-
Losung hinzugegeben.

Zuerst wurde das Trenngel gegossen und mit ca. 2ml 1-Butanol Uberschichtet, um eine glatte
Oberflache zu erhalten. Nach etwa 45 min war das Trenngel polymerisiert. Das 1-Butanol
wurde entfernt, die Oberflache wurde kurz mit Wasser abgespult, dann wurde die
Sammelgellésung eingefillt, die Gelkdmme wurden hineingesteckt und die Polymerisation

des Sammelgels abgewartet.

2.6 Gelelektrophorese

Die Gele wurden in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt. Die Gelkdmme wurden entfernt
und die Elektrophoresekammer wurde auf3en mit 200ml und innen mit 125ml Elektrophorese-
Laufpuffer 1fach gefllt. In die Geltaschen wurden die vorbereiteten Proteinproben
hineinpipettiert. Bei einigen Gelen wurden nur in die erste Geltaschei?@s parallel zu

den Proteinproben aufzutrennenden Proteinmarkers zur Ubersicht tiber das Molekulargewicht
pipettiert.

Die Elektrophorese erfolgte dann mit 100V firl5 min und mit 200V fir ca. 60 min.
Anschlie3end wurden die Gele herausgenommen, das Sammelgel wurde entfernt und die
obere rechte Ecke des Trenngels als Markierung abgeschnitten.

Die Gele wurden dann entweder mit Coomassie geféarbt oder ungefarbt im Elektroblot-

Verfahren weiterverarbeitet. Bei Bedarf wurden die Gele in Wasser bei 4°C zwischengelagert.

2.7 Elektroblot

Elektro- bzw. Western-Blot wurden abgewandelt nach der Methode von Towbin durchgefuhrt
[125].

Per Elektroblot wurden die aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine NC- bzw. PVDF-
Membran tbertragen. Die Membranen wurden zunéchst auf die Gro3e des Gels
zugeschnitten, die obere rechte Ecke wurde mit einem weichen Bleistift markiert.

Die PVDF-Membran wurde 3 bis 5 s mit Methanol benetzt und 2 x 5 min mit Wasser
gewaschen. Dann wurden beide Membranen sowie die Gele flir mindestens 15 min in
Towbin-Puffer (1fach) gelegt. Auch die Filterpapiere und die Schwamme fir die Kassetten
wurden fur ca. 15 min in Towbin-Puffer (1fach) eingeweicht.

Der "Sandwichaufbau" erfolgte folgendermal3en: Auf die Anodenseite der Kassette wurde

zunachst ein Schwamm und darauf ein Filterpapier gelegt, darauf moglichst blasenfrei die
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Blot-Membran mit der markierten Ecke nach oben rechts plaziert. Auf die Membran wurde
das Gel — ebenfalls mit der markierten Ecke nach oben rechts — gelegt. Darauf wurde wieder
ein Filterpapier gelegt. Durch leichtes Dartberrollen mit einer Walze wurden Luftblasen
entfernt. Zuletzt wurde wieder ein Schwamm daraufgelegt und die Kassette geschlossen. Die
Kassetten wurden in die Blotkammer eingesetzt, die bis zur Markierung mit ca. 2,5 | Towbin-
Puffer (1fach) gefullt wurde. Am Boden der Kammer wurde ein Ruhrfloh mit 120
Umdrehungen pro min eingestellt. Das Kiihlaggregat wurde auf 15°C eingestellt. Geblottet
wurde mit maximal 100 W und maximal 400 mA mit 570 Vh, also z.B. fur 19 h mit konstant
30 V. Es wurde Uber Nacht geblottet, da bekannt ist, dal3 dies effektiver ist als ein kurzes
Blotten bei hoherer Spannung [31].

Nach dem Blotten wurden die Membranen entnommen, 5 x fir einige Sekunden mit Wasser
gespuilt und konnten anschlieRend bei Bedarf in Wasser gelagert werden.

Wurden die Membranen mit DB71 geféarbt, so konnten sie danach in saurer DB71-
Verdunnungslésung aufbewahrt werden.

Ungefarbt konnten die Membranen im Western Blot-Verfahren weiterverarbeitet werden.

2.8 Western Blot

Es wurden 20ml Roti-Block-Konzentrat und 180miCHgemischt. Die Blot-Membranen

wurden zur Blockierung fur ca. 2 h in je 100 ml der gebrauchsfertigen Roti-Block-Losung in
Schalen auf den Plattenschiittler gestellt.

Anschliel3end wurden je 5ml AK 1 gegen Ovalbumin, verdinnt 1:10000 in Roti-Block
(Blocking-Reagenz in der Antikdrperldésung soll die Hintergrunddetektion vermindern [31]),

in ein 50ml-Tube gegeben, in das die Blot-Membran mit der Proteinseite nach innen gesteckt
worden war. Die Tubes wurden tber Nacht bei 4°C gerollt.

Am nachsten Morgen wurden die Blot-Membranen einmal fur einige s mit ca. 50ml PBS-T-
Puffer (1fach) abgespult und danach 5 x 3 min mit ca. 50ml PBS-T-Puffer (1fach) in Schalen
auf dem Schuttler gewaschen. Dann wurden je 6ml AK 2 (verdinnt 1:3000 in Roti-Block) in
ein 50ml-Tube gegeben, die Blot-Membran wurde mit der Proteinseite nach innen in das Tube
gesteckt und die Tubes wurden 1h bei 21°C RT im Dunkeln gerollt. Anschliel3end wurden die
Blot-Membranen einmal fur einige s mit ca. 50ml PBS-T-Puffer (1fach) abgespult und dann
wieder 5 x 3 min mit ca. 50ml PBS-Puffer (1fach) in Schalen auf dem Schittler gewaschen.
Dann wurden die Folien Uber die Kante auf Papiertlicher abgetropft und mit der Proteinseite
nach oben auf eine Glasplatte gelegt. Fiur die anschlieliende Chemolumineszenz-Reaktion

wurde ECL Plus Western Blotting Detection System benutzt [4]. Die ECL-Losungen wurden
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im Verhaltnis A:B 40:1 gemischt. Ca. 10ml ECL-L6sung wurden auf jede Membran pipettiert
und 5 min einwirken gelassen. Die Membranen wurden lber die Kante abgetropft, in Folie
eingeschweil3t, mit der Proteinseite nach oben in eine Rontgenkassette gelegt und in der
Dunkelkammer mit einem Rontgenfilm bedeckt. Eine Expositionszeit von 5 s erwies sich als
optimal. Danach wurde der Film 1 min in Entwicklerlésung, 30 s in Wasser und 5 min in
Fixierlosung getaucht, mit Wasser abgesptilt und an der Luft getrocknet. Zur Orientierung
wurden die Banden des Proteinmarkers mit einem Edding auf dem Film markiert.

Die Blot-Membranen wurden nach der immunchemischen Detektion aus der Schweil3folie
genommen und 5 mal mit ca. 100ml Wasser fir einige s abgespult, damit bei der
anschlielBenden Farbung mit DB71 keine ungewollten Flecken auf den Membranen

entstanden.

2.9 Farbung der Membranen mit DB71

Die Farbung Direct Blue 71, deren Sensitivitat von 10-20 ng Protein auf PVDF-Membranen
bis zu 5-10 ng Protein auf NC-Membranen reicht, wurde nach Angaben von Hong et al.
hergestellt [63; 64].

Eine Stammlésung wurde hergestellt aus 50p® Hnd 50mg DB71-Pulver. Die "DB71-
Verdunnungslosung" wurde hergestellt aus 400ml Ethanol (unvergallt), 100ml Essigsaure und
500ml HO.

Die gebrauchsfertige Farbeldsung bestand aus 40ml DB71-Verdinnungslésung und 3,2ml
Stammlosung. Gefarbt wurde pro Membran mit 45ml Farbe bei einer Einwirkzeit von 5 bis 7
min. Danach wurde die Membran zum Stoppen des Farbevorganges fir ca. 5 min in DB71-
Verdunnungslésung geschwenkt (die Flussigkeit wurde 2 mal erneuert), in der sie
anschlieBend auch bei RT gelagert werden konnte.

Zum Entfarben der Membranen direkt vor dem Verdau wurde die Entfarbelésung (siehe 2.2)

benutzt.

2.10 Farbung der Gele mit Coomassie

Die Routinefarbung mit Coomassie-Brillant-Blau erreicht eine Sensitivitat von 100 ng Protein
pro Bande [64].

Die Farbung wurde hergestellt aus 10ml Methanol, 5050 thd 0,2g Coomassie. Gefarbt
wurde pro Gel mit 45ml Farbe fir 60 min. Der Entfarber wurde hergestellt aus 250m|
Methanol, 30ml Ethanol (unvergallt) und 220mi® entfarbt wurde tber Nacht. Danach
konnte das Gel bei Bedarf bei 4°C in(Hgelagert werden.
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2.11 Gewinnung der Spots

Aus Gelen wurden die Spots automatisch mittels Spot Cutter ausgestochen. Hierflr standen
zwei austauschbare Stanzkdpfe mit Durchmessern von 2 und 3,5 mm zur Verfigung.

Aus Membranen wurden die Spots automatisch ausgestochen, wofur ein Stanzkopf von 1 mm
Durchmesser zur Verfigung stand. Desweiteren wurden aus den Membranen bei Bedarf auch
manuell halbe Banden mit einem Skalpell ausgeschnitten, wozu die nassen Membranen auf
eine Glasplatte gelegt wurden.

Der Spot Cutter wurde gesteuert und kalibriert mit der Software ,PD Quest Advanced 8.0.1".
Mit diesem Gerét ist es moglich, pro Minute bis zu 600 Spots auszustechen.

Sowohl Gele als auch Membranen muf3ten wahrend des Ausstechvorganges nald sein. Nach
dem Ausstanzen bzw. dem Ausschneiden wurden die Spots sofort in Well-Platten mit
Flussigkeit (701tH,O pro Well fur Gel-Spots, 70pB71-Verdinnungslésung pro Well fur
Membran-Spots) gelegt, um ein Austrocknen und eine elektrostatische Aufladung zu

verhindern, die die Spots von den Wells abgestof3en hétte.

Abb. 3: Mikrotiterplatte mit Flissigkeit und ausgestanzten Membran-Spots

2.12 Verdau

2.12.1 Zubereitung der Trypsinlésung

Das Trypsin lag als Lyophilisat in Vials zu je 1@0vor. Ein Vial wurde in 100uH,0 mit
einem Anteil von 0,01% TFA geltdst. Davon wurden ll&lpgenommen und in einem
Eppendorf-Gefald mit 9025mM NH,HCO;-Verdaupuffer ohne Octylglycosid (siehe 2.2)
gemischt.

Von dieser Mischung wurde die fur den Verdau benotigte berechnete Menge in ein

Eppendorf-Gefal3 gegeben und an die dafuir vorgesehene Stelle im Verdauroboter gestellt.
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Dieser stellte dann durch Zugabe von 25mM,;N8O;-Verdaupuffer (mit bzw. ohne
Octylglycosid) kurz vor dem Verdau eine Trypsinldsung mit der Konzentration gl Oreg/
Von dieser Trypsinldsung wurde dann vom Roboter die im Verdauprotokoll angegebene

Menge auf die zu verdauenden Proben pipettiert.

2.12.2 Automatisierter In-Gel-Verdau

Der automatisierte Verdau im Gel lief nach den unten aufgelisteten Schritten ab (nach
Bruker), wobei die zu pipettierenden Volumina, die Einwirkzeiten, die Temperatur und die
Anzahl der Wiederholungen der durchzufiihrenden Schritte vom Benutzer zu variieren waren;
zusatzlich konnten die Proben bei Bedarf auch auf einem integrierten Plattenschuttler
geschuttelt werden. Gesteuert wurde der Verdauroboter mit der zugehdrigen Software
~,Hamilton Method Editor 4.0" bzw. ,Hamilton Run Control 4.0“. Die passenden Parameter

fur den Verdau im Gel waren am Verdauroboter ,Microlab Starlet” der Firma Hamilton schon

ermittelt worden [9].

Step Description Vol [ul] | Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Wash with MilliQ 150 10 21 1
2 Wash with 50%ACN 150 10 21 1
3 Dehydrate with 100%ACN | 150 2 21 1
4 Reduction with DTT 20 30 56 1
5 Alkylation with IAA 20 30 21 1
6 Wash with NHAHCO3 150 5 21 1
7 Dehydrate with 100%ACN | 150 2 21 1
8 Add Trypsin 17 15 8 1
9 Add Digestion Buffer 50 0,1 8 1
10 Digest 120 45 1
11 Extraction 10 30 21 1

Tab. 13: Verdauschritte des Verdauroboters beim In-Gel-Digest

2.12.3 Automatisierter On-Membrane-Verdau

Das untenstehende Verdauprotokoll zeigt die Schritte im Ablauf eines Verdaus von NC- bzw.
PVDF-Membranen. Auch hier konnten einzelne Parameter wie Volumina, Einwirkzeiten und
Temperatur vom Benutzer variiert werden — die Optimierung der Verdauparameter war

Bestandteil dieser Arbeit.
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Step Description

Destain

Wash with MilliQ

Block with PVP

Wash with NH4HCO3

Add Trypsin

Digest

N[O~ |WIN|EF-

Extraction

Tab. 14: Verdauschritte des Verdauroboters beim On-Membrane-Verdau

2.13 Matrices

2.13.1 HCCA-Matrix nach Jahn

Eine reine HCCA-Matrix wurde nach der Methode von Jahn hergestellt [67].

Fur 1004 Matrix wurden QO THF, 54 1 M Citronenséure, 910,01% TFA und 10mg

HCCA in ein Eppendorf-Réhrchen gegeben und 5 min ins Ultraschallbad gestellt,
anschlieRend wurde gewhirlt.

Mit der Pipette wurden2 der frisch angesetzten Matrix schnell als Tropieer die Spots

eines Anchor Chips gezogen ("thin layer” [50]). Dann wurdedgp Peptidprobe aufgetragen

und nach einer Einwirkzeit von ca. 5 min nach Trocknung der Probe der Anchor Chip mit
0,01% TFA gewaschen. Flussigkeit wurde rasch danach vorsichtig mit einem Papiertuch oder

einer Pipette entfernt.

2.13.2 DHB/HCCA-Mischmatrix

Eine Mischmatrix wurde basierend auf der Methode von Laugesen hergestellt [83].

Fur 1ml Matrix wurde aus einer Stammldsung (bestehend aus 7ml ACN,,8miridl 1k

TFA) je 1ml in zwei Eppendorf-R6hrchen gegeben und in dem einen 10mg DHB, in dem
anderen 10mg HCCA im Ultraschallbad gel6st und gewhirlt. Anschlie3end wurden aus jedem
Eppendorf-Réhrchen 5p0entnommen und miteinander vermischt.

Auf einen Anchor Chip wurden 0,blMatrix aufgetragen, getrocknet und anschlieRentieu

1ul der Peptidprobe aufgetragen.

2.13.3 DHB/Phosphorsaure-Matrix
Fur 1ml Matrix wurden 330pACN, 660 H,0, 104 Phosphorsaure und 20mg DHB in ein
Eppendorf-R6hrchen gegeben und 5 min lang ins Ultraschallbad gestellt, anschlie3end
gewhirlt.
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Auf ein Stahl-Target wurden 0,bMatrix aufgetragen, getrocknet, anschliel3end winde

der Peptidprobe aufgetragen.

2.14 Massenspektrometrische Messung und Bearbeitung der Spektren

Die massenspektrometrische Messung der tryptisch verdauten Proteinproben wurde mit dem
Ultraflex | TOF/TOF Massenspektrometer im positiven Reflektormodus durchgefuhrt. Mit
einem Stickstofflaser wurden die auf das Stahl-Target bzw. auf den Anchor-Chip
aufgetragenen Peptidproben beschossen. Je nach Matrix wurde eine unterschiedliche
Laserstérke fur die Messung verwendet. Fur die Probenmessung auf DHB/Phosphorséaure-
Matrix und DHB/HCCA-Mischmatrix eignete sich am besten eine Laserstarke von 30 bis
40%, fur eine Messung auf Matrix nach Jahn eignete sich am besten eine Laserstarke von 17
bis 20%.

Zur Erzeugung von Kalibrierungsspektren wurde der "Peptide Calibration Standard Mono II"
von Bruker fur die externe Kalibrierung mitgemessen.

Zur Aufsummierung eines Spektrums wurden ca. 300 bis 600 Einzelspektren addiert.

Zur Auswertung der gemessenen Spektren wurde die Software "Compass for flex-series 1.2"
verwendet. Diese enthielt die Programme ,FlexControl 3.0, ,FlexAnalysis 3.0" und ,Bio
Tools 3.1“ Die gemessenen Spektren wurden mit dem Programm Flex Analysis bearbeitet.
Die Methode, mit der die Spektren bearbeitet wurden, enthielt die folgenden Kriterien:

Peak Detection Algorithmus Snap
Signal to Noise Threshold 3
Relative Intensity Threshold 0%
Minimum Intensity Threshold 0
maximal number of peaks 100
Quality Factor Threshold 30
SNAP average composition Averagine
Fragment Peak Width 0,75 m/z
SILE Mass Difference(s) (H-1)
SILE Partner Theshold 25
Baseline Subtraction top hat

Tab. 15: Methode in Flex Analysis

Eine interne Kalibrierung wurde anhand der Autolyseprodukte von Trypsin vorgenommen
bzw. eine externe Kalibrierung wurde anhand des benachbarten Peptidstandards
vorgenommen. Stérende Hintergrundsignale, wie z.B. tryptische Autolyseprodukte wurden
anschlieBend mithilfe einer Referenzmassenliste aus der Peak-Liste entfernt.
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2.15 Suche in der Datenbank
Fur die bearbeiteten Spektren wurde anschliel3end in der MSDB-Datenbank mithilfe der
Mascot-Suchmaschine (http://www.matrixscience.com) nach passenden Proteinsequenzen

gesucht. Fur die Suche wurden folgende Kriterien festgelegt:

Taxonomy all entries
Database MSDB
Global Modifications Membranverdau: keine

Gelverdau: Carbamidomethyl [C]

Variable Modifications Oxidation (M)

Mass Tolerance MS 75 ppm
Partials 1
Mass Values MH+

Monoisotopic

Tab. 16: Suchkriterien

Wurde in der Datenbank keine passende Proteinsequenz gefunden, wurde mithilfe des
Programmes ,Sequence Editor 3.1 von Bruker Daltonik der Verdau des jeweiligen Proteins

zu Peptiden simuliert und die so erhaltene Sequenz mit der des zu untersuchenden Spektrums
verglichen.

Hierftir wurden bei dem virtuell zu verdauenden Protein folgende Kriterien angegeben:

Cys Membranverdau: Reduced
Gelverdau: Carbamidomethyl [C]
Left hydrogen
Right free acid
Enzyme Trypsin/P
Error 75 ppm
MSMS Error 0,2 Da
Partials 1
optinal modification ja
lon Mode Mono MH+

Tab. 17 und 18: Kriterien Sequence Editor
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3. Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit ist die Optimierung des automatisierten Proteinverdaus von NC- und
PVDF-Membranen mithilfe eines Verdauroboters. Die Arbeit gliedert sich in drei Teile:

Im ersten Teil (3.1) wurden der Verdauablauf und die Extraktion beim Verdau von per
Elektro-Blot auf die Membranen tbertragenen Proteinen optimiert. Hierzu wurde
Proteingemisch 1 verwendet, das geeignete Standard-Proteine enthielt.

Im zweiten Teil (3.2) wurden die Waschschritte optimiert, die dazu dienten, Roti-Block von
den entsprechend behandelten Blot-Membranen zu entfernen und dadurch einen
Proteinverdau von Blot-Membranen nach einer ECL zu ermdglichen. Hierzu wurden BSA-
Proben verdaut.

Im dritten Teil (3.3) wurden Proteine von Blot-Membranen nach Ablauf einer ECL verdaut.

Hier wurde Proteingemisch 2 verwendet.

3.1 Verdau- und Extraktionsvarianten

3.1.1 Verdau von Dot-Blots von NC- und PVDF-Membranen mithilfe des

Verdauroboters

Hier wurde untersucht, ob ein automatisierter Verdau von Proteinen, die als Dot-Blot auf eine
NC- bzw. PVDF-Membran aufgetragen worden waren, mit dem hier angewendeten Protokoll
Uberhaupt mdglich ist.

Es wurden verschiedene Punkte auf einer trockenen NC- bzw. PVDF-Membran mit einem
weichen Bleistift markiert. Dann wurde jeweilgillder folgenden Protein-Lésungen
(Konzentration 1 pg / ul) mit der Pipette innerhalb des markierten Berescligfgetragen

(siehe 2.4.1):

BSA, Molekulargewicht 66 kDa;
Ovalbumin, Molekulargewicht 48 kDa;
Casein, Molekulargewicht 20 kDa.

Die Membranen wurden fir ca. 15 min an der Luft getrocknet und danach mit DB71 gefarbt.
Anschliel3end wurde aus den Membranen von jedem der aufgetragenen Punkte mit dem Spot
Cutter ein Spot (Durchmesser 1mm) ausgestochen und in einer Mikrotiterplatte plaziert, in der
pro Well 10ul Wasser vorgelegt worden waren.

Die Spots wurden mit dem Verdauroboter nach folgendem Protokoll verdaut:
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Step Description Vol [ul] Time [min] [ Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NH4AHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 10 0,1 21 1
6 Digest 120 45 1
7 Extraction (10% ACN) | 10 30 21 1

Tab. 19: Schritte im Verdauprotokoll fir den On-Membrane-Verdau

Die nach dem Verdau extrahierten Peptide wurden massenspektrometisch identifiziert.
Zur Messung benutzt wurde DHB{PIO,-Matrix.

NC PVDF
BSA SC% | 32,9 211
Score | 154 115
oV SC % | 59,5 55,7
Score | 139 149
Casein SC% | 31,6 33,9
Score | 89,3 82,1

Tab. 20: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score)
vom Verdau des Dot-Blots von der NC- bzw. PVDF-Membran.
BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin.
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Abb. 4: Massenspektrum und Sequenzabdeckung von Ovalbumin, verdaut als Dot-Blot von der NC-Membran,
gemessen mit DHB/Phosphorséure-Matrix. Die MS-Analyse ergab eine Sequenzabdeckung von 59,5%; in der
Datenbank gefundene Peptide sind in der Sequenz rot markiert.
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Abb. 5: Massenspektrum und Sequenzabdeckung von Ovalbumin, verdaut als Dot-Blot von der PVDF-
Membran, gemessen mit DHB/Phosphorsaure-Matrix. Die MS-Analyse ergab eine Sequenzabdeckung von
55,7%; in der Datenbank gefundene Peptide sind in der Sequenz rot markiert.

Fazit:
Der Verdau von Proteinen, die auf eine NC- bzw. PVDF-Membran pipettiert worden waren,

zeigte gute Ergebnisse.

3.1.2 Proteinverdau von Blot-Membranen mit dem Verdauroboter

Hier wurde untersucht, ob der automatisierte Verdau von Proteinen, die auf eine NC- bzw.
PVDF-Membran — im Gegensatz zum vorherigen Versuch — nicht aufpipettiert, sondern
geblottet wurden, mdglich ist.

Es wurden zwei Mini-Gele mit 10% Acrylamid gegossen. Proteingemisch 1, das schon in
verschiedenen Verdinnungen vorlag, wurde folgendermal3en mit Probenpuffer gemischt:

Es wurden von der jeweiligen Verdiinnung von Proteingemisch 1 (Verdinnung 1 bis 5; siehe
2.4.2) 30ul mit 10ul Probenpuffer in einem Eppendorf-Gefal3 gemischt. Von dieser Mischung
wurden pro Gel-Tasche 8ul aufgetragen, so dal} sich folgende absolute Proteinmengen pro
Spur ergaben:
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Verdinnung 1 2 3 4 5
[pmol/Spur] [pmol/Spur] [pmol/Spur] [pmol/Spur] [pmol/Spur]
Transferrin 12,87 6,4 3,2 1,6 0,8
BSA 15,2 7,6 3,8 1,9 0,95
Ovalbumin 22,2 111 5,6 2,8 14
Casein 42,6 21,3 10,7 53 2,7

Tab. 21: Verdunnungsreihe von Proteingemisch 1

Unter den verschiedenen Verdiinnungen von Proteingemisch 1 (oberste Zeile) gibt jedes Tabellenfeld die Menge
in pmol des jeweiligen Proteins an, die in einer Bande der entsprechenden Verdiinnung von Proteingemisch 1
enthalten ist.

Anschliel3end wurden durch SDS-PAGE die Proteine nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Danach wurden im Tank-Blot-Verfahren die Proteine von den zwei Mini-Gelen
jeweils auf eine NC- bzw. auf eine PVDF-Membran geblottet. Auf den Gelen waren in der
routineméanigen Coomassie-Farbung nach dem Blot keine Banden mehr anfarbbar, was zeigte,
dal die Proteine komplett auf die Membranen Ubertragen worden waren.

Die Membranen wurden anschlie3end mit DB71 gefarbt.

TF
BSA

ov
Cas

Abb. 6: NC-Membran nach der Farbung mit DB71.
TF: Transferrin, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, Cas: Casein, 1 — 5: Verdinnungen

Abb. 7: PVDF-Membran nach der Farbung mit DB71.
TF: Transferrin, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, Cas: Casein, 1 — 5: Verdinnungen
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Mithilfe des Spot Cutters wurden aus jeder Membran zunachst 40 Spots ausgestochen, d.h.
von jeder Konzentration aus jeder Bande ein Spot. Darunter waren zur Kontrolle auch 5

Leerproben.

TF—P
BSA— P

Cas —p»

11 2 2 3 3 4 4 5 5

TF—P
BSA— P
ov—Pp

Cas—p»

11 2 2 3 3 4 4 5 5

Abb. 8: A: NC-Membran, B: PVDF-Membran jeweils nach der Farbung mit DB71 und dem Ausstanzen von
Spots mit dem Spot Cutter. TF: Transferrin, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, Cas: Casein, 1 — 5:
Verdiinnungen

Die ausgestochenen Spots wurden im Digester nach folgendem Protokoll verdaut:

Step Description Vol [ul] Time [min] [ Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NH4AHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 10 0,1 21 1
6 Digest 120 45 1
7 Extraction (10% ACN) | 20 20 21 1

Tab. 22: Verdauprotokoll Blot-Membranen

Die nach dem Verdau extrahierten Peptide wurden massenspektrometrisch analysiert.
Zur Messung benutzt wurde eine DHB/HCCA-Mischmatrix.
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Bande Verdinnung 1
1 BSA SC % 9,9 14,2 16,5
Score [64,8] 87,4 98,3
2 BSA SC % 26,5 14,5
Score 118 94,2
3 BSA SC % 12,7 17,5 15
Score [68,4] 108 91,1
4 TF SC % 26,4 20,9
Score 202 161
5 BSA SC % 31,1 16,6 19,6 19,6 27,7
Score 192 111 127 126 156
6 ov SC % 4,3* 7,3* 4,2*
Score
7 Casein SC % 31,1
Score 82,2
8 Blank

Tab. 23: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom 2-Stunden-Verdau von der NC-
Membran, gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fir
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, TF: Transferrin, Blank: Leerprobe.

Die Messung der Proben des 2-Stunden-Verdaus von der PVDF-Membran mit DHB/HCCA-
Mischmatrix ergab keine Spektren.
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Abb. 9: Spektrum von BSA, verdaut als Elektro-Blot von der NC-Membran, gemessen mit DHB/HCCA-
Mischmatrix. Sequenzabdeckung 31,1%.

Fazit:

Im Vergleich zum vorherigen Versuch waren hier zwei Parameter verandert worden: zum
einen war von einem Elektro-Blot anstatt von einem Dot-Blot verdaut worden, zum anderen
war eine DHB/HCCA-Mischmatrix anstatt einer DHBRO,-Matrix zur Messung verwendet
worden. Der Verdau von auf NC-Membran geblotteten Proteinen zeigte teilweise recht gute
Ergebnisse. Beim Verdau von auf PVDF-Membran geblotteten Proteinen hingegen war kein

Spektrum zu messen.

3.1.3 Manueller Proteinverdau von Blot-Membranen

Als Vergleich zum automatisierten Verdau wurde ein Verdau von Hand durchgefinhrt.

Bei diesem manuellen Verdau sollte gleichzeitig untersucht werden, wie sich der prozentuale
Anteil von Acetonitril in der Extraktionslosung auf die Ergebnisse auswirken wirde.

Bisher war mit einem Anteil von 10% ACN extrahiert worden.

Der manuelle Verdau unterschied sich vom automatisierten Verdau in folgenden Punkten:
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1. durch eine langere Verdauzeit (verdaut wurde Gber Nacht im Brutschrank ca. 18
Stunden lang anstatt 2 Stunden),
2. durch eine niedrigere Verdautemperatur (37°C anstatt 45°C),
3. durch unterschiedlich hohe Anteile von ACN in den Extraktionsldsungen,
4. durch unterschiedlich lange Einwirkzeiten der Extraktionsldsungen auf die Proben.
Fur den manuellen Verdau wurden je 8 BSA-Spots aus der NC- bzw aus der PVDF-Membran

mithilfe des Spot Cutters aus Verdinnung 1 ausgestochen.

BSA

Abb. 10: NC-Folie mit Proteingemisch 1 nach Farbung mit DB71.

BSA: Bovines Serumalbumin, 1: Verdiinnung 1.

Jeder Spot wurde anschlie3end in einem Eppendorf-Gefal3 plaziert, in dem 5p
Verdunnungslosung fur DB71 vorgelegt worden waren, um der elektrostatischen Aufladung
der Spots entgegenzuwirken.

Der Verdau wurde nach dem gleichen Protokoll durchgefuhrt, das dem automatischen Verdau

mit dem Verdauroboter zugrunde lag:
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Schritt Temp [C] Beschreibung

130ul Entfarbelésung wurden auf die Proben

1. Entfarbung 21 pipettiert, nach 20 min wieder abgenommen
150ul H,O mit 10% ACN wurden auf die

2. Waschen mit H,O 21 Proben pipettiert, nach 5 min wieder
abgenommen

3. Waschen mit H,O 21 wie 2.

4. Blocking mit PVP 21 2_0p| I?VP-Losung Wgrden auf die Proben
pipettiert, nach 20 min wieder abgenommen

5 Waschen mit Puffer 21 150ul Puffer \{vurden auf die Proben pipettiert
nach 5 min wieder abgenommen

6. Waschen mit Puffer 21 wie 5.

10ul Trypsinlésung wurden auf die Proben
7. Zugabe von Trypsin 21 pipettiert und die Eppendorf-GefaRe wurden
verschlossen

8. Verdau 37 Uber Nacht (18 h) im Brutschrank

20ul Extraktionslésung wurden auf die Proben
pipettiert, Proben auf den Schittler gestellt,

9. Extraktion 21 nach 20 bzw. 30 min wurden der Uberstand
und der Extrakt in neue Eppendorf-Gefal3e
pipettiert.

Tab. 24: Protokoll manueller Verdau

Die Extraktionslésungen enthielten zum einen unterschiedlich hohe Anteile an ACN, zum
anderen waren die Einwirkzeiten der Extraktionsldsungen auf die Proben unterschiedlich.

Probe Nr. | ACN in Extraktionslésung (%) E'nz’r\fr']ril:se't
L 0 40
2 10 30
3 10 40
4 20 30
S 20 40
6 50 30
7 50 40
8 60 30

Tab. 25: Anteil ACN und Einwirkzeiten beim manuellen Verdau

Die nach dem Verdau extrahierten Peptide wurden massenspektrometisch analysiert.
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Zur Messung benutzt wurde eine Mischmatrix aus DHB/HCCA.

NC PVDF

ACN (%) 0 SC % 42,8 18,9
Zeit (min) 40 Score 224 98,5
ACN (%) 10 SC % 43,5 16,1
Zeit (min) 30 Score 183 127
ACN (%) 10 SC % 37,1 13

Zeit (min) 40 Score 189 86,8
ACN (%) 20 SC % 35,6 17,5
Zeit (min) 30 Score 158 88,1
ACN (%) 20 SC % 44 17,5
Zeit (min) 40 Score 173 112
ACN (%) 50 SC % 40,7 19,6
Zeit (min) 30 Score 201 83,7
ACN (%) 50 SC % 41 22,4
Zeit (min) 40 Score 192 140
ACN (%) 60 SC % 38,7 32

Zeit (min) 30 Score 198 153

Tab. 26: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) von BSA, Verdinnung 1, vom manuellen
Verdau von der NC- und der PVDF-Membran bei unterschiedlichen Konzentrationen von Acetonitril in der
Extraktionslésung und unterschiedlichen Extraktionszeiten, gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix.

ACN (%): prozentualer Anteil von Acetonitril in der Extraktionsldsung, Zeit (min): Extraktionszeit in Minuten.
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Abb. 11: Spektrum von BSA, Verdinnung 1, manuell verdaut von der NC-Membran, gemessen mit
DHB/HCCA-Mischmatrix. Extraktionslésung mit 50% ACN, Einwirkzeit 30 min. Sequenzabdeckung 40,7%.
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Abb. 12: Spektrum von BSA, manuell verdaut von der PVDF-Membran, gemessen mit DHB/HCCA-
Mischmatrix. Extraktionslésung mit 50% ACN, Einwirkzeit 30 min. Sequenzabdeckung 19,6%.

Extraktionszeit 30 Minuten

50

40 4—

20 —

10% ACN 20% ACN 50% ACN 60% ACN

O0SC % von NC B SC % von PVDF

Abb. 13: Sequenzabdeckungen (SC %) vom
Verdau mit einer Extraktionszeit von 30 Minuten.
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Abb. 14: Sequenzabdeckungen (SC %) vom
Verdau mit einer Extraktionszeit von 40 Minuten.
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250 250

200

200 1

150 +

150 1

100 +

100 1+

50 -

50 1

10% ACN 20% ACN 50% ACN 60% ACN 0% ACN 10% ACN 20% ACN 50% ACN
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Abb. 15: Mowse Scores (Score) vom Verdau mit Abb. 16: Mowse Scores (Score) vom Verdau mit
einer Extraktionszeit von 30 Minuten. einer Extraktionszeit von 40 Minuten.

Fazit:

Der manuelle On-Membrane-Verdau zeigte mit Sequenzabdeckungen in einem Bereich von
35,6% bis 44%, dal’ der Anteil an ACN in der Extraktionslésung die Peptidausbeute nicht
stark beeinfluf3te.

Beim Verdau von der PVDF-Membran war eine gro3ere Differenz zwischen den
Sequenzabdeckungen, die von 13% bis 32% reichten, zu erkennen. Hohe
Sequenzabdeckungen waren vor allem bei einem héheren Anteil (50% bis 60%) an ACN zu
erhalten.

Als am besten geeignet wurde daraufhin eine Extraktion mit einem Anteil von 50% ACN uber
30 min befunden.

3.1.4 Verdauzeit von 8 Stunden nach Protokoll des Verdauroboters

Da der manuelle Verdau — insbesondere was die Ergebnisse von der PVDF-Membran betraf —
sehr viel bessere Ergebnisse gezeigt hatte als der automatisierte Verdau, sollte bei letzterem
im Protokoll die Verdauzeit von 2 Stunden bei 45°C auf 8 Stunden bei 37°C verlangert
werden, um in diesem Punkt den Umstanden beim manuellen Verdau (hier war Giber Nacht 18
Stunden bei 37°C verdaut worden) naherzukommen. Aul3erdem wurde ab diesem Versuch mit
30yl extrahiert, da angenommen wurde, dal? Teile desikes bei Lagerung verdunsten

kénnten. Ein Verdau von 8 Stunden sollte gegebenenfalls auch tber Nacht durchgefiihrt
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werden kdnnen und erforderte somit eine Lagerung der Platten fir einige Stunden bei
Kihlung.

Aus der NC- bzw. PVDF-Membran wurden jeweils 10 Spots ausgestochen, und zwar 5 aus
der Verdiunnungsreihe der BSA-Banden und 5 aus der Verdiinnungsreihe der Ovalbumin-
Banden.

Diese Spots wurden nach dem bekannten Protokoll vom Digester verdaut, allerdings mit
folgender Anderung im Verdauprotokoll:

Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NH4AHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 10 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 27: Verdauprotokoll 8 Stunden

Die Proben wurden mit DHB/HCCA-Mischmatrix gemessen.

Verdiinnung 1 2 5
BSA SC % 29,2 32,6 25,2 15,8 32
Score 118 203 167 109 120
ov SC % 8,6* 6,6* 7,8* 4,7* 7,8*
Score

Tab. 28: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom 8-Stunden-Verdau von der NC-
Membran, gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix.

Mit * gekennzeichnete Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor* ermittelt, in
diesem Fall liegt kein Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin.

Verdiinnung 1 2 3 4 5

BSA SC % 13,7* 12,4* 7,9* 11,4* 14,3*
Score

ov SC % 14,3* 4,4* 4,7* 7,5* 4,7*
Score

Tab. 29: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom 8-Stunden-Verdau von der PVDF-
Membran, gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin.
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Abb. 17: Spektrum von BSA, Verdinnung 2, verdaut Giber 8 Stunden von der NC-Membran, gemessen mit
DHB/HCCA-Mischmatrix. Sequenzabdeckung 32,6%.
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Abb. 18: Spektrum von Ovalbumin, Verdiinnung 1, verdaut Giber 8 Stunden von der PVDF-Membran, gemessen
mit DHB/HCCA-Mischmatrix. Sequenzabdeckung 14,3%.

Fazit:

Der 8-stiindige automatisierte Verdau lieferte gute Ergebnisse von NC- und PVDF-Membran.
Im Vergleich mit dem 2-Stunden-Verdau (siehe 3.1.2, Tab. 22, BSA Bande 5) zeigte der 8-
Stunden-Verdau (Tab. 27, BSA) vergleichbar hohe Sequenzabdeckungen fiir BSA um 20 bis
30% vom Verdau von NC. Auch vom Verdau von PVDF konnten beim 8-Stunden-Verdau im

Gegensatz zum 2-Stunden-Verdau Spektren gemessen werden.

3.1.5 Verdauzeit von 16 Stunden nach Protokoll des Verdauroboters

In diesem Versuch sollte die Verdauzeit im automatisierten Verdau weiter an die Verdauzeit
beim manuellen Verdau angeglichen werden. Die Verdauzeit beim automatisierten Verdau
wurde nun auf 16 Stunden bei 37°C verlangert.

Aus der NC- bzw. PVDF-Membran wurden jeweils 10 Spots ausgestochen, wieder 5 aus der
Verdinnungsreihe der BSA-Banden und 5 aus der Verdinnungsreihe der darunterliegenden
Ovalbumin-Banden.

Diese Spots wurden nach dem bekannten Protokoll vom Verdauroboter verdaut, mit

folgender Anderung:
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Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NHAHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 10 0,1 21 1
6 Digest 960 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 30: Verdauprotokoll 16 Stunden

Gemessen wurden die Proben mit der DHB/HCCA-Mischmatrix.

Verdiinnung 1 2 3 4 5
BSA SC % 29,3 19,1 26,7 14,3 14,7
Score 188 137 160 [69,9] [54,6]
ov SC % 4,7* 4,2* 1,6*
Score

Tab. 31: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom 16-Stunden-Verdau von der NC-
Membran, gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fir
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin.

Verdiinnung 1 2 3 4 5
BSA SC % 4,3* 4,6* 1,2* 2,1*

Score
ov SC % 4,7 4,2* 3,4*

Score

Tab. 32: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom 16-Stunden-Verdau von der PVDF-
Membran, gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin.
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Abb. 19: Spektrum von BSA, Verdunnung 1, verdaut tiber 16 Stunden von der NC-Membran, gemessen auf
DHB/Phosphorsaure-Matrix. Sequenzabdeckung 29,3%.
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Abb. 20: Spektrum von BSA, Verdinnung 2, verdaut Gber 16 Stunden von der PVDF-Membran, gemessen mit

DHB/Phosphorsaure-Matrix. Sequenzabdeckung 4,6%.

Fazit:

Sowohl 8- als auch 16-Stunden-Verdau zeigten gute Sequenzabdeckungen, wobei der 8-

stiindige Verdau die bisher besten Ergebnisse von der PVDF-Membran erbrachte. Der 8-

Stunden-Verdau bei 37°C wurde fur weitere Versuche tibernommen.

3.1.6 Vergleich der Extraktion per Hand mit der Extraktion per Verdauroboter

In diesem Versuch sollte untersucht werden, ob es einen Unterschied macht, den letzten

Schritt im Ablauf des Verdauprotokolls — die Extraktion — manuell oder automatisiert

auszufuhren.

Mit dem Spot Cutter wurden von der NC- und der PVDF-Membran jeweils 10 Spots aus den

BSA-Banden ausgestanzt, und zwar immer zwei Spots aus jeder Bande der

Verdunnungsreihe. Die Spots wurden vom Spot Cutter in die Wells gesetzt, in denen jeweils

70 u DB71-Verdunnungslosung zur Aufhebung der elekatisthen Krafte vorgelegt

worden waren.

Die Verarbeitung der Spots lief diesmal in drei Schritten folgendermal3en ab:

49



1. Die Waschschritte von 1) bis einschlieRlich 4) liefen zuerst ab, anschlie3end wurden die
Wells, in denen die Spots in ihrer geringen Restflussigkeit lagen, zugeklebt und tber Nacht
im Kuhlschrank bei 4°C aufbewabhrt.

2. Am nachsten Tag fand der Verdau von Schritt 5) bis einschlief3lich 6) statt.

3. Danach teilte sich fur Schritt 7) der Ablauf in zwei Wege: es wurde die eine Halfte der
Proben manuell, die andere Halfte der Proben automatisch extrahiert.

Das Verdauprotokoll sah insgesamt folgendermalen aus:

Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NH4AHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 10 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 33: Verdauprotokoll Extraktionsvergleich

Gemessen wurden die Proben mit der DHB/HCCA-Mischmatrix.

Verdinnung 1 2 3 4 5
BSA von NC SC% | 41,5 1,3* 26 17,6
Score | 187 116 76,9
BSA von PVDF SC% | 13,2 12,5 24,5 23,2
Score | 78,6 [66,8] 138 141

Tab. 34: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus, bei dem die Extraktion manuell
ausgefuhrt wurde.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fur
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin.

Verdiinnung 1 2 3 4 5
BSA von NC SC % 19,3 35,6 53,2 34,8 15,8
Score 138 138 279 188 111
BSA von PVDF | SC % 13,2 13,2 19,4 11,4* 1,2*
Score 84,2 89,4 77,9

Tab. 35: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus, bei dem die Extraktion vom
Verdauroboter ausgefuihrt wurde.
Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. BSA: Bovines Serumalbumin.
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Abb. 21: Spektrum von BSA, Verdinnung 1, nach Verdau mit manueller Extraktion von der NC-Membran,
gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix. Sequenzabdeckung 41,5%.
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Abb. 22: Spektrum von BSA, Verdinnung 3, nach Verdau mit automatisierter Extraktion von der NC-Membran,
gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix. Sequenzabdeckung 53,2%.

Fazit:
Die Ergebnisse der automatisierten Extraktion waren gleichwertig mit denen der manuellen

Extraktion.

3.1.7 Verdau mit 254 Trypsinldsung

Da beobachtet worden war, daf3 die bisher zugegebenémriPginlosung wahrend der Zeit

des Verdaus verdunsteten, so dal3 die Extraktionslésung dann auf mehr oder minder trockene
oder nur noch leicht benetzte Membranstiickchen aufgegeben wurde, sollte in diesem Versuch
untersucht werden, welche Konsequenzen es hat, wenn statt der bisherigamiZiyl
Trypsinlésung (Konzentration 10nd) zum Verdau benutzt werden.

Zu diesem Zweck wurden mit dem Spot Cutter insgesamt 4 Spots ausgestanzt, und zwar BSA
in den beiden hoéchsten Konzentrationen, jeweils von der NC- und von der PVDF-Membran.

In den Wells waren manuell BpB71-Verdinnungslosung vorgelegt worden.

Der Verdau lief insgesamt nach folgendem Protokoll ab:
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Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NHAHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 25 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 36: Verdauprotokoll 26 Trypsinlésung

Das Verdauprotokoll wurde nach dem Punkt "Digest" gestoppt. Es war festzustellen, daf3 die

Spots — im Gegensatz zum Trypsinzusatz vonl 2Gach dem Verdau noch gut von

Flussigkeit bedeckt waren.

Danach wurde die automatische Extraktion angeschlossen.

Gemessen wurden die Proben mit DHB/HCCA-Mischmatrix.

Verdiinnung 1 2
BSA von NC SC % | 24,2 29,4
Score | 151 163
BSA von PVDF | SC% | 8,1* 12,7*
Score

Tab. 37: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus mit 25ul Trypsinlésung.

Mit * gekennzeichnete Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor* ermittelt, in

diesem Fall liegt kein Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin.
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Abb. 23: Spektrum von BSA, Verdinnung 2, verdaut von der NC-Membran mit 25ul Trypsin, gemessen mit
DHB/HCCA-Mischmatrix. Sequenzabdeckung 29,4%.
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Abb. 24: Spektrum von BSA, Verdinnung 2, verdaut von der PVYDF-Membran mit 25ul Trypsin, gemessen mit
DHB/HCCA-Mischmatrix. Sequenzabdeckung 12,7%.
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C:
10ul Trypsinlsg, 8 h Verdauzeit,
automat. Extraktion (Vers. 3.1.6)

40

Verd. 1 Verd. 2

@ SC % von NC B SC % von PVDF |

Abb. 25: Vergleich der Sequenzabdeckungen (SC %) des Verdaus Uber 8 Stunden mit 25ul Trypsinlésung mit
anderen 8-Stunden-Verdaus mit 10ul Trypsinlésung. Verdaut wurde in allen Versuchen BSA.
A: 25 ul Trypsinlésung, B: 1@l Trypsinlésung (Versuch 3.1.4), C: automatische Extraktion (Versuch 3.1.6)

Fazit:

Es erschien sinnvoll, mehr als 10ul Trypsinlésung beim automatisierten Verdau zu benutzen,
um ein unerwiinschtes Austrocknen der Spots zu verhindern.

Die Ergebnisse dieses Versuches mit 25ul Typsinlésung lagen bei NC zwischen 24 und 29%
und bei PVDF um 10% und unterschieden sich somit nicht merklich von anderen Versuchen,
in denen mit 10ul Trypsinldsung verdaut worden war.

Aufgrund der @hnlichen Ergebnisse wurde angenommen, dal3 die Zugabe von mehr als 10ul
Trypsinlésung sich nicht nachteilig auswirkt. Die im Versuch benutzten 25ul waren
augenscheinlich jedoch etwas zu viel Flissigkeit. Daher sollte in weiteren Versuchen — als
Mittelweg — mit einer auf 17l erhéhten Trypsinmenge verdaut werden. Im weiteren Verlauf
der Arbeit wurde beobachtet, dal3 bei einer Menge vor b&iginer 8-stiindigen Verdauzeit

weder Membran-Spots noch groRere Membranstickchen austrockneten.

56



3.1.8 Zusammenfassung Teil 1:

Parameter Variation Fazit
grof3tenteils gute Spektren fur
Verdau 2 h die ersten 3 von 5
Verdauzeit + Extraktion Extraktion ber 20 min Verdinnungen von NC, keine
mit 20pl, 10% ACN brauchbaren Spektren von
PVDF

grof3tenteils gute Spektren fur
alle 5 Verdiinnungen von NC
und flr die ersten 4
Verdiinnungen von PVDF

Verdau 8 h
Extraktion Gber 30 min
mit 30pl, 50% ACN

grof3tenteils gute Spektren fir
alle 5 Verdiinnungen von NC
und fir die ersten 3
Verdiinnungen von PVDF

Verdau 16 h
Extraktion tber 30 min
mit 30ul, 50% ACN

% ACN in der Extraktionslésung | 0% gut
10% gut
20% gut
50% sehr gut
60% sehr gut

gute Spektren fur alle 5

1 0
Extraktion 50% ACN (30ul) manuell Verdiinnungen

automatisiert gute Spektren fur alle 5

Verdiinnungen
Enzymmenge 10ul Trypsin Spots teilweise trocken
25ul Trypsin alle Spots blieben benetzt

Tab. 38: Zusammenfassung Teil 1

Der erste mit dem Verdauroboter automatisierte On-Membrane-2-Stunden-Verdau lief
unkompliziert ab und lieferte hohe Sequenzabdeckungen. Hier war von einem Dot-Blot
verdaut und die Proben waren mit DHBAO,-Matrix gemessen worden.

Im néachsten 2-Stunden-Verdau wurde Proteingemisch 1 verwendet. Die Proteinmengen in
pmol waren hierbei etwas niedriger als beim Dot-Blot-Verdau (siehe 3.1.2). Hierbei wurde
zum ersten mal vom Elektroblot verdaut und die Proben wurden mit einer DHB/HCCA-
Mischmatrix gemessen. Es zeigte sich, dal? der Elektroblot-Verdau von NC fir Verdiunnung 1
ahnliche Sequenzabdeckungen lieferte wie der Dot-Blot-Verdau, von PVDF beim
Elektroblot-Verdau allerdings keine Spektren zu messen waren.

Ein manueller Verdau derselben Proteinproben, ebenfalls gemessen mit DHB/HCCA-
Mischmatrix, Uber ca. 18 Stunden hatte jedoch hohere Sequenzabdeckungen von NC zum
Ergebnis als der 2-Stunden-Verdau, auf3erdem wurden auch Spektren von PVDF gemessen.

Daraufhin wurde je ein automatisierter 8- und 16-Stunden-Verdau von BSA und Ovalbumin
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durchgefuhrt, um zu sehen, ob eine verlangerte Verdauzeit die Ergebnisse beeinflussen
wurde. Es war festzustellen, dal3 bei einer lAngeren Verdauzeit im Gegensatz zum 2-Stunden-
Verdau auch hier wieder Spektren von der PVDF-Membran zu erhalten waren. Die Spektren
von der NC-Membran waren in der Hohe ihrer Sequenzabdeckungen den Ergebnissen des 2-
Stunden-Verdaus vergleichbar.

Wie im nachsten Versuch festgestellt wurde, ergaben sich bei einer Verdauzeit von 16
Stunden ebenfalls gute Ergebnisse, die jedoch die des 8-Stunden-Verdaus nicht Ubertrafen.
Um sicherzugehen, dal3 der Verdau auch vollstandig abzulaufen konnte, sowie vor dem
Hintergrund der Tatsache, dal? eine lange Verdauzeit von 18 Stunden der Qualitat der am
Ende gemessenen Spektren keinesfalls abtraglich war, wurde in den weiteren Versuchen mit
einer Verdauzeit von 8 Stunden bei 37°C verdaut.

Ein weiterer Versuch sollte zeigen, ob der prozentuale Anteil von ACN in der
Extraktionslosung einen Einflu3 auf die Verdauergebnisse haben wiirde. Nach einem
manuellen Verdau wurden hierzu Extraktionslésungen mit verschieden hohen Anteilen an
ACN im Vergleich verwendet. Es stellte sich heraus, dal3 der ACN-Anteil bei der Extraktion
von NC eine eher untergeordnete Rolle spielte. Von 0% bis 60% ACN-Anteil zeigten sich
zufriedenstellende Ergebnisse mit hohen Sequenzabdeckungen. Beim Verdau von der PVDF-
Membran waren allerdings die hochsten Sequenzabdeckungen mit einem hdheren Anteil von
ACN zu erhalten. Daraufhin wurde ein Anteil von 50% ACN und eine Extraktionszeit von 30
Minuten fur das weitere Vorgehen gewahlt.

Im ndchsten Versuch wurde der Verdau nur bis zum Extraktionsschritt automatisiert
durchgefuhrt. Die Extraktion wurde dann einmal manuell und einmal automatisiert

ausgefuhrt, wobei das Ergebnis ein Gleichstand beider Methoden war.

Bisher war mit 10ul Trypsinlésung gearbeitet worden. In einem weiteren Versuch, der gute
Sequenzabdeckungen lieferte, wurde festgestellt, dal’ bei Zugabe von 25ul Trypsinldsung die
Spots wahrend des Verdaus nicht austrockneten, sondern von Flissigkeit bedeckt blieben. In
den folgenden Versuchen wurde eine mittlere Flussigkeitsmenge von 17ul verwendet. Es
zeigte sich, dafl3 bei einer Flussigkeitsmenge vonl béieiner 8-stiindigen Verdauzeit

sowohl Membran-Spots als auch gréf3ere Membranstiickchen wéhrend des gesamten
Verdauvorganges befeuchtet blieben.

In diesem Versuchsteil wurde eine Methode entwickelt, mit der aus Blot-Membranen
ausgestochene Protein-Spots automatisiert verdaut werden kénnen.
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Folgendes Verdauprotokoll wurde nun favorisiert:

Step Description Vol [ul] | Time [min] | Temp [C] | Cycles

1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NHAHCO3 150 5 21 2
5 Add Trypsin 17 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) 30 30 21 1
Treshold for clot detection: 350

Aspirate height over bottom of the well [mm]: | 0,5

Dispense height over bottom of the well [mm]: | 9

Tab. 39: Verdauprotokoll Teil 1
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3.2 Verdau nach Elektro-Blot und Blockierung der Membran mit Roti-Block —

Waschvarianten

Eine Blockierung der nicht mit Protein beladenen Stellen auf der Elektro-Blot-Membran mit
Roti-Block stellt eine Bedingung fur die Durchfihrung eines Western Blots mit
anschlieBender Chemolumineszenz-Reaktion dar. Doch vertragt sich eine Behandlung mit
Roti-Block mit dem anschlieBenden On-Membrane-Verdau und der MS-Analyse? Der

Klarung dieser Frage dient das folgende Kapitel.

3.2.1 Verdau ohne Waschen

Es sollte zunéchst untersucht werden, inwieweit die Blockierung der Membranen mit Roti-
Block die Identifizierung der von den Membranen verdauten Proteine beeinfluf3t.

Es wurden 2 Mini-Gele mit 10% Acrylamid gegossen. In die zehn Taschen des ersten Mini-

Gels wurde BSA-L6sung (siehe 2.4.1) in den folgenden Mengen aufgetragen:

Taschen 1 bis 4: 4w 1ug BSA (Verdiinnung 1 = 15,2pmol/Spur)
Taschen 5 bis 8: 21> 0,519 BSA  (Verdinnung 2 = 7,6pmol/Spur)
Taschen 9 bis 10: 1 0,25ug BSA (Verdinnung 3 = 3,8pmol/Spur)

BSA —p»

Abb. 26: Gel mit BSA-Proben nach Farbung mit Coomassie.
Die Spuren 1 bis 4 enthalten je 1pg BSA (= Verdinnung 1), Spuren 5 bis 8 enthalten je 0,5ug BSA (=
Verdinnung 2), Spuren 9 und 10 enthalten je 0,25ug BSA (= Verdinnung 3). BSA: Bovines Serumalbumin

In die zehn Taschen des zweiten Mini-Gels wurde die BSA-LOsung (siehe 2.4.1) in den
folgenden Mengen aufgetragen:
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Taschen 1 bis 3: 4 1ug  (Verdlnnung 1 = 15,2pmol/Spur)
Tasche 4: 2> 0,5ug (Verdinnung 2 = 7,6pmol/Spur)
Tasche 5: blieb leer

Taschen 6 bis 8: 4w 1ug  (Verdinnung 1 = 15,2pmol/Spur)
Taschen 9 bis 10: 2> 0,5ug (Verdinnung 2 = 7,6pmol/Spur)

Anschlielend wurden durch SDS-PAGE die Proteine nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Das erste Gel wurde nach der Elektrophorese direkt mit Coomassie gefarbt und
nach dem Farbevorgang bei 4°C in Wasser aufbewabhrt.

Das zweite Gel wurde im Bereich der leeren Tasche in 2 Hélften geschnitten. Im Tank-Blot-
Verfahren wurde die vordere Gelhélfte auf eine NC-Membran, die hintere Halfte auf eine
PVDF-Membran geblottet. Nach dem Blot wurden die beiden Membranen je in eine Schissel
mit Roti-Block gelegt und diese fir 4 Stunden auf einen Schittler gestellt. AnschlieRend
wurden die Membranen mit DB71 geféarbt und danach in DB71-Verdinnungslésung
aufbewahrt. Aus den Membranen wurden mit dem Spot Cutter insgesamt 8 Spots
ausgestochen, und zwar von jeder Membran je zweimal BSA aus den Banden mit der Menge
1pg und je zweimal BSA aus den Banden mit der Menge 0,5ug.

Diese Spots wurden nach folgendem Protokoll verdaut:

Step Description Vol [ul] Time [min] [ Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NHAHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 17 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 40: Verdauprotokoll ohne Waschen

Die Messung der Proben erfolgte mit einer Mischmatrix aus DHB/HCCA sowie mit einer
DHB/Phosphorsaure-Matrix.
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Verdiinnung 1 1 2 2

BSA von NC SC % 9,6*

Score

BSA von PVDF SC %

Score

Tab. 41: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus der mit Roti-Block behandelten
Membranen, gemessen auf einer DHB/HCCA-Mischmatrix.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin.

Man sah in allen mit Mischmatrix gemessenen Spektren ein sich fir Roti-Block als typisch
erweisendes clusterartiges Muster, das die Signale der Peptide oft vollstéandig tiberdeckte.
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Abb. 27: Spektrum von BSA, Verdunnung 1, Verdau ohne Waschen von der NC-Membran, gemessen mit
DHB/HCCA-Mischmatrix. Roti-Block Giberdeckt clusterartig das Spektrum.

Die mit DHB/Phosphorsaure-Matrix gemessenen Proben zeigten jedoch gute Spektren.

Verdliinnung 1 1 2 2
BSA von NC SC % 21,3 25,5 33,1 16,1
Score 115 113 107 90,1
BSA von PVDF SC % 11,2* 13,5 12,9% 7,2*
Score [65,6]

Tab. 42: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus der mit Roti-Block behandelten
Membranen, gemessen auf einer DHB/Phosphorsaure-Matrix.

Werte in Klammern stehen flr Scores im statistisch nicht relevanten Bereich. Mit * gekennzeichnete

Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin.
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Abb. 28: Spektrum von BSA, Verdinnung 2, Verdau ohne Waschen von der NC-Membran, gemessen mit
DHB/Phosphorsaure-Matrix. Sequenzabdeckung 33,1%.

Zum Vergleich wurden mit dem Spot Cutter kleine Spots (2 mm) aus dem Gel ausgestanzt (2
mal aus Verdinnung 1; 2 mal aus Verdiunnung 2; siehe Abb. 26) und automatisiert nach
Ublichem Protokoll verdaut (siehe 2.12.2).

Auch aus dem Verdau des coomassiegefarbten Geles ergaben sich bei Messung mit
Mischmatrix gute Spektren.

Verdiinnung 1 1 2 2
BSA SC % 28,8 26,9 22,9 23,1
Score 196 178 159 161

Tab. 43: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus im mit Coomassie gefarbten Gel,
gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix.
BSA: Bovines Serumalbumin.
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Fazit:

In diesem Versuch zeigten sich gute Sequenzabdeckungen beim Verdau der Proteine aus dem
Gel, gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix, sowie beim mit DHB/Phosphorsaure-Matrix
gemessenen On-Membrane-Verdau. Der auf Mischmatrix gemessene On-Membrane-Verdau
erlaubte jedoch keine gute Proteinidentifizierung, woraus gefolgert wurde, dal’ der stérende
Faktor Roti-Block sein muf3te. Das morphologische Korrelat hierfir stellten die Cluster in den
mit Mischmatrix gemessenen Spektren dar, die nur wenige Peptid-Peaks erkennen liel3en.

Die DHB/H;POy-Matrix erwies sich als mit Roti-Block kompatibel.

3.2.2 Messung der Proben aus 3.2.1 (Verdau ohne Waschen) mit verschiedenen Matrices
Um die unterschiedlichen Reaktionen von Roti-Block mit verschiedenen Matrices néher zu
untersuchen, wurden einige Proben aus dem vorhevigesuch (3.2.1, Verdau von mit Roti-
Block behandelten Membranen ohne Waschen) sowie Roti-Block gebrauchsfertig verdinnt
(siehe 2.8) auf drei verschiedenen Matrices gemessen: auf DHB/HCCA-Mischmatrix, auf
Citronenmatrix nach Jahn und auf DHBRO:-Matrix.
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DHB/HCCA-Mischmatrix:
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Abb. 30: BSA, Verdiinnung 1, Verdau ohne Waschen von der NC-Membran, gemessen mit DHB/HCCA-
Mischmatrix. Keine Sequenzabdeckung.
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Abb. 31: BSA, Verdiinnung 1, Verdau ohne Waschen von der PVDF-Membran, gemessen mit DHB/HCCA-
Mischmatrix. Keine Sequenzabdeckung.
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Abb. 32: Roti-Block gebrauchsfertig verdiinnt, gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix.
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HCCA-Matrix nach Jahn:
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Abb. 33: BSA, Verdunnung 1, Verdau ohne Waschen von der NC-Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach
Jahn. Sequenzabdeckung 13%.
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Abb. 34: BSA, Verdiinnung 1, Verdau ohne Waschen von der PVDF-Membran, gemessen mit HCCA-Matrix
nach Jahn. Sequenzabdeckung 3,1%.
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Abb. 35: Roti-Block gebrauchsfertig verdiinnt, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn.
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DHB/H3;POs-Matrix:
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Abb. 36: BSA, Verdiinnung 1, Verdau ohne Waschen von der NC-Membran, gemessen mit
DHB/Phosphorsaure-Matrix. Sequenzabdeckung 18,1%.
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Abb. 37: BSA, Verdiinnung 1, Verdau ohne Waschen von der PVDF-Membran, gemessen mit
DHB/Phosphorsaure-Matrix. Sequenzabdeckung 13,5%.

73




S x104
S,
w
c
g 1509 1505.003
£ 1304.832 =202
1616.082
1.25 1282.8i1
1727.168
1727.168
1171.762
1.00 —_—
1838.242
1838.242
0754 1060.690
1949.326
949.609 —_
921.609
921609
0.50
838.527
2060.396
2171.465
0.25- L2

T T T T T T T
1000 1500 2000 2500 3000

m/z

Abb. 38: Roti-Block gebrauchsfertig verdiinnt, gemessen mit DHB/Phosphorséaure-Matrix.

Fazit:

Die Matrixpraparation ist bei der massenspektrometrischen ldentifizierung von Proteinen von
entscheidender Bedeutung, da die Matrices unterschiedliche Eigenschaften besitzen, die sich
auf die Intensitat der Spektren auswirken und zudem unterschiedlich auf Roti-Block
reagieren.

Die DHB/HCCA-Mischmatrix und die HCCA-Matrix nach Jahn enthalten HCCA, das sich
gleichmafiig tber den gesamten Mel3spot auf dem Target bzw. auf dem Anchor Chip verteilt,
wodurch sich diese Matrices gut fur automatische Messungen eignen. Allerdings verteilen
sich auch die Peptide, die in der zu messenden Probe enthalten sind, Gber den gesamten
Mel3spot, wodurch die Probe im Vergleich zu DHE?By-Matrix relativ dinn ist.
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Bei DHB/H;PO-Matrices bilden sich hingegen DHB-Kristalle am Rande des Mel3spots, in
denen sich das Gros der Peptide konzentriert, wodurch sich bei manueller Messung mit der
DHB/H3POy-Matrix die besten Spektren erzielen lassen. Von Nachteil ist allerdings, dai3
Phosphorsaure auf Dauer die Oberflache des Targets angreift.

In der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dal’ bei der Messung mit HCCA-haltigen
Matrices, je niedriger konzentriert die Peptidprobe ist, Roti-Block umso starker im Spektrum
hervortritt und die ohnehin schwachen Peptidsignale tberdeckt, wodurch eine Identifizierung
des Proteins oft verhindert wird.

Auch bei der Messung verdinnten Roti-Blocks mit DHEYE,-Matrix entstehen Cluster, bei

der Messung der Verdauextrakte mit DHBIA®,-Matrix sind die Cluster jedoch nicht mehr

zu erkennen, wodurch die Identifikation Roti-Block-haltiger Proben bei der Messung mit
DHB/H3PO,-Matrix kein Problem darstellt.

Es scheinen also hauptsachlich die Matrixeigenschaften dafir verantwortlich zu sein, ob Roti-

Block bei einer Messung starker oder schwécher in den Vordergrund tritt.

3.2.3 Verdau nach manuellem Waschen in Wells 3 mal Gber 2 Stunden

Da sich im vorherigen Versuch gezeigt hatte, daf3 Roti-Block die Identifizierung der Proteine
stort, sollte nun eine Methode gefunden werden, die Roti-Block vor dem Verdau
weitmdglichst wieder von den Blot-Membranen entfernen sollte.

Aus den mit Roti-Block behandelten und mit DB71 gefarbten Membranen wurden mit dem
Spot Cutter insgesamt 6 Spots ausgestochen, und zwar von der NC- und von der PVDF-

Membran jeweils 3 Spots aus den Banden mit folgenden Mengen an BSA:

2 x ein Spot aus einer Bande mitglBSA (= Verdinnung 1)
1 x ein Spot aus einer Bande mit 0goRSA (= Verdlinnung 2)

Die Proben wurden

1 x 60 min,

1 x 45 min und

1 x 15 min

gewaschen, indem manuell in jedes Well 250grdaupuffer pipettiert wurden. Dann wurde

die Wellplatte fir die oben angegebene Zeitdauer auf einen Schiittler gestellt und nach Ablauf
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dieser Zeit die alte Flussigkeit manuell durch neue ersetzt. Nach den 3 Waschschrittten wurde
die Flussigkeit sofort manuell wieder abpipettiert.
Die Proben wurden anschlie3end nach dem untenstehenden Protokoll vom Verdauroboter

verdaut.

Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1

2 Wash with MilliQ 150 5 21 2

3 Block with PVP 20 20 21 1

4 Wash with NH4AHCO3 | 150 5 21 2

5 Add Trypsin 17 0,1 21 1

6 Digest 480 37 1

7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 44: Verdauprotokoll 3x Giber 2 Stunden Waschen

Gemessen wurden die Proben mit DHB/HCCA-Mischmatrix sowie mit DHB/Phosphorsaure-

Matrix.
Verdinnung 1 1 2
BSA von NC SC % 20,1 19,6 20,6
Score 170 135 181
BSA von PVDF SC %
Score

Tab. 45: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom Verdaumnadigem Wascherder
Spots mit Verdaupuffer, gemessen B#B/HCCA-Mischmatrix .
Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. BSA: Bovines Serumalbumin.

Verdinnung 1 1 2
BSA von NC SC % 15,2 12,4* 18,5*
Score 92,9
BSA von PVDF SC % 11,5* 26,4 20,8*
Score 125

Tab. 46: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom Verdaumnadigem Wascherder
Spots mit Verdaupuffer, gemessen B B/Phosphorsaure-Matrix.
Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. BSA: Bovines Serumalbumin.
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Abb. 39: Spektrum von BSA, Verdinnung 2, verdaut nach 3x Uiber 2 Stunden Waschen von der NC-Membran,
gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix. Sequenzabdeckung 20,6%.
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Abb. 40: Spektrum von BSA, Verdinnung 1, verdaut nach 3x Uiber 2 Stunden Wesotdasr PVDF-
Membran, gemessen mit DHB/Phosphorsaure-Matrix. Sequenzabdeckung 26,4%.

Fazit:

Im Vergleich mit dem Verdau der Spots, die nach der Behandlung mit Roti-Block nicht
gewaschen worden waren, war festzustellen, dal’ das 3-malige Waschen mit Verdaupuffer
sich auf die Ergebnisse der Messung mit DHB/HCCA-Mischmatrix positiv auswirkte. Die
Messung der Proben von der NC-Membran ergab gute Spektren, wobei die typischen Roti-
Cluster teilweise immer noch vorhanden waren (s.0.). Die Messungen der Proben von der
PVDF-Membran lieRen aufgrund der Cluster kaum ein Spektrum erkennen, vermutlich da
hier der Roti-Block im Gegensatz zur NC-Membran noch nicht ausreichend entfernt worden

war.

3.2.4 Verdau nach manuellem Waschen in Wells 6 mal Gber 2 Stunden
Da sich im vorherigen Versuch gezeigt hatte, daf3 sich Roti-Block recht erfolgreich wieder
von den Membranen entfernen liefl3, sollte in diesem Versuch untersucht werden, ob sich der

Erfolg dieser Prozedur noch steigern liel3e, wenn man nun die Spots haufiger und mit
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gréRerem Volumen waschen wirde. Aus diesem Grund wurde die Anzahl der Waschschritte
verdoppelt, und es wurde statt mit 250ul mit 300ul pro Well gewaschen.

Wie in 3.2.3 wurden noch einmal aus den mit Roti-Block behandelten und mit DB71
gefarbten Membranen mit dem Spot Cutter 6 Spots von NC- und PVDF-Membran aus den
Banden mit BSA ausgestochen.

Die Proben wurden

1 x 45 min,

1 x 30 min und

3 x 15 min

gewaschen, indem manuell in jedes Well 300erdaupuffer pipettiert wurden. Dann wurde

die Mikrotiterplatte fur die oben angegebene Zeitdauer auf einen Schittler gestellt und nach
Ablauf der Zeit die alte Flussigkeit gegen neue gewechselt.

Nach diesen funf Waschschritten wurden alle Proben noch einmal manuell fir einige s mit
3004 Verdaupuffer gespuilt.

Der automatisierte Verdau lief anschliel3end nach folgendem Protokoll ab:

Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NH,HCO; | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 17 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 47: Verdauprotokoll 6x Giber 2 Stunden waschen

Gemessen wurden die Proben auf DHB/HCCA-Mischmatrix sowie auf DHB/Phosphorséaure-

Matrix.
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Verdiinnung 1 1 2
BSA von NC SC % 21,4 20,1 27,2
Score 126 92,6 166
BSA von PVDF SC % 4,6* 7,7* 4,6*
Score

Tab. 48: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom Verdéunmadigem Wascherder

Spots mit Verdaupuffer, gemessen BHB/HCCA-Mischmatrix .

Mit * gekennzeichnete Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor* ermittelt, in
diesem Fall liegt kein Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin.

Verdiinnung 1 1 2
BSA von NC SC % 8,4* 33,3 25
Score 142 113
BSA von PVDF SC % 19,1 9,7* 7,9*
Score 82,9

Tab. 49: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom Verdéunmadigem Wascherder

Spots mit Verdaupuffer, gemessen B B/Phosphorsaure-Matrix.

Mit * gekennzeichnete Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor* ermittelt, in
diesem Fall liegt kein Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin.
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Abb. 41: Spektrum von BSA, Verdinnung 2, verdaut nach 6x Uber 2 Stunden Waschen von der NC-Membran,
gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix. Sequenzabdeckung 27,2%.
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Abb. 42: Spektrum von BSA, Verdinnung 1, verdaut nach 6x Uber 2 Stunden Waschen von der PVDF-
Membran, gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix. Sequenzabdeckung 7,7%.

Fazit:

Verglich man den Verdau nach 6-maligem Waschen der Spots mit dem Verdau nach nur 3-
maligem Waschen, so konnte man feststellen, dal3 sich die Ergebnisse bei Messung mit
Mischmatrix verbesserten, je 6fter die Spots gewaschen wurden. Es konnten nun gute
Spektren von den Proben von der NC-Membran gemessen werden, und auch von den Proben
von der PVDF-Membran waren Spektren zu messen. Letztere besaf3en jedoch noch nicht die
Qualitat, um eine verla3liche Identifizierung der Proteine zu erlauben. Dennoch gab die
Tatsache, dal3 nach mehrmaligem Waschen Uberhaupt Spektren von der PVDF-Membran zu
erzielen waren, einen Hinweis darauf, dal3 das Waschen der Membranen sich positiv auf die

Verdauergebnisse auswirkt.

3.2.5 Verdau nach automatisiertem Waschen mit ACN

Es wurden wieder wie in 3.2.3 die 6 Spots aus NC- bzw. PVDF-Membran ausgestochen. Die
Spots wurden nach einem Protokoll verdaut, das vor dem Verdau als zuséatzliche
Waschschritte noch das Waschen mit 50% ACN fiir 10 min und das Waschen mit 100% ACN

fur 2 min enthielt.
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Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] [ Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Wash with 50% ACN | 150 10 21 1
4 Wash with 100% ACN | 150 2 21 1
5 Block with PVP 20 20 21 1
6 Wash with NH;HCO; 150 5 21 2
7 Add Trypsin 17 0,1 21 1
8 Digest 480 37 1
9 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 50: Verdauprotokoll Waschen mit ACN

Gemessen wurden die Proben mit DHB/HCCA-Mischmatrix sowie mit DHB/Phosphorsaure-
Matrix.
Der Verdau nach 2-maligem Waschen der Spots mit Acetonitril, gemessen mit DHB/HCCA-

Mischmatrix, lieferte keine Spektren bei der MS Analyse.

Verdiinnung 1 1 2
BSA von NC SC % | 6,6* 2,8* 1,6*
Score
BSA von PVDF | SC% | 3,3* 2,6%
Score

Tab. 51: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom Verdaunadigem Wascherder

Spots mit Acetonitril, gemessen riiHiB/Phosphorséaure-Matrix.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin.
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Abb. 43: Spektrum von BSA, Verdinnung 1, verdaut von der NC-Membran nach 2-maligem Waschen mit ACN,
gemessen mit DHB/Phosphorséure-Matrix. Sequenzabdeckung 6,6%.

Fazit:

Das 2-malige Waschen der Spots mit ACN brachte kein verbessertes Ergebnis. Mit der
Mischmatrix waren keine Spektren zu messen und mit der DHB/Phosphorsaure-Matrix waren
nur vereinzelte Peaks zu detektieren, weshalb die hier angewandte Waschmethode keine

weitere Verwendung finden sollte.

3.2.6 Verdau nach manuellem Waschen in Wells 2 mal tber 17 Stunden

In diesem Versuch sollte nicht die Anzahl der Waschschritte, sondern die Zeitdauer des
Waschvorganges erhéht werden.

Wie in 3.2.3 wurden wieder 6 Spots aus NC- bzw. PVDF-Membran ausgestochen. Auf jeden
Spot in der Well-Platte wurden manuell 30¥erdaupuffer pipettiert, dann wurde die Well-
Platte zugeklebt und fur 17 h auf den Schittler gestellt. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die
Flassigkeit manuell gegen neue (wieder 300ul Verdaupuffer) ausgewechselt und sofort
danach manuell wieder abpipettiert.

Der anschlieRende automatisierte Verdau lief nach folgendem Protokoll ab:
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Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NH;HCO; | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 17 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 52: Verdauprotokoll 2x Waschen ber 17 Stunden

Gemessen wurde mit DHB/HCCA-Mischmatrix sowie auf DHB/Phosphorsaure-Matrix.

Verdiinnung 1 1 2
BSA von NC SC % 20,6 13,8* 8,4
Score 94,4 [54,3]
BSA von PVDF SC % 6,8* 4,3*
Score

Tab. 53: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des VerdausStanden Waschemit
Verdaupuffer, gemessen ddHB/HCCA-Mischmatrix .

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Flr
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin.

Verdiinnung 1 1 2
BSA von NC SC % 7,9* 19,6 12,9*
Score 92,9 [54,3]
BSA von PVDF SC % 13,3 10,4
Score [70,6] [53,2]

Tab. 54: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des VerdadsSianden Waschemnit
Verdaupuffer, gemessen ddHB/Phosphorsaure-Matrix.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fir
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. BSA: Bovines Serumalbumin.
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Abb. 44: Massenspektrum und Sequenz von BSA, Verdinnung 1, vom Verdau nach 2x Waschen tber 17
Stunden von der NC-Membran. Die per Sequence Editor ermittelte Sequenzabdeckung betragt 13,8%; gefundene
Peptide sind in der Sequenz rot markiert. Der typische Roti-Cluster ist zwischen 1200 und 1500 m/z zu

erkennen.

Fazit:

Das Waschen der Membran-Spots mit Verdaupuffer tGber einen Zeitraum von 17 Stunden mit
anschlieBendem Wechsel der Waschlésung hatte nicht ausgereicht, um gentigend Roti-Block
zu entfernen. Bei der Messung stiel3 man bei den meisten Proben auf die typischen Roti-
Cluster, die es erschwerten, ein brauchbares Spektrum zu messen.

Im Vergleich mit den Versuchen, in denen die Membranstiickchen 3 mal bzw. 6 mal mit
Verdaupuffer Gber 2 Stunden gewaschen worden waren, lieferte das 17-stlindige Waschen
etwas niedrigere Sequenzabdeckungen. Daraus wurde gefolgert, daf3 nicht die Zeitdauer der
Waschschritte der erfolgversprechende Faktor war, sondern die Anzahl der Waschschritte: je

Ofter, desto besser.
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3.2.7 Zusammenfassung Teil 2:

Fazit
Parameter Variation (bezogen auf DBH/HCCA-
Mischmatrix)
nicht waschen vor Verdau keine Spektren
manuell waschen in der 3 x Flussigkeitswechsel bei 2 h gute Spektren von NC, keine

Mikrotiterplatte mit Verdaupuffer | Gesamtwaschzeit von PVDF

6 x Flussigkeitswechsel bei 2 h gute Spektren von NC, im

S.0. Gesamtwaschzeit Vergleich zu NC schlechtere
Spektren von PVDF
so 2 x Flussigkeitswechsel bei 17 h | schlechte Spektren von NC und
o Gesamtwaschzeit PVDF
automatisiert waschen in der 2 x Flussigkeitswechsel bei 12 keine Spektren
Mikrotiterplatte mit ACN min Gesamtwaschzeit

Tab. 55: Zusammenfassung Teil 2

In diesem Versuchsteil wurde BSA verdaut; in Verdiinnung 1 waren als Héchstmenge 15,2
pmol BSA pro Spur enthalten (siehe 2.4.1).

Es wurde hier erstmals festgestellt, daf3 bei der Messung von Proben, die Reste von Roti-
Block enthielten, mit DHB/HCCA-Mischmatrix sowie mit HCCA-Matrix nach Jahn starke
storende Signale in Clusterform entstehen, die oftmals eine Proteinidentifikation verhindern.
Dies war vor allem bei niedriger konzentrierten Peptidproben der Fall. Die Messung mit
DHB/H3PO,-Matrix ergab jedoch gute Spektren auch bei Roti-Block-haltigen Proben,
wodurch deutlich wurde, dal3 die Matrices aufgrund ihrer unterschiedlichen Eigenschaften
auch unterschiedlich mit Roti-Block reagierten.

Um auch mit HCCA-haltigen Matrices Spektren solcher Proben messen zu kdnnen, sollte
versucht werden, Roti-Block vor dem eigentlichen Verdau durch entsprechende
Waschschritte zu beseitigen. Die Inkubation der Membranen mit Roti-Block wird zur
Blockade von Antikorper-Bindungsstellen auf Blot-Membranen benutzt und ist ein
unerlaBlicher Schritt, um die anschlieende Chemolumineszenz-Reaktion zu erméglichen.
Der erste Versuch mit Roti-Block zeigte, dal3 ohne vorheriges Waschen der ausgestanzten
Spots das Roti-Block-Reagenz die massenspektrometrische Messung so sehr stort, dal? keine
Spektren bei der Messung zu erhalten waren.

Daraufhin wurden nach der Inkubation der Blot-Membranen mit Roti-Block die Spots in der
Mikrotiterplatte mit Verdaupuffer gewaschen. Dies brachte den gewiinschten Erfolg: Schon
nach 3maligem Waschen der Membranen Uber 2 Stunden waren einige Spektren von der NC-
Membran mel3bar, nach 6maligem Waschen konnten auch Spektren von der NC-Membran

gemessen werden und sogar von der PVDF-Membran, von der generell immer schlechtere
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Spektren zu erwarten waren als von NC, konnten Spektren gemessen werden, wenn sie auch
in ihrer Qualitat nicht mit den Spektren von der NC-Membran vergleichbar waren.

Ein weiterer Versuch mit 2maligem Waschen der Spots tber 17 Stunden zeigte keine so guten
Ergebnisse wie nach dem 6maligen Waschen.

Aus diesen Beobachtungen konnte geschlu3folgert werden, dal3 die Anwendung mehrerer
Waschschritte mit Verdaupuffer vor dem Verdau die sinnvollste Waschvariante ist und zu den
besten Ergebnissen fluhrt.

In einem weiteren Versuch sollte herausgefunden werden, ob sich Roti-Block auch durch
2maliges, automatisiertes Waschen zuerst mit 50% ACN fur 2 Minuten und dann mit 100%
ACN fir 10 Minuten entfernen lie3e. Dies war jedoch, wie sich bei der
massenspektrometrischen Messung feststellen liel3, nicht der Fall — die Spektren waren zu
stark Uberlagert von stérendem Roti-Block.

In diesem Versuchsteil wurde eine Methode entwickelt, um Roti-Block so weit von Blot-
Membranen zu entfernen, daf3 nach dem Verdau auch mit einer HCCA-haltigen Matrix
Spektren gemessen werden konnen, die eine Identifizierung der Proteine ermdglichen.

Diese Methode sah folgendermal3en aus:

Es sollten folgende Waschschritte vor dem Verdau manuell durchgefthrt werden (die
Membran-Spots befanden sich hierzu in den Wells einer Mikrotiterplatte):

1 x waschen mit 300ul Verdaupuffer fur 45 min,

1 x waschen mit 300ul Verdaupuffer fir 30 min,

je 3 x waschen mit 300ul Verdaupuffer fur je 15 min.
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Nach folgendem Protokoll wurde anschlie3end vom Verdauroboter verdaut:

Step Description Vol [ul] | Time [min] | Temp [C] | Cycles

1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NH,HCO; 150 5 21 2
5 Add Trypsin 17 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) 30 30 21 1
Treshold for clot detection: 350

Aspirate height over bottom of the well [mm]: | 0,5

Dispense height over bottom of the well [mm]: | 9

Tab. 56: Verdauprotokoll Teil 2
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3.3 Verdau vor und nach ECL

3.3.1 Schritt 1: Verdau vom Elektro-Blot ohne ECL

3.3.1.1 Proteinverdau ohne Octylglycosid von NC- und PVDF-Membran-Spots mit dem
Verdauroboter

In diesem Versuch wurde Proteingemisch 2 (LMW Calibration Kit) verwendet. Zu Beginn
sollte untersucht werden, inwieweit die Proteine dieses Gemisches nach einem On-
Membrane-Verdau identifizierbar sind.

Es wurden zwei Mini-Gele mit 10% Acrylamid gegossen. In jeweils 7 Taschen eines Gels

wurden je 20leiner der 7 Verdiinnungen von Proteingemisch 2edtdgen (siehe 2.4.2):

1 2 3 4 5 6 7
Verdinnung (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/ (pmol/
Spur) Spur) Spur) Spur) Spur) Spur) Spur)
Glycogenphos. | 5,52 2,76 1,38 0,69 0,35 0,17 0,09
BSA 10,06 5,03 2,52 1,26 0,63 0,31 0,16
Ovalbumin 26,14 13,07 6,53 3,27 1,63 0,82 0,41
Carboanhydr. | 22,14 11,07 5,53 2,77 1,38 0,69 0,35
Trypsin Inhib. 31,84 15,92 7,96 3,98 1,99 1 0,5

Tab. 57: Verdiinnungsreihe von Proteingemisch 2.

Unter den verschiedenen Verdiinnungen von Proteingemisch 2 (oberste Zeile) gibt jedes Tabellenfeld die Menge
in pmol des jeweiligen Proteins an, die in einer Bande der entsprechenden Verdiinnung von Proteingemisch 2
enthalten ist.

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine je auf eine NC- und PVDF-Membran geblottet und
danach mit DB71 gefarbt.

Mit dem Spot Cutter wurde aus jeder sichtbaren Bande ein Spot aus der NC- bzw. PVDF-
Membran ausgestochen und in eine Mikrotiterplatte gelegt.

Es wurde vom Verdauroboter nach folgendem Protokoll verdaut:

Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NH;HCO; | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 17 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 58: Verdauprotokoll Spots ohne Octylglycosid
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Massenspektrometrisch gemessen wurden die Proben auf einer DHB/HCCA-Mischmatrix,
wobei jedoch kein Spektrum gemessen werden konnte; daraufhin wurden die Proben noch
einmal mit einer DHB/Phosporsaure-Matrix gemessen.

Verdiinnung 1 2 3 4 5 6

GP Bde 1 SC % 3,4*
Score

GP Bde 2 SC % 1,9*
Score

BSA SC % 2,1*
Score

ov SC % 3,4*
Score

CA SC %
Score

TI SC %
Score

Tab. 59: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom Vertifi-Spotsohne

Octylglycosid, gemessen nitHB/Phosphorsaure-Matrix.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor.
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Verdiinnung 1 2 3 4 5
GP Bde 1 SC %
Score
GP Bde 2 SC %
Score
BSA SC %
Score
ov SC %
Score
CA SC %
Score
TI SC % 4,6*
Score

Tab. 60: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) vom VerBaD¥FeSpotsohne

Octylglycosid, gemessen nitHB/Phosphorsaure-Matrix.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor.

Fazit:

Dieser On-Membrane-Verdau hatte bei der massenspektrometrischen Messung schlechte
Spektren ergeben. Dennoch konnte gezeigt werden, dal3 der Verdau von Proteinen aus
Proteingemisch 2, dem "LMW Calibration Kit", von der Blot-Membran prinzipiell mdglich

ist. Die verwendeten Verdinnungen von Proteingemisch 2 enthielten vergleichbare absolute

Proteinmengen in pmol wie die von Proteingemisch 1.

3.3.1.2 Proteinverdau mit Octylglycosid von NC- und PVDF-Membran-Spots mit dem
Verdauroboter

Der vorherige Versuch wurde hier wiederholt, allerdings sollte in diesem Versuch
Octylglycosid zu Verdaupuffer und Extraktionslésung hinzugegeben werden, in der Absicht,
bei der Extraktion die Herauslosung der Peptide aus der Blot-Membran zu verbessern.

Aus derselben NC- bzw. PVDF-Membran wie in 3.3.1.1 wurden erneut die gleichen Proben
mit dem Spot Cutter ausgestochen und in Wells abgelegt. Der Verdau fand nach demselben
Protokoll wie im vorherigen Versuch statt, nur mit dem Unterschied, dal3 die
Extraktionslosung und der Verdaupuffer diesmal Octylglycosid enthielten.

Die Proben wurden nach dem Verdau mit DHB/HCCA-Mischmatrix und mit HCCA-Matrix
nach Jahn gemessen.
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Verdiinnung 1 2 3 4 5 6
GP Bdel SC % 1,4*
Score
GP Bde2 SC % 1,4* 1,4*
Score
BSA SC % 18,9 4,3*
Score 136
ov SC % 30,6 5,2*
Score 93,5
CA SC % 63,7 46,7 43,2
Score 224 104 98,4
TI SC % 8,8*
Score

Tab. 61: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus von SpoiGron der

Membran mit Octylglycosid, gemessen abHHB/HCCA-Mischmatrix .

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor.
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Abb. 45: Spektrum von Carboanhydrase, Verdiinnung 1, Spots verdaut mit Octylglycosid von der NC-Membran,
gemessen mit DHB/Phosphorséure-Matrix. Sequenzabdeckung 63,7%.
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Verdiinnung 1 2 3 4 5 6
GP Bdel SC % 1,7* 0,8*
Score
GP Bde2 SC %
Score
BSA SC % 6,6* 4,9*
Score
ov SC %
Score
CA SC % 18,5* 15* 6,9*
Score
TI SC %
Score

Tab. 62: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus von SpoiGron der

Membran mit Octylglycosid, gemessen niiCCA-Matrix nach Jahn.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor.
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Abb. 46: Spektrum von Carboanhydrase, Verdiinnung 1, Spots verdaut mit Octylglycosid von der NC-Membran,
gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Die mit dem Sequence Editor erhaltene Sequenzabdeckung betragt
18,5%.
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Verdiinnung 1 2 3 4 5
GP Bde 1 SC % 3,4*
Score
GP Bde 2 SC % 21 1,4*
Score 171
BSA SC % 16,1 2,1*
Score 108
ov SC % 7,3* 11,7*
Score
CA SC % 10,5* 19,2*
Score
TI SC % 7,4* 11,1*
Score

Tab. 63: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus von SpoBiR-der

Membran mit Octylglycosid, gemessen aDfHiB/[HCCA-Mischmatrix .
Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete

Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor.
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Abb. 47: Spektrum von Glycogenphosphorylase, Verdiinnung 1, Spots verdaut mit Octylglycosid von der
PVDF-Membran, gemessen mit DHB/HCCA-Mischmatrix. Sequenzabdeckung 21%.
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Verdiinnung 1 2 3 4 5

GP Bde 1 SC %
Score

GP Bde 2 SC %
Score

BSA SC % 7,7*
Score

ov SC % 3,1*
Score

CA SC % 8,1*
Score

TI SC %
Score

Tab. 64: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus von SpoBiR-der

Membran mit Octylglycosid, gemessen adCCA-Matrix nach Jahn.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor.
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Abb. 48: Spektrum von Carboanhydrase, Verdiinnung 1, Spots verdaut mit Octylglycosid von der PVDF-
Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Die mit dem Sequence Editor erhalten Sequenzabdeckung
betragt 8,1%.

Fazit:

Der Einsatz von Octylglycosid hatte das Ergebnis des Verdaus verbessert. Die Messung der
Proben mit Mischmatrix ergab schon mehr Spektren als die Messung der Proben des Verdaus
ohne Octylglycosid mit Mischmatrix. Aus diesem Grund wurde das Detergens von nun an zu
Extraktionslosung und Verdaupuffer jedes weiteren Verdaus hinzugegeben.

Die Proben aus diesem Versuch wurden aul3erdem mit HCCA-Matrix nach Jahn gemessen,
was bei NC niedrigere Sequenzabdeckungen und bei PVDF weniger Spektren ergab als die
Messung der Proben mit DHB/HCCA-Mischmatrix, jedoch war auch hier die durch den

Einsatz von Octylglycosid erzielte Verbesserung zu erkennen.

3.3.1.3 Coomassie-Gel-Verdau zum Vergleich mit dem On-Membrane-Verdau

A) kleine Spots

Es wurde ein Mini-Gel mit 10% Acrylamid gegossen. In 7 Taschen des Gels wurde erneut
Proteingemisch 2 (LMW Calibration Kit) in ansteigenden Verdinnungen aufgetragen. Nach

der elektrophoretischen Gro3entrennung der Proteine wurde das Gel mit Coomassie gefarbt.
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Aus dem Gel wurden mit dem Spot Cutter (kleiner Stanzkopf, Durchmesser 2mm) Spots aus
den Proteinbanden von Glycogenphosphorylase, BSA, Ovalbumin, Carboanhydrase und
Trypsin Inhibitor in den ersten 5 Konzentrationen ausgestochen und in einer Mikrotiterplatte
gelagert.

Die Proben wurden nach untenstehendem Protokoll verdaut, diesmal wurde — als Neuerung —

auch beim Gelverdau der Extraktionsldsung und dem Verdaupuffer Octylglycosid zugesetzt.

Step Description Vol [pl] Time [min] | Temp [C] [ Cycles
1 Wash with 50% ACN 150 10 21 1
2 Dehydrate with 100% ACN | 150 2 21 1
3 Reduction with DTT 20 30 56 1
4 Alkylation with IAA 20 30 21 1
5 Wash with NH4AHCO3 150 21 1
6 Dehydrate with 100 % ACN | 150 21 1
7 Add Trypsin 17 15 8 1
8 Add Digestion Buffer 50 0,1 1
9 Digest 120 45 1
10 Extraction 10 30 21 1

Tab. 65: Verdauprotokoll Coomassie-Gel-Verdau kleiner Stanzkopf

Gemessen wurden die Proben zuerst mit DHB/HCCA-Mischmatrix. Da hierbei keine

Spektren zu erhalten waren, erfolgte eine zweite Messung mit HCCA-Matrix nach Jahn,

wobei jedoch auch keine Spektren zu messen waren. Eine dritte Messung mit

DHB/Phosphorsaure-Matrix lieferte folgende Ergebnisse:
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Verdiinnung 1 2 3 4 5 6
GP SC %
Score
BSA SC %
Score
ov SC % 32,6
Score 86,4
CA SC % 48,3 47,1 39,8
Score 122 139 104
TI SC %
Score

Tab. 66: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus vorkleihderStanzkopf
ausgestochenen Gel-Spots mit Octylglycosid, gemessebHBitPhosphorsaure-Matrix.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. GP: Glycogenphosphorylase, BSA:

Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor.
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Abb. 49: Spektrum von Carboanhydrase, Verdiinnung 1, Verdau kleiner Spots aus dem mit Coomassie gefarbten

Gel, gemessen mit DHB/Phosphorsaure-Matrix. Sequenzabdeckung 48,3%.
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B) groRe Spots

Aus dem Mini-Gel aus Versuch A) wurden die gleichen 5 x 5 Proben wie vorher
ausgestochen, allerdings immer in doppelter Ausfiihrung (also 2 x 25). Diesmal wurde der
grof3e Stanzkopf (Durchmesser 3,5mm) benutzt.

Der Verdau der Proben erfolgte nach folgendem Protokoll, ebenfalls mit Zusatz von

Octylglycosid zu Verdaupuffer und Extraktionslosung:

Step Description Vol [pl] Time [min] | Temp [C] [ Cycles
1 Wash with 50% ACN 150 10 21 1
2 Wash with 100% ACN 150 2 21 1
3 Reduction with DTT 20 30 56 1
4 Alkylation with IAA 20 30 21 1
5 Wash with NH4AHCO3 150 5 21 1
6 Dehydrate with 100 % ACN | 150 2 21 1
7 Add Trypsin 17 15 8 1
8 Add Digestion Buffer 50 0,1 1
9 Digest 120 45 1
10 Extraction 20 30 21 1

Tab. 67: Verdauprotokoll Coomassie-Gel-Verdau groRer Stanzkopf

Die verdauten Proben wurden auf HCCA-Matrix nach Jahn gemessen.
Es ergaben sich folgende Mel3werte:

Verdinnung 1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6
GP SC% |329 |471 |22 20,4 | 28,8 14
Score | 286 |400 | 131 109 | 246 [65]

BSA [SC% |46,8 (57,5 |552 [46,5 |32 33,8 | 26,9 24,5

Score | 273 364 292 265 158 170 139 115

ov SC% (616 |528 |557 |42,7 |557 |485 | 48,2 34,2 32,6

Score | 214 147 180 143 165 153 168 121 98,3

CA SC% |718 |413 |544 (522 |(46,3 |409 |37,1 40,5

Score | 225 111 176 191 118 129 79,7 102

TI SC% |[40,1 |453 |[57,5 |48,1 |30,3 22,4 35,8

Score | 94,8 |82,4 | 133 105 86,6 [67,7] | 105

Tab. 68: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus vorgriRderStanzkopf
ausgestochenen Gel-Spots mit Octylglycosid, gemesse@@A-Matrix nach Jahn.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fir
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. GP: Glycogenphosphorylase, BSA:
Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor.
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Abb. 50: Spektrum von Carboanhydrase, Verdiinnung 1, Verdau grofRer Spots aus dem mit Coomassie gefarbten
Gel, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 71,8%.

Fazit:

Um den Nachweis zu erhalten, dal’ Proteingemisch 2 beim Verdau gute Spektren liefern kann,
wurde in diesem Versuch im Gel verdaut und mit HCCA-Matrix nach Jahn gemessen. Hierbei
wurden beim Verdau grol3er Spots sehr gute Ergebnisse erzielt.

Aus den Ergebnissen dieses Versuches ist weiterhin ersichtlich, daf? die Anzahl intensiver
Spektren gréRer wird und die Hohe der Sequenzabdeckungen sich steigert, wenn grof3e Spots

mit mehr enthaltenem Proteinmaterial anstatt kleiner Spots verdaut werden.
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Verdinnung (prr%ol/ (prr%ol/
kleinem Spot) | groRem Spot)

Glycogenphos. | 0,92 1,84

BSA 1,677 3,353

Ovalbumin 4,357 8,713

Carboanhydr. | 3,69 7,38

Trypsin Inhib. 5,307 10,613

Tab. 69: Vergleich ungefahrer absoluter Mengen in gro3en und kleinen Gel-Spots bei der Annahme, dal} ein
kleiner Spot 1/6 der Bande und ein grof3er Spot 1/3 der Bande entspricht.

3.3.1.4 Proteinverdau mit Octylglycosid von jeweils ca. 50% der Banden von NC- und
PVDF-Membran mit dem Verdauroboter

Um bessere bzw. mehr Spektren auch aus einem Membranverdau zu erhalten, sollte in diesem
Versuch die Menge an verdautem Protein erhéht werden. Statt der bisher ausgestanzten Spots
sollten nun ca. 50% der Banden mit dem Skalpell aus den Membranen ausgeschnitten und
zum Verdau verwendet werden.

Es wurden zwei Mini-Gele mit 10% Acrylamid gegossen. In die erste Tasche der Gele

wurden 10ul des Markers Precision Plus Protein Standard Dual Color aufgetragen. In die

verbleibenden 9 Taschen wurde Proteingemisch 2 in folgenden Verdinnungen aufgetragen:

Spur 1: Marker
Spur2 +3: Verdunnung 1
Spur4 +5: Verdunnung 2

Spur 6: Verdinnung 3
Spur 7: Verdinnung 4
Spur 8: Verdinnung 5
Spur 9: Verdinnung 6
Spur 10: Verdinnung 7

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung des Proteingemisches wurden die 2 Gele per
Elektroblott auf je eine NC- und eine PVDF-Membran geblottet. Die Membranen wurden mit
DB71 gefarbt.

104



GP Bde 1— P> A

GP Bde 2 —p»

BSA—P>

ov—p

CA— P

GP Bde 1—p»

GP Bde 2—p»

BSA—P>

ov—p

CA—P
1 1 2 2 3 4 5 6 7

Abb. 51: A: NC-Folie nach Farbung mit DB71, B: dieselbe Folie mit ausgeschnittenen Banden.
GP Bde 1: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde 2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdiinnungen.
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Abb. 52: A: PVDF-Folie nach Farbung mit DB71, B: die selbe Folie mit ausgeschnittenen Banden.
GP Bde 1: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde 2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdiinnungen.

Alle sichtbaren Banden auf den Folien wurden halb mit dem Skalpell ausgeschnitten und in
Wells gelegt.
Der Verdau (mit Zusatz von Octylglycosid in der Verdaulésung und in der

Extraktionslosung) lief nach folgendem Protokoll ab:

Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NH4AHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 17 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 70: Verdauprotokoll 50% der Banden mit Octylglycosid

Die verdauten Proben wurden massenspektrometrisch analysiert. Dazu wurde HCCA-Matrix

nach Jahn verwendet.
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Verdiinnung 1 1 2 2 3 4

o |scw |or 44"
Score

o | scw 4o |18
Score 75

BSA | SC% | 14,2* 6,6* 5,8* 4,6* 9,2 4,9*
Score [54]

ov SC % 40,4 40,4 28,3 34,9 34,9
Score | 107 98,2 92,2 115 90,9

CA SC% |32 27 28,6 27 11,9* 15,8*
Score |[59,2] |[43,3] |[44.8] |[48.1]

Tab. 71: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus von 50% der Banden mit OctylglycosidGon der

Membran, gemessen miHCCA-Matrix nach Jahn.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fir
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, SC: Sequenzabdeckung, Score:

Mowse Score (%).
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Abb. 53: Spektrum von Ovalbumin, Verdiinnung 1, Verdau von 50% der Banden mit Octylglycosid von der NC-
Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 40,4%.

Verdiinnung 1 1 2 2 3 4 5
GP Bde 1
GP Bde 2 6,4*
BSA 10,4* 8,4*
ov 5,7* 4,4*
CA 6,9* 8,1* 8,1*
TI 14,9*

Tab. 72: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus von 50% der Banden mit Octylglycosid von der
PVDF-Membran, gemessen miHCCA-Matrix nach Jahn.
Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor.
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Abb. 54: Spektrum von Trypsin Inhibitor, Verdiinnung 1, Verdau von 50% der Banden mit Octylglycosid von
der NC-Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Die mit dem Sequence Editor erhaltene
Sequenzabdeckung betragt 14,9%.

Fazit:

In diesem Versuch zeigte sich noch einmal, dal’ durch den Verdau einer grol3eren
Proteinmenge auch bessere Spektren bei der massenspektrometrischen Messung zu erhalten
waren. Dies war sowohl beim Verdau von 50% der Banden von der NC- als auch von der
PVDF-Membran erkennbar. Die Ergebnisse des Bandenverdaus waren besser als die des
Verdaus von Spots in 3.3.1.2 (beide Versuche wurden mit HCCA-Matrix nach Jahn
gemessen). Aus diesem Grund sollten in den folgenden Versuchen weiterhin 50% der Banden
verdaut werden. In den halben Banden von Verdinnung 1 befanden sich Proteinmengen von
ca. 2,76 bis 15,92 pmol (siehe 2.4.2).

3.3.2 Schritt 2: Verdau von mit Roti-Block behandelten Blot-Membranen nach

manuellem Waschen in Schalen

In diesem Versuch sollte herausgefunden werden, wie die Behandlung der Membranen mit
Roti-Block und das anschliel3ende Waschen vor dem Verdau die Ergebnisse beeinflussen

wuirde. Da sich schon in 3.2.4 gezeigt hatte, dal3 die Verdauergebnisse sich durch vorheriges
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Waschen der Membranen verbessern lie3en, war im nachsten Versuch durch die
Waschschritte ein positiver Effekt auf die MS-Messung zu erwarten.

Es gibt verschiedene Mdglichkeiten, die Membranen zu waschen. Es kbnnen entweder — wie
in 3.2 — die ausgeschnittenen Membranstiickchen mit cal $®0jflussigkeit in den Wells

der Mikrotiterplatte gewaschen werden, was viele Pipettierschritte erfordert (diese sollten
spater auch, wie in 3.2.5, durch den Pipettierroboter ausgefuhrt werden), es kann aber auch
die ganze Membran vor der Farbung mit DB71 in einer Schale mit ca. 150ml Spulflissigkeit
gewaschen werden, was sehr viel weniger aufwendig ist. Letztere Methode sollte daher in
diesem Versuch angewendet werden.

Die bestimmenden Parameter beider Waschmethoden sind die Waschzeit und das
Waschvolumen. In diesem Versuch wurde die Zeit auf 90 Stunden und das Volumen auf 3 x
150ml (waschen in einer Schale) erhéht.

Wie in 3.3.1.1 beschrieben, wurde ein neuer NC- bzw. PVDF-Elektroblot hergestellt. Die
beiden Blotfolien wurden jeweils in eine Schale mit ca. 200ml 10-fach verdinntem Roti-
Block gelegt und fir 4 Stunden auf den Schiittler gestellt.

Anschliel3end wurden die Folien zum Spilen jeweils in eine Schale mit ca. 150ml
Verdaupuffer (mit 10% ACN, ohne Octylglycosid) gelegt und fir ca. 48 Stunden auf den
Schiittler gestellt. Danach wurde die Spiilfliissigkeit erneuert und die Folien wurden ca. 36
Stunden gespult. Dann wurde die Flussigkeit noch einmal erneuert und es wurde ca. 6
Stunden gespdlt.

Danach wurde jede Folie einmal kurz (ca. 15 s) mit bidest. Wasser gespult und anschlie3end
mit DB71 gefarbt.

Auf der NC-Folie konnte man nach der Farbung die ersten 3 Spuren (= die ersten 3
Verdunnungen) erkennen, auf der PVDF-Folie nur die erste Spur (= die erste Verdinnung).
Aus beiden Folien wurde aus jeder sichtbaren Bande mithilfe eines Skalpells die Halfte der
jeweiligen Bande ausgeschnitten und in einem der Wells plaziert.

Anschlie3end erfolgte der Verdau (mit Octylglycosid) nach folgendem Protokoll:
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Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain of DB71 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NHAHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 17 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 73: Verdauprotokoll Roti-Block + 3x manuelles Waschen

Die Messung erfolgte auf der HCCA-Matrix nach Jahn sowie auf DHB/Phosphorséaure-

Matrix.
Verdinnung 1 2 3 4

GP Bdel SC % 36,8 3,8*
Score 268

GP Bde2 SC % 37,8 3,7* 23,3
Score 320 135

BSA SC % 5,9* 2,1* 8,2*
Score

ov SC % 4,9* 38,8 38,8
Score 114 126

CA SC % 46,7 43,8
Score 115 95,4

TI SC % 11,6* 11,6* 6,5*
Score

Tab. 74: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus nach 3x manuellem WaschéwGrdhetaloran,

gemessen mHCCA-Matrix nach Jahn.

Mit * markierte Sequenzabdeckungen sind mit dem Programm ,Sequence Editor* ermittelt worden. Leere Felder
bedeuten, dal3 hier bei der Messung kein Spektrum zu erhalten war. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1,
GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA:
Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor, SC: Sequenzabdeckung (%), Score: Mowse Score.
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Verdinnung 1 2 3 4

GP Bdel SC % 18,5 2,3* 3,7*
Score 99,5

GP Bde2 SC % 28,1 19 2,5*
Score 200 [70,4]

BSA SC % 29,2 6,6*
Score 143

ov SC % 24,1 29,4* 30,6
Score [49,6] 112

CA SC % 39,8 25,4* 43,1
Score 65,8 [73]

TI SC % 28,5 19,4 13,4*
Score [64,6] [63,8]

Tab. 75: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus nach 3x manuellem WaschéwGrdhetaloran,
gemessen mDHB/Phosphorsaure-Matrix.

Mit * markierte Sequenzabdeckungen sind mit dem Programm ,Sequence Editor* ermittelt worden. Werte in
Klammern stehen fir Mowse Scores im statistisch nicht relevanten Bereich. Leere Felder bedeuten, daR hier bei
der Messung kein Spektrum zu erhalten war. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2:
Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, TI:
Trypsin Inhibitor, SC: Sequenzabdeckung (%), Score: Mowse Score.
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Abb. 55: Spektrum von Carboanhydrase, Verdiinnung 1, Verdau nach 3x manuellem Waschen von der NC-
Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 46,7%.
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Abb. 56: Spektrum von Ovalbumin, Verdinnung 3, Verdau nach 3x manuellem Waschen von der NC-Membran,
gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 38,8%.
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Verdiinnung
GP Bdel SC
Score
GP Bde2 SC
Score
BSA SC 2,5*
Score
ov SC 12,7*
Score
CA SC 63,3 53,1 46,2 43,8
Score 151 155 149 93,9
TI SC 23,6
Score [53,7]

Tab. 76: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus nach 3x manuellem Waschd?MIDiR-der

Membran, gemessen alfCCA-Matrix nach Jahn.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores im statistisch nicht relevanten Bereich. Leere Felder bedeuten, daf3
hier bei der Messung kein Spektrum zu erhalten war. rau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr
anfarbbaren Banden, die daher nicht ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1,
GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA:

Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor, SC: Sequenzabdeckung (%), Score: Mowse Score.

Verdiinnung 1 2 3 4 5
GP Bdel SC
Score
GP Bde2 SC 3,1*
Score
BSA SC 4,6*
Score
ov SC 29,3
Score 88,9
CA SC 32,4 48,8 13,1* 20*
Score 81,7 105
TI SC 7,4*
Score

Tab. 77: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus nach 3x manuellem Waschdé?MDR-der

Membran, gemessen aldHB/Phosphorsaure-Matrix.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores im statistisch nicht relevanten Bereich. Grau hinterlegt sind die auf
der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht ausgestochen werden konnten. GP Bdel:
Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin,
OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, TI: Trypsin Inhibitor, SC: Sequenzabdeckung (%), Score: Mowse Score.
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Abb. 57: Spektrum von Carboanhydrase, Verdiinnung 1, Verdau nach 3x manuellem Waschen von der PVDF-
Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 63,3%.

Fazit:

In diesem Versuch brachte das dreimalige Waschen der gesamten Membranen in Schalen mit
einem gréReren Volumen Uber einen langeren Zeitraum (90 Stunden) gute Ergebnisse.

Im Vergleich zu 3.3.1.4, dem Verdau halber Banden ohne Roti-Block, ergab dieser Versuch,
ebenfalls gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn, vergleichbare Spektren und
Sequenzabdeckungen beim Verdau von NC. Der Verdau von PVDF zeigte in diesem Versuch
im Vergleich zu 3.3.1.4 eine @hnliche Anzahl an Spektren, aber leicht erhéhte
Sequenzabdeckungen. Somit war gezeigt worden, dal3 Roti-Block ausreichend entfernt
werden konnte, um eine massenspektrometrische Messung auf HCCA-haltiger Matrix zu
ermadglichen.

Im néachsten Schritt sollte eine komplette ECL erfolgen und die Membranen sollten aufgrund
des geringeren Aufwandes wieder in Schalen gewaschen werden, allerdings sollte die Anzahl
der Waschschritte erhdht werden, da sich als beste Waschmaoglichkeit in 3.2.4 ein haufiges (6-
maliges) Waschen der Membran-Spots in den Wells Uber 2 Stunden herausgestellt hatte.
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3.3.3 Schritt 3: Verdau nach ECL

3.3.3.1 Verdau nach Blockade mit Roti-Block, ECL und manuellem Spulen in Schalen

In diesem Versuch sollte im Gegensatz zum vorherigen die Waschzeit auf 21 Stunden gesenkt
und dafur das Waschvolumen auf 10 x 150ml erhdht werden.

Bei der ECL werden durch Chemolumineszenz Proteinbanden auf der Blot-Membran
kurzzeitig sichtbar gemacht. Roti-Block verhindert das unspezifische Binden von Antikdrpern
auf der Membran. So werden nur die zu markierenden proteinhaltigen Banden mit AK 1
besetzt. Auf diesen ersten Antikorper setzt sich im nachsten Schritt AK 2, der mit dem Enzym
Meerrettichperoxidase (HRP) beladen ist. Durch die Zugabe von ECL-Reagenz wird selbiges
durch die HRP aktiviert und die Proteinbanden werden zum Leuchten angeregt. Legt man auf
die Blot-Membran nun einen Rontgenfilm, farbt sich dieser an den Stellen der Banden
schwarz. Auf diese Weise kann man erkennen, an welcher Stelle der Membran die speziellen
Proteinbanden liegen.

In diesem Versuch sollten die gewiinschten Proteinbanden auf der Membran nach
abgelaufener ECL mit DB71 angefarbt, verdaut und die Proteine massenspektrometrisch
identifiziert werden.

Hierzu wurde wie in 3.3.1.4 je ein NC- bzw. PVDF-Elektroblot mit Proteingemisch 2

hergestellt, der die folgenden Verdinnungen beinhaltete:

Spur 1: Marker

Spur 2 + 3: Verdinnung 1
Spur 4 + 5: Verdinnung 2
Spur 6: Verdiinnung 3
Spur 7: Verdinnung 4
Spur 8: Verdinnung 5
Spur 9: Verdiinnung 6
Spur 10: Verdinnung 7

Nach dem Blotten wurden die beiden Folien je in eine Schale mit Roti-Block (Verdinnung
1:10) gelegt und fur 3 Stunden auf den Schuttler gestellt. Danach wurde jede Folie eingerollt
und in ein RGhrchen mit 5ml Roti-Block und 1pul IgG-anti-Ovalbumin-Antikérper (entspricht
einer Verdinnung von 1:5000) gesteckt, wobei darauf zu achten war, daf3 die Vorderseite,

also die Proteinseite der Blotfolie, zur Innenseite des Rohrchens zu liegen kam, damit sie gut
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von der Flissigkeit benetzt werden konnte. Die R6hrchen wurden Uber Nacht im Kihlraum
bei 4°C gerollt.

Am nachsten Tag wurden die Folien aus den Réhrchen genommen und 5 x 3 Minuten mit
PBS-Puffer gespilt. Dann wurden die Folien erneut eingerollt und je in ein R6hrchen mit 6ml
Roti-Block und 2ul HRP-gekoppeltem IgG-anti-Maus-Antikdrper (entspricht einer
Verdunnung von 1:3000) gesteckt, wieder mit der Proteinseite nach innen. In diesen
Rohrchen wurden sie bei Raumtemperatur eine Stunde lang im Dunklen gerollt. Danach
wurden die Folien aus den Réhrchen genommen und wieder 5 x 3 Minuten mit PBS-Puffer
gespuilt.

Die nachsten Arbeitsschritte erfolgten in der Dunkelkammer:

Die verbleibende Flussigkeit auf den Folien liel3 man vorsichtig tiber den Rand der Folien auf
Kleenex-Tucher abtropfen. Dann wurden die Folien mit der Proteinseite nach oben auf eine
ebene Unterlage gelegt und vollstandig mit ECL-Reagenz bedeckt. Nach 5 Minuten
Einwirkzeit wurde wieder vorsichtig mit Kleenex-Tuchern alle Flussigkeit von den
Membranen entfernt, und sie wurden in Plastikfolie eingeschweildt. Die eingeschweildten
Folien wurden in einer Rontgen-Kassette fixiert. Bei ausgeschaltetem Licht wurde dann ein
Rontgenfilm auf die Folien gelegt und schon nach wenigen Sekunden wieder abgenommen.
Der Rontgenfilm wurde dann fir 1 Minute in Entwickler und fir 5 Minuten in

Fixierflussigkeit gelegt, danach mit bidest. Wasser abgespdlt.

Auf den fertig entwickelten Rontgenfilm wurden anschlieend zur besseren Orientierung die

Marker-Banden von den Original-Blotfolien mit einem farbigen Stift Gbertragen.
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Abb. 58: Réntgenfilm nach der ECL, P: Abdruck der PVDF- und N: Abdruck der NC-Membran.
Die Banden zwischen 37 und 50 kDa sind die durch die ECL sichtbargemachten Ovalbumin-Banden (OV).
1 - 7: Verdiinnungen.

Die Blotfolien wurden anschlie3end aus der Verschweil3ung genommen und 5 mal mit bidest.
Wasser gespult. Danach wurden sie je in eine Schale mit Verdaupuffer (mit 10% ACN, ohne
Octylglycosid) gelegt und fiir 2 Stunden auf den Schiittler gestellt. Danach wurde die
Flussigkeit erneuert und die Folien wurden Uber Nacht (ca. 18 Stunden) auf dem Schttler
geschwenkt.

Am né&chsten Tag wurden die Folien erneut mit Verdaupuffer 8 x 5 Minuten gespilt, indem
sie in je einer Schale auf den Schiittler gestellt wurden.

Danach wurden sie in ihren Schalen noch 3 mal einige Sekunden lang mit bidest. Wasser

gespdlt.
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Nach diesen Waschschritten wurden die Folien mit DB71 gefarbt und in Verdiinnungslésung

fur DB71 bis zum nachsten Tag aufbewahrt.

. )
—P

GP Bde 2

; L1 2 S e - W 5 h
P - R PR Lo—_— :
Abb. 59: NC-Membran nach der ECL, gefarbt mit DB71.

GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdinnungen.
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Abb. 60: PVDF-Membran nach der ECL, gefarbt mit DB71.
GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdinnungen.

VVon den geféarbten Folien wurde aus jeder sichtbaren Bande die Halfte mit dem Skalpell
ausgeschnitten. Die Membransttickchen wurden dann in Wells gelegt, in denen je 70ul von
der DB-Entfarbelésung vorgelegt worden waren. Nach 20 Minuten Einwirkzeit fand der

Verdau (mit Zusatz von Octylglycosid) nach folgendem Protokoll statt:
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Step Description Vol [ul] Time [min] |Temp [C] Cycles
1 Remove liquid 70 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 2
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NHAHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 17 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 78: Verdauprotokoll Roti-Block, ECL und manuelles Spilen

Die verdauten Proben wurden mit HCCA-Matrix nach Jahn sowie mit DHB/Phosphorséure-

Matrix gemessen.

Verdiinnung 1 1 2 2 3 4 5
GP Bdel SC % 11,5* 15,9
Score 116
GP Bde2 SC % 18,9 18,8 3,7 11,4* 0,8*
Score 122 122
BSA SC % 4,6*
Score
ov SC % 42,3 34,5 26,4 7,5%
Score 104 102 87,5
CA SC % 53,3 49,8 49,8 49,4 49 37,1
Score 143 138 168 122 109 80,7

Tab. 79: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus nach ECL und manuellenoSmldeyC-

Membran, gemessen aldCCA-Matrix nach Jahn.

Mit * gekennzeichnete Sequenzabdeckungen wurden mit dem Sequence Editor ermittelt. Leere Felder bedeuten,
daf hier bei der Messung kein Spektrum zu erhalten war. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2:
Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, SC:
Sequenzabdeckung (%), Score: Mowse Score.
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Verdinnung 1 1 2 2 3 4

GP Bdel SC % 29,8 21,4 9,4* 1,3*
Score 195 139

GP Bde2 SC % 30,1 27,4 19,8 16,4
Score 187 237 83,2 88,9

BSA SC % 25,7 4,6* 4,6* 3,3* 7,7
Score 144 [35]

ov SC % 51,9 60,9 19,8 36,8 44.3 20,3*
Score 139 153 137 [67,6] 93,9

CA SC % 51 71,4 57,9 24,2*% 39,6 27,4
Score 91,4 183 125 95 73

Tab. 80: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus nach ECL und manuellenoSmldeyC-

Membran, gemessen miDHB-Phosphorsaure-Matrix.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Mit *
gekennzeichnete Sequenzabdeckungen wurden mit dem Sequence Editor ermittelt. Leere Felder bedeuten, dal3
hier bei der Messung kein Spektrum zu erhalten war. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2:
Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, SC:

Sequenzabdeckung (%), Score: Mowse Score.
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Abb. 61: Spektrum von Ovalbumin, Verdiinnung 1, Verdau nach ECL und manuellem Spilen von der NC-

Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 42,3%.
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Verdiinnung 1 2 2

GP Bdel SC % 1,7*
Score

GP Bde2 SC % 4,7 7,1*
Score

BSA SC % 4,6*
Score

ov SC % 22,1 27,4 33,9 4,4%
Score 79,1 84,8 98,8

CA SC % 59,1 51 28,5* 59,8 44,4
Score 168 193 193 93,3

Tab. 81: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus nach ECL und manuellenoSpldd?VDF-

Membran, gemessen miHCCA-Matrix nach Jahn.

Mit * gekennzeichnete Sequenzabdeckungen wurden mit dem Sequence Editor ermittelt. Leere Felder bedeuten,
daf hier bei der Messung kein Spektrum zu erhalten war. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2:
Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, SC:
Sequenzabdeckung (%), Score: Mowse Score.

Verdiinnung 1 1 2 2 3 4

GP Bdel SC % 10,4* 3,3* 1,1*
Score

GP Bde2 SC % 5,3* 1,2*
Score

BSA SC % 83,3 4,6*
Score [31]

ov SC % 31,9 34,9 18,4* 19,2* 7,5*
Score 88,7 79

CA SC % 25,5 6,9* 43,8 57,3 40,4
Score [53,3] 92 109 96,6

Tab. 82: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus nach ECL und manuellenoSpldd?vVDF-
Membran, gemessen miDHB/Phosphorsaure-Matrix.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Mit *
gekennzeichnete Sequenzabdeckungen wurden mit dem Sequence Editor ermittelt. Leere Felder bedeuten, dal3
hier bei der Messung kein Spektrum zu erhalten war. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2:
Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, SC:

Sequenzabdeckung (%), Score: Mowse Score.
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Abb. 62: Spektrum von Ovalbumin, Verdiinnung 2, Verdau nach ECL und manuellem Smiilder PVDF-
Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 33,9%.

Fazit:

In diesem Versuch wurden die Membranen nach der Behandlung mit dem ECL-Reagenz 10
mal mit Verdaupuffer Uber ca. 20 Stunden gewaschen. Der Verdau lieferte &hnliche
Ergebnisse wie der vorherige Versuch, bei dem nur Roti-Block entfernt werden muf3te.

Es sollte daher aus Zeitgriinden ein haufiges Waschen tber einen kiirzeren Zeitraum wie in
diesem Versuch bevorzugt werden.

In den Spektren dieses Versuches waren keine zusétzlichen Peptid-Peaks zu erkennen, die auf
die bei der ECL eingesetzten Antikérper hingewiesen hatten.

Im Vergleich zu 3.3.1.4, dem Verdau halber Banden ohne Roti-Block, waren hier bei
Messung mit HCCA-Matrix nach Jahn von NC fir Glycogenphosphorylase und
Carboanhydrase héhere Sequenzabdeckungen, fir BSA und Ovalbumin aber weniger
Spektren bzw. niedrigere Sequenzabdeckungen zu erhalten.

Beim Verdau von der PVDF-Membran zeigten sich im Vergleich zu 3.3.1.4 fur

Glycogenphosphorylase und BSA vergleichbare Spektren, fir Carboanhydrase und

124



Ovalbumin waren jedoch héhere Sequenzabdeckungen und auch Spektren von niedrigerer
Verdinnung zu erhalten, womit sich die Ergebnisse hier verbessert hatten.

Die Verbesserung der Qualitat der Spektren einzelner Proteine wurde zurtickgefiihrt auf eine
Verminderung von Verunreinigungen auf den zu verdauenden Membranen und damit in der
extrahierten Peptidflissigkeit durch das mehrmalige Waschen der Membranen mit
Verdaupuffer vor dem Verdau. Dadurch waren weniger Storfaktoren bei der

massenspektrometrischen Messung vorhanden.

3.3.3.2 Verdau nach Blockade mit Roti-Block, ECL und automatisiertem Spiilen

Da das mehrmalige Spuilen der Membranen nach der ECL einen positiven Effekt hatte, sollte
im nachsten Schritt versucht werden, die Waschschritte, die bisher manuell erfolgt waren, auf
dem Pipettierroboter zu automatisieren.

Es wurde je ein NC- bzw. PVDF-Elektroblot mit Proteingemisch 2 hergestellt. Nach dem
Blotten wurden die Folien je in eine Schale mit Roti-Block (Verdinnung 1:10) gelegt und fir
4 Stunden auf den Schuttler gestellt.

Danach erfolgte, wie im vorherigen Versuch beschrieben, die Inkubation der Folien mit AK1

und AK2. Die ECL wurde in der Dunkelkammer durchgefihrt.
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Abb. 63: Rontgenfilm mit sichtbar gemachten Ovalbumin-Banden zwischen 37 und 50 kDa,
N: NC-Membran, P: PVDF-Membran. OV: Ovalbumin, 1 — 7: Verdinnungen.

Nach der ECL wurden die Membranen aus der Einblisterung genommen und 5 mal fr einige
Sekunden mit bidest. Wasser gespult und danach mit DB71 gefarbt.
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Abb. 64: A: NC-Folie nach Roti-Blockade, ECL und Farbung mit DB71. B: Dieselbe Folie nach dem
Ausschneiden der Banden.

GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdiinnungen.
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Abb. 65: A: PVDF-Folie nach Roti-Blockade, ECL und Farbung mit DB71. B: Dieselbe Folie nach dem
Ausschneiden der Banden.

GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdiinnungen.

Die darauffolgenden 10 Waschschritte mit Verdaupuffer (10% ACN, kein Octylglycosid)
sollten nun vom Verdauroboter ausgefihrt werden. Hierzu wurde aus allen sichtbaren Banden
jeweils eine halbe Bande mit dem Skalpell ausgeschnitten und in Wells gelegt, in denen je
10ul Verdinnungslésung fur DB71 vorgelegt worden waren.

Die Waschschritte und der angeschlossene Verdau (mit Zusatz von Octylglycosid) liefen nach
folgendem Schema ab:
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Step Description Vol [W] | Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Spilen mit DigBuff 25mM + 10%ACN | 180 15 21 10

2 Destain 130 20 21 1

3 Wash with MilliQ 150 5 21 1

4 PVP 20 20 21 1

5 Wash with NH4AHCO3 150 5 21 2

6 Add Trypsin 17 0,1 21 1

7 Digest 480 37 1

8 Extraction (50%ACN) 30 30 21 1

Tab. 83: Verdauprotokoll Roti-Block, ECL und automatisiertes Spulen

Die verdauten Proben wurden auf HCCA-Matrix nach Jahn sowie auf DHB/Phosphorsaure-

Matrix gemessen.

Verdiinnung 1 1 2 2 3

GP Bde 1 SC % 15,1 18,2 10,3* 9,3*
Score [76,2] 80,5

GP Bde 2 SC % 17,9 26,5 3,4*
Score 107 189

BSA SC % 18,7 11,2* 2,1*
Score [39,3]

ov SC % 19,2* 22,6* 16,6* 48,5 11,7*
Score 100

CA SC % 41,9* 38,6 21,5* 63,8 21,5*
Score 88,4 139

Tab. 84: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus W@-didembran nach ECL und automatisiertem
Spilen, gemessen niHB/Phosphorsaure-Matrix.
Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fir

leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete

Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, SC: Sequenzabdeckung (%),
Score: Mowse Score.
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Abb. 66: Spektrum und Sequenzabdeckung von Ovalbumin, Verdiinnung 2, verdaut nach ECL und

automatisiertem Spulen von der NC-Membran, gemessen mit DHB/Phosphorsaure-Matrix. Sequenzabdeckung
48,5%.

Verdinnung 1 1 2 2 3 4

GP Bde 1 SC % 6,7* 8,6*
Score

GP Bde 2 SC % 7,8* 8,7*
Score

BSA SC % 10,4*
Score

ov SC % 7,3* 3,1*
Score

CA SC % 25,4*
Score

Tab. 85: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus W@-ddembran nach ECL und automatisiertem
Spilen, gemessen niiCCA-Matrix nach Jahn.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, SC: Sequenzabdeckung (%),
Score: Mowse Score.
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Abb. 67: Spektrum und Sequenzabdeckung von Ovalbumin, Verdiinnung 1, verdaut nach ECL und

automatisiertem Sptilen von der NC-Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn.

Es sind zwei storende Cluster im Spektrum zu sehen, die auf den Roti-Block zurlickzufiihren sind.
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Verdiinnung 1 2

GP Bde 1 SC % 4,5*% 19,9 10* 12,2*
Score 115

GP Bde 2 SC % 91 8,8* 9*
Score [70,4]

BSA SC % 12,5* 9,4* 4,3*
Score

ov SC % 13,8* 32,9 12,5*
Score 90,9

CA SC % 47,9 48,6 35,1 21,5*
Score 116 96 74,3

Tab. 86: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus @vilesMembran nach ECL und

automatisiertem Spiilen, gemessenbhitB/Phosphorsaure-Matrix.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fir
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, SC: Sequenzabdeckung (%),

Score: Mowse Score.
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Abb. 68: Spektrum und Sequenzabdeckung von Ovalbumin, Verdiinnung 2, verdaut nach ECL und

automatisiertem Spulen von der PVDF-Membran, gemessen auf DHB/Phosphorsaure-Matrix.

Sequenzabdeckung 32,9%.
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Abb. 69: Spektrum von Carboanhydrase, Verdiinnung 3, verdaut nach ECL und automatisiertem Spulen von der
PVDF-Membran, gemessen auf DHB/Phosphorsaure-Matrix. Das Spektrum wird iberdeckt von Clustern des
Roti-Block.
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Verdinnung 1 1 2 2 3
GP Bde 1 SC % 6,4* 6*
Score
GP Bde 2 SC % 7,2*
Score
BSA SC % 13,5*
Score
ov SC % 1,3*
Score
CA SC % 38,1*
Score

Tab. 87: Ausgestanzte Spots und Ergebnisse des Verdaus @vilesMembran nach ECL und
automatisiertem Spulen, gemessenH@CA-Matrix nach Jahn.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, SC: Sequenzabdeckung (%),

Score: Mowse Score.
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Abb. 70: Spektrum und Sequenzabdeckung von Ovalbumin, Verdiinnung 1, verdaut nach ECL und
automatisiertem Spulen von der NC-Membran, gemessen mit HCCA-Matrix n. Jahn. Sequenzabdeckung 1,3%
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Fazit:

Das automatisierte Spilen in Wells zeigte sich im Vergleich dem manuellen Spilen in
Schalen unterlegen, wie die Anzahl und die Qualitat der nach den automatisierten
Waschschritten gemessenen Spektren zeigten. Der Roti-Block war in einigen Spektren noch

deutlich als eine clusterartige Ansammlung von Peaks erkennbar.

3.3.3.3 Verdau nach Blockade mit Roti-Block, ECL und automatisiertem Spulen und
Schiutteln

Im Unterschied zu den automatisierten Waschschritten wurden bei den manuellen
Waschschritten die Folien in Schalen gewaschen, die dabei geschiittelt wurden. Daher sollte
in diesem Versuch ein automatisierter Waschvorgang erfolgen, wéhrend dem die
ausgeschnittenen Membran-Streifen in ihren Wells auch geschuttelt werden sollten, so wie
beim manuellen Waschen.

Wie in 3.3.1.1 wurden zwei Mini-Gele hergestellt und die Proteine elektrophoretisch
aufgetrennt, anschlie3end wurde je ein NC- bzw. PVDF-Elektroblot hergestellt.

Nach dem Blotten wurden die beiden Folien je in eine Schale mit Roti-Block (Verdinnung
mit bidest. Wasser 1:10) gelegt und fur 1 Stunde auf den Schdttler gestellt.

Die Inkubation mit den AK und die ECL erfolgten wie in den vorherigen Versuchen
beschrieben.

Dann wurde jede Folie 5 mal mit bidest. Wasser gespult und mit DB71 gefarbt.

GP Bde 1 —»

GP Bde2 —b»

BSA —p»
ov—p

CA —bp

Abb. 71: NC-Folie nach ECL und Farbung mit DB71.
GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdiinnungen.
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Abb. 72: PVDF-Folie nach ECL und Farbung mit DB71.
GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdiinnungen.

Alle sichtbaren Banden wurden mit dem Skalpell halb ausgeschnitten und in einer Well-Platte
mit vorgelegten 10ul Verdinnungslosung fur DB71 plaziert.
Die Folienstickchen wurden vom Digester mit Verdaupuffer 25mM + 10% ACN gewaschen.

Waschschritte und Verdau liefen nach folgendem Protokoll ab:

Step Description Vol [ul] | Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Wash with DigBuff 256mM + 10%ACN | 200 6 21 9
2 Destain 130 20 21 1
3 Wash with MilliQ 150 5 21 1
4 Block with PVP 20 20 21 1
5 Wash with NH4AHCO3 150 5 21 2
6 Add Trypsin 17 0,1 21 1
7 Digest 480 37 1
8 Extraction (50% ACN) 30 30 21 1

Tab. 88: Verdauprotokoll ECL + automatisiertes Spulen mit Schitteln

Die Proben wurden anschlieRend auf HCCA-Matrix nach Jahn sowie auf
DBH/Phosphorséure-Matrix gemessen.
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Verdinnung 1 1 2 2 3 4 5 6 7
GP Bdel | SC% | 2* 3* 4,3*
Score
GPBde2 | SC% | 16,1* | 2* 3* 4*
Score
BSA SC% | 10,4* | 12,4* | 6,6* 8,6*
Score
ov SC% | 36,8 27,4 15,1* | 28,7
Score | 115 [73,6] [64,9]
CA SC% | 57,9 45,6 35,9
Score | 120 103 [77,4]

Tab. 89: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus nach automatisiertem Waschen
mit Schitteln von delC-Membran, gemessen miCCA-Matrix nach Jahn.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fur
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase.
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Abb. 73: Spektrum und Sequenzabdeckung von Ovalbumin, Verdiinnung 1, verdaut nach automatisiertem
Waschen mit Schitteln von der NC-Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung
36,8%.
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Abb. 74: Spektrum von Glycogenphosphorylase, Verdinnung 1, verdaut nach automatisiertem Waschen mit
Schutteln von der NC-Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 2%. Aufgrund der
vielen stérenden Cluster des Roti-Block ergab sich nur eine sehr niedrige Sequenzabdeckung.
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Verdiinnung 1 1 2 2 3 4 5 6 7
GPBdel | SC% | 27,2 16,6 12,2 5,3* 1,9*
Score | 169 122 76,3
GP Bde 2 | SC% | 40,5 49,9 215 16,9 6,3*
Score | 271 344 132 120
BSA SC% | 30 16,5 11,5 10,4 18,9 16,3
Score | 170 122 88 [68,9] | 117 87,1
ov SC% | 42,1 48,5 48,5 44.3 27 11,7*
Score | 122 97 125 107 87,8
CA SC % | 50,6 57,9 30 65,3 16,5 | 23,56 26,9 15*
Score | 97,4 135 [57,8] | 180 [55,6] | [50,4]

Tab. 90: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus nach automatisiertem Waschen

mit Schitteln von delC-Membran, gemessen miDHB/Phosphorsaure-Matrix.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fur

leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete

Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase

Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase.
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Abb. 75: Spektrum von Ovalbumin, Verdiinnung 2, verdaut nach automatisiertem Waschen mit Schitteln von

der NC-Membran, gemessen mit DHB/Phosphorséure-Matrix. Sequenzabdeckung 48,5%.
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Verdinnung 1 1 2 2 3 4 5
GP Bde 1 SC %
Score
GP Bde 2 SC %
Score
BSA SC %
Score
ov SC %
Score
CA SC % 32,4 35,9 40,9 44,4
Score [75,4] 93,5 93,3 116

Tab. 91: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus nach automatisiertem Waschen
mit Schitteln von deéPVDF-Membran, gemessen miCCA-Matrix nach Jahn.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fir
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Grau hinterlegt sind die auf der Membran
nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht ausgestochen werden konnten. GP Bdel:
Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin,
OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase.
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Abb. 76: Spektrum von Ovalbumin, Verdiinnung 1, verdaut nach automatisiertem Waschen mit Schitteln von
der PVDF-Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Eine Sequenzabdeckung konnte aufgrund der
storenden Cluster des Roti-Block nicht ermittelt werden.
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Verdiinnung 1 1 2 2 3 4 5
GP Bde 1 SC %
Score
GP Bde 2 SC % 4,5* 20,3
Score 135
BSA SC % 5,6* 13,5 4,6* 8,6*
Score [54,5]
ov SC % 34,3 32,7 4,4* 12,5*
Score 84,6 87,5
CA SC % 54,4 45,6 39 37,5 30,5 23,5*
Score 105 83,3 91,6 99,6 86,6

Tab. 92: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus nach automatisiertem Waschen
mit Schitteln von dePVDF-Membran. Gemessen miDHB/Phosphorsaure-Matrix.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fir
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase.
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Abb. 77: Spektrum von Ovalbumin, Verdiinnung 1, verdaut nach automatisiertem Waschen mit Schitteln von
der PVDF-Membran, gemessen mit DHB/Phosphorséaure-Matrix. Sequenzabdeckung 34,3%.

Fazit:
Ob wéhrend der vor dem Verdau stattfindenden Waschschritte die Mikrotiterplatte vom
Roboter geschuttelt wurde oder nicht, schlug sich in den Messungen mit HCCA-Matrix nach
Jahn geringgradig nieder. Es wurden leichte Verbesserungen einzelner Sequenzabdeckungen
festgestellt. Dies betraf vor allem die Ergebnisse von der NC-Membran — hier konnten im
Gegensatz zur Waschvariante ohne Schiitteln u.a. fir Ovalbumin auch von Verdinnung 2
Spektren erhalten werden.
Spektren des Verdaus von der PVDF-Membran waren sowohl in dem Versuch mit als auch in
dem ohne Schiutteln nur lickenhaft zu erhalten, wobei sich in beiden Versuchen teils noch
Roti-Block-Cluster in einzelnen Spektren zeigten.
Im Vergleich zu dem Verdau nach manuellem Waschen zeigte der Verdau nach
automatischem Waschen mit Schitteln keine auffalligen Unterschiede; lediglich die
Ergebnisse des Verdaus von der PVDF-Membran gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn
waren beim manuellen Waschen besser — hierbei war insgesamt eine gréf3ere Anzahl an
Spektren zu erhalten.
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Zusammenfassend war festzustellen, dal3 die in den Waschablauf eingebauten Schuttelschritte
eine leichte Verbesserung der Verdauergebnisse bewirkten und es wurde somit entschieden,
sie beizubehalten.

3.3.3.4 Verdau nach Blockade mit Roti-Block, ECL und manuellem Spulen in Schalen

mit DB71-Verdinnungslosung

Ein anderes Problem hatte sich bei der Anfarbung der Proteinbanden mit Direct Blue nach
dem mehrfachen Waschen der Folien mit Verdaupuffer ergeben: Die Banden mit dem starker
verduinnten Proteingemisch lie3en sich nur noch relativ schlecht anfarben, so daf3 es ab
Verdunnung 3 schwierig wurde, die Banden zu erkennen, was ein Ausschneiden von
Membran-Streifen unmaoglich machte. Wurden die Banden direkt nach dem Elektro-Blot mit
Direct Blue angefarbt, ergab sich dieses Problem nicht.

Da der Verdaupuffer, der zum Waschen der Membranen nach der ECL benutzt wurde,
alkalisch war, die Direct Blue-Farbe aber sauer, sollte in diesem Versuch herausgefunden
werden, ob nach dem Waschen der Membranen nach der ECL mit der sauren DB71-
Verdinnungslésung die Membranen besser anfarbbar waren bzw. ob die Veranderung der
Spulflussigkeit einen Einflul3 auf den Verdauergebnisse haben wiirde. Gewaschen wurden die
Membranen in diesem Versuch manuell.

Es wurden hierzu zwei Mini-Gele gegossen, die Proteine darin elektrophoretisch aufgetrennt
und anschlie3end die Elektro-Blots hergestellt.

Nach dem Blotten wurden die beiden Folien je in eine Schale mit Roti-Block (Verdinnung

mit bidest. Wasser 1:10) gelegt und fur 2 Stunden auf den Schittler gestellt.

Es erfolgte die Inkubation mit den beiden AK, anschliel3end die ECL in der Dunkelkammer.

146



oV —p

11 2 2 3 4 5 6 7

ov —

11 2 2 3 4 5 6 7

Abb. 78: Rdntgenfilm mit geschwérzten Banden an den Stellen der leuchtenden Banden auf den Blot-
Membranen als Ergebnis der ECL.

N: Abdruck von der NC-Membran, P: Abdruck von der PVDF-Membran.
OV: Ovalbumin, 1 — 7: Verdinnungen.

Danach wurde jede Folie 5 mal fiir einige Sekunden mit bidest. Wasser gespult und
anschlieBend mit DB71 gefarbt.
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Abb. 79: NC-Folie nach Behandlung mit Roti-Block, ECL, Waschen mit DB71-Entfarber.
GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdiinnungen.

GP Bde1 — P
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ov—p
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Abb. 80: PVDF-Folie nach Behandlung mit Roti-Block, ECL, Waschen mit DB71-Entfarber.
GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdiinnungen.

Dann wurde jede Folie 10 x 5 Minuten in eine Schale mit saurer DB71-Verdinnungslésung
gelegt und auf den Schdttler gestellt.

Alle sichtbaren Banden wurden zur Hélfte mit dem Skalpell ausgeschnitten und in Wells mit
vorgelegten 70ul Verdinnungslésung fir DB71 gelegt. Der Verdau der Membranstiickchen

erfolgte nach folgendem Protokoll:
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Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 1
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NHAHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 17 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 93: Verdauprotokoll ECL + manuelles Spiilen mit DB71-Verdiinnungslésung

Die verdauten Proben wurden massenspektrometisch mit HCCA-Matrix nach Jahn sowie mit

DHB/Phosphorsaure-Matrix gemessen.

Verdinnung 1 1 2 2 3 4 5

GP Bdel SC % 9,4* 18,6*
Score

GP Bde2 SC % 38,4 3,7*
Score 220

BSA SC % 16,3 7,9* 8,6*
Score [68,9]

ov SC % 30,3 24,1 7,5% 7,5%
Score [66,6] [47,9]

CA SC % 62,5 40,5 32 32 34,4
Score 152 95,2 [75,5] 90,9 [60,2]

Tab. 94: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus nach Waschen mit DB71 von der
NC-Membran, gemessen miHCCA-Matrix nach Jahn.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fur

leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase.
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Verdiinnung 1 1 2 2 3 4 5

GP Bdel SC% |22,1 22,8 2,5* 3,2*
Score 121 183

GP Bde2 SC% |27,1 30 10,8* 4,5*
Score 195 215

BSA SC % 12 4,6* 5,8* 10,5 5,8* 9,4*
Score | [59,6] [53,7]

ov SC% |394 36,8 24,1 7,5% 18,9
Score | 86,1 55,9 [62,2] [51,3]

CA SC% |324 37,5 53,8 15* 24.2* 37,5
Score | 68,3 78,5 142 91,9

Tab. 95: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus nach Waschen mit DB71 von der
NC-Membran, gemessen miDHB/Phosphorséaure-Matrix.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Mit *
gekennzeichnete Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor* ermittelt, in diesem
Fall liegt kein Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die
daher nicht ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2:
Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase.
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Abb. 81: Spektrum von Ovalbumin, Verdiinnung 1, verdaut nach Waschen mit DB71 von der NC-Membran,
gemessen auf HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 30,3%.
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Verdiinnung 1 1 2 2 3 4 5

GP Bdel SC %
Score

GP Bde2 SC %
Score

BSA SC %
Score

ov SC % 11,7* 11,7*
Score

CA SC % 429 42,7*
Score 81,6

Tab. 96: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus nach Waschen mit DB71 von der
PVDF-Membran, gemessen miHCCA-Matrix nach Jahn.

Fur leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase.

Verdiinnung 1 1 2 2 3 4 5
GP Bdel SC % 3,4*
Score
GP Bde2 SC %
Score
BSA SC %
Score
ov SC % 29,3 22,1* 22,9* 36,8
Score [64,2] 98,6
CA SC % 37,5 32,8 25,1 31,7 40,9
Score [86,9] [63,4] [58,2] 81 96,9

Tab. 97: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus nach Waschen mit DB71 von der
PVDF-Membran, gemessen miDHB/Phosphorséaure-Matrix.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fur

leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase.
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Abb. 82: Spektrum von Ovalbumin, Verdiinnung 1, verdaut nach Waschen mit DB71 von der PVDF-Membran,
gemessen auf HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 11,7%.

Fazit:

Nach 10maligem Spilen mit saurer DB71-Verdinnungslosung waren die Proteinbanden auf
den Membranen nicht besser als nach Spulen mit alkalischem Verdaupuffer in 3.3.3.1. In der
Anzahl und der Qualitat der nach dem Verdau gemessenen Spektren, insbesondere den
Verdau der Ovalbumin-Proteinbanden betreffend, zeigte sich im Vergleich zum Spulen mit
Verdaupuffer keine Verbesserung, weshalb letztere Variante im Folgenden beibehalten
wurde.

Als optimales Waschprotokoll fir den Roboter wurde das Protokoll aus 3.3.3.3, also ein
9maliges Waschen mit 200Werdaupuffer pro Well inklusive Schiitteln der Makiterplatte
favorisiert.
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3.3.3.5 Verdau nach ECL und Blocking mit PVP

In diesem Versuch sollte herausgefunden werden, ob es moglich ware, die Antikorper-
Bindungsstellen auf den Blot-Membranen vor der Durchfiihrung der ECL anstatt mit Roti-
Block mit PVP zu blockieren. Dies hatte den Vorteil des vollstandigen Wegfallens der bei der
Verwendung von Roti-Block nétigen anschlieRenden Waschschritte mit Verdaupuffer nach
der ECL, da das PVP die massenspektrometrische Messung nicht beeinflussen durfte.
Hierzu wurden wieder zwei Mini-Gele gegossen und Elektro-Blots hergestellt.

Nach dem Blotten wurden die Folien je in eine Schale mit PVP-Lésung (1000mg PVP, 400ml
bidest. Wasser, 400ul Essigsaure) gelegt und fur 2 Stunden auf den Schittler gestellt.

Die Inkubation mit den AK und die ECL erfolgten nach bekanntem Schema.

ov —p

11 2 2 3 4 5 6 7

ov —b

11 2 2 3 4 5 6 7

Abb. 83: Rontgenfilm nach Blockade durch PVP und anschlielender ECL. Es sind keine Banden auf dem
Rontgenfilm sichtbar geworden. N: Abdruck von der NC-Membran, P: Abdruck von der PVDF-Membran.
OV: Ovalbumin, 1 — 7: Verdinnungen.
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Die Folien wurden aus der Einschweil3ung genommen und 3 mal einige Sekunden lang mit

bidest. Wasser gesplilt, anschlie3end mit DB71 gefarbt.

GP Bde 1 — P

GP Bde2 —

BSA—P»

oV —p»
CA—P

1 1 2 2 3 4 5 6 7

Abb. 84: NC-Folie nach Blockade mit PVP, ECL und Farbung mit DB71.
GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdiinnungen.

GP Bde 1 —Pp»

GP Bde 2 — P

BSA — b

oV —p

CA —Pp»

Abb. 85: PVDF-Folie nach Blockade mit PVP, ECL und Farbung mit DB71.
GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase Bande 2, BSA: Bovines
Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase, 1 — 7: Verdiinnungen.

Von allen sichtbaren Banden auf den gefarbten Folien wurden halbe Banden mit dem Skalpell
ausgeschnitten und in Wells mit je 70ul Verdinnungslésung fur DB71 gelegt.

Der Verdau erfolgte nach folgendem Schema:
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Step Description Vol [ul] Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Destain 130 20 21 1
2 Wash with MilliQ 150 5 21 1
3 Block with PVP 20 20 21 1
4 Wash with NHAHCO3 | 150 5 21 2
5 Add Trypsin 17 0,1 21 1
6 Digest 480 37 1
7 Extraction (50% ACN) | 30 30 21 1

Tab. 98: Verdauprotokoll ECL + Blocking mit PVP

Die Messung der Proben erfolgte auf einer HCCA-Matrix nach Jahn.

Verdiinnung 1 1 2 2 3 4 5 6 7
GP Bdel | SC % 1,4*
Score
GP Bde2 | SC% | 7,1*
Score
BSA SC % | 11,5* 11,5 6,3*
Score 88
ov SC% | 33,6 18,9 24,1 19,9
Score | 83,5 [51,4] | 85,1 [56,6]
CA SC % | 40,5 37,1 28,5* | 28,6
Score | 88,3 86,2 80

Tab. 99: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus nach Blockade mit PVP von der
NC-Membran, gemessen miHCCA-Matrix nach Jahn.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fur
leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase.
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Abb. 86: Spektrum von Ovalbumin, Verdinnung 1, verdaut nach Blockade mit PVP von der NC-Membran,
gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 33,6%.

Verdinnung 1 1 2 2 3 4 5
GP Bdel SC % 5*
Score
GP Bde2 SC % 16,7 16,7
Score 108 108
BSA SC % 2,1* 6,6*
Score
ov SC % 41 19,9 22,1
Score 119 [52] [68,6]
CA SC % 36,9* 37,1 47,7* 47,9 15* 8,1*
Score [64,7] 88,8

Tab. 100: Sequenzabdeckungen (SC %) und Mowse Scores (Score) des Verdaus nach Blockade mit PVP von der
PVDF-Membran, gemessen mHCCA-Matrix nach Jahn.

Werte in Klammern stehen fir Mowse Scores, die nicht mehr im statistisch signifikanten Bereich liegen. Fur

leere Felder konnte bei der Messung kein Spektrum erhalten werden. Mit * gekennzeichnete
Sequenzabdeckungen wurden mithilfe des Programmes ,Sequence Editor” ermittelt, in diesem Fall liegt kein
Mowse Score vor. Grau hinterlegt sind die auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden, die daher nicht
ausgestochen werden konnten. GP Bdel: Glycogenphosphorylase Bande 1, GP Bde2: Glycogenphosphorylase
Bande 2, BSA: Bovines Serumalbumin, OV: Ovalbumin, CA: Carboanhydrase.
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Abb. 87: Spektrum und Sequenzabdeckung von Ovalbumin, Verdiinnung 1, verdaut nach Blockade mit PVP von
der PVYDF-Membran, gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn. Sequenzabdeckung 41%.

Fazit:

Die ECL nach Blockade der Membranen mit PVP war nicht erfolgreich. Vermutlich wurden

auch die Antikérper-Bindungsstellen der auf die Membranen geblotteten Proteine blockiert,

oder das PVP-Molekul war zu grof3, so dald der zugegebene erste Anti-Ovalbumin-Antikorper

die Antikdrper-Bindungsstellen des Ovalbumins nicht mehr besetzen konnte.

Der anschlielRend durchgefiihrte Verdau brachte beziglich der Qualitat und Anzahl der

Spektren ahnliche Ergebnisse wie der Verdau nach Behandlung der Membranen mit Roti-

Block, ECL und anschlieRenden Waschschritten.
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3.3.4 Zusammenfassung Teil 3:

Fazit

Parameter Variation (bezogen auf HCCA-Matrix nach Jahn)

Proteinverdau von

Membran-Spots ohne Octylglycosid geringe Ausbeute an Spektren

bessere Ausbeute an Spektren sowohl

mit Octylglycosid von NC als auch von PVDF
Proteinverdau von 50% der | ohne Roti-Block / ohne mehr Spektren als beim Verdau von
Banden mit Octylglycosid Waschen Spots

nach Behandlung mit Roti-
Block und manuellem
Spulen mit Verdaupuffer in
Schalen

Spektren von NC und PVDF
vergleichbar mit dem Verdau ohne Roti-
Block

nach ECL und manuellem
Spulen in Schalen mit
Verdaupuffer

gute Ausbeute an Spektren vor allem bei
den ersten beiden Verdiinnungen

nach ECL und
automatisiertem Spulen in
Wells mit Verdaupuffer

geringere Anzahl an Spektren als bei
manuellem Spilen nach ECL

nach ECL und
automatisiertem Spulen in
Wells mit Verdaupuffer
inklusive Schiitteln

fur NC ahnliche Ergebnisse, fur PVDF
schlechtere Ergebnisse wie beim
manuellen Spiilen in Schalen nach ECL

geringere Anzahl an Spektren als bei
Spilen mit Verdaupuffer, vor allem beim
Verdau von der PVDF-Membran

nach ECL und Spilen mit
DB71-Verdinnungslésung

nach Blocking mit PVP und

ECL ECL funktionierte nicht

Coomassie-Gel-Verdau mit

Octylglycosid kleiner Stanzkopf nur vereinzelt Spektren mef3bar

sehr gute Spektren in fast allen

grof3er Stanzkopf Verdiinnungen

Tab. 101: Zusammenfassung Teil 3

Der erste Versuch, Spots aus Banden von Proteingemisch 2 (LMW Calibration Kit) ohne
Octylglycosid zu verdauen, ergab ein recht unbefriedigendes Ergebnis. Bei fast allen Proben
war massenspektrometrisch nichts als ein Rauschen zu messen.

Der nachste Versuch, in dem die Spots mit Octylglycosid verdaut wurden, ergab schon einige
Spektren mehr. Octylglycosid fordert das Herunterlésen der Peptide von der Membran bei der
Extraktion, was hier durch die erhéhte Anzahl detektierbarer Peptid-Peaks verdeutlicht wurde.
Zum Vergleich mit dem Verdau von Membranen wurde ein Verdau vom Coomassie-Gel mit
dem gleichen Proteingemisch durchgefihrt. Dabei zeigte sich, dal’ der Verdau kleiner
Gelspots kaum Ergebnisse brachte, der Verdau grof3er Gelspots hingegen zeigte gute

Spektren.
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Da die Anzahl der gemessenen Spektren beim On-Membrane-Verdau bisher nicht sonderlich
hoch war, wurden im nachsten Versuch statt der Spots ca. 50% der Banden verdaut, wodurch
sich der Proteingehalt in der Probe erh6hte und somit auch mehr Spektren zu erzielen waren.
Der Verdau von halben Banden wurde daher bei den folgenden Versuchen beibehalten.

Der nachste Schritt bestand in der Behandlung der Membranen mit Roti-Block und
anschlieenden 3 Waschschritten in Schalen vor dem Verdau. Es erh6hten sich hierbei im
Vergleich zum Vorversuch leicht die Sequenzabdeckungen von der PVDF-Membran, die
Sequenzabdeckungen von der NC-Membran blieben vergleichbar hoch.

Im ndchsten Versuch, einem Verdau nach ECL und einer auf 10 erhéhten Anzahl von
Waschschritten in Schalen, ergaben sich bei NC fur Ovalbumin gute Ergebnisse bis
einschlief3lich Verdiinnung 2, womit der Verdau unbehandelter Membranen jedoch nicht
Ubertroffen wurde. Die Anzahl der gemessenen Spektren und die Sequenzabdeckungen von
PVDF erhéhten sich hingegen deutlich im Vergleich zum Verdau unbehandelter Membranen.
Diese Verbesserung beim Verdau von PVDF wurde auf das Spulen der Membranen mit
Verdaupuffer zurtickgefuhrt. Es wurde vermutet, dal’ durch die Waschschritte nicht nur der
die massenspektrometrische Messung stérende Roti-Block entfernt worden war, sondern auch
noch andere Verunreinigungen, die bei den vorherigen Versuchen im Verdauextrakt enthalten
waren und ebenfalls die Messung storten.

Weiterhin sollten diese Waschschritte automatisiert, also vom Verdauroboter ausgefuhrt
werden. Das Ergebnis war nicht so gut wie beim manuellen Waschen: Es ergaben sich nur
Spektren fur die am hoéchsten konzentrierte Proteinbande.

Um die Effektivitat der Waschschritte zu verbessern, wurde daher im nachsten Versuch das
Schutteln der Mikrotiterplatte wahrend des automatisierten Waschvorganges eingefiihrt. Diese
Veréanderung verbesserte die Ergebnisse von NC im Vergleich zum Waschen ohne Schitteln.
Um herauszufinden, ob die schlechtere AnfarbbadeziBanden auf den Membranen nach

der ECL auf die Einwirkung des alkalischen Verdaupuffers zurtickzufiihren war, wurde dieser
in einem weiteren Versuch durch die saure DB71-Verdinnungslosung ersetzt. Dies ergab im
Vergleich mit dem Verdau nach manuellem Waschen mit Verdaupuffer jedoch weder eine
verbesserte Anfarbbarkeit der Banden noch eine bessere Ausbeute an Spektren, weshalb die

alte Methode beibehalten wurde.
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Ein anderer Versuch sollte zeigen, ob das Blocking der Membranen statt mit Roti-Block auch
mit PVP erfolgen kann. Dies ist jedoch, wie sich durch die erfolglose ECL zeigte, nicht
maoglich.

In diesem Versuchsteil wurde eine Methode entwickiét es erlaubt, Proteine, in diesem

Fall Ovalbumin, von NC- bzw. PVDF-Membranen nach erfolgter ECL durch Messung mit
HCCA-Matrix nach Jahn zu identifizieren.

Im Vergleich zur Identifikation von Ovalbumin aus einem einfachen Gel-Verdau schnitt die
Identifikation nach ECL und On-Membrane-Verdau schlechter ab, hier wurde mehr
Probenmaterial benétigt als beim Gel-Verdau.

Dieses Ergebnis ist allerdings insofern als positiv zu betrachten, als man sich vor Augen
fuhren muf3, daf? die Blot-Membranen — im Gegensatz zu einem Gel — durch den Prozel3 der
ECL sehr viele Arbeitsschritte durchlaufen missen, die eventuell auch einen minimalen
Proteinverlust bewirken, der sich schlie3lich bei der MS-Analyse bemerkbar macht; dennoch

war es moglich, die Proteine nach ECL von Membranen zu identifizieren.

Versuch NC PVDF
SC % Score SC % Score

ohne Roti-Block, .
OV Verdunnung 1 404 107 5.7 )
Roti-Block+manuell waschen, N .
OV Verdinnung 1 4.9 12,7
ECL+manuell waschen,
OV Verdiinnung 1 42,3 104 27,4 84,4
ECL+automatisch waschen, 7 3% 1 3%
OV Verdinnung 1 ' '
ECL+schutteln,
OV Verdiinnung 1 36.8 115 i )
ECL+manuell in DB71-Verd.Isg., *
OV Verdiinnung 1 30.3 [66.6] 117
ECL mit PVP-Block,
OV Verdiinnung 1 336 83,5 41 119
Coomassie-Gel-Verdau,
groRRer Stanzkopf, 61,6 214 61,6 214
OV Verdinnung 1

Tab. 102: Mowse Scores (Score) und Sequenzabdeckungen (SC %) von Ovalbumin, Verdinnung 1, aus

verschiedenen Versuchen im Vergleich. Verdaut wurden in jedem der Versuche ca. 50% der Banden, gemessen

wurde mit HCCA-Matrix.
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Das finale Verdauprotokoll sah folgendermal3en aus:

Step Description Vol [u] | Time [min] | Temp [C] | Cycles
1 Wash with DigBuff 25mM + 10%ACN | 200 6 21 9
2 Destain 130 20 21 1
3 Wash with MilliQ 150 5 21 1
4 Block with PVP 20 20 21 1
5 Wash with NHAHCO3 150 5 21 2
6 Add Trypsin 17 0,1 21 1
7 Digest 480 37 1
8 Extraction (50% ACN) 30 30 21 1

Tab. 103: Verdauprotokoll Teil 3
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wird eine Methode automatisiert, die es erlaubt, Proteine nach erfolgter
Detektion durch Chemolumineszenz auf ihrer Blot-Membran zu verdauen. Dieser Vorgang
stellt eine Alternative zum klassischen In-Gel-Verdau dar und birgt den Vorteil, dal3 weniger
Probenmaterial benétigt wird und aufgrund der Chemolumineszenz-Markierung anschlie3end
aus den auf der Membran angefarbten Proteinen gezielt ganz bestimmte Proteine identifiziert

werden konnen.

4.1 Eigenschaften des Elektroblots

Eingeflhrt in den 1970er Jahren [125] und vielfach weiterentwickelt [18; 80] ist die Technik
des Elektroblottens heute eine gangige Methode. In der vorliegenden Arbeit wurde das "tank
blotting" angewendet, das vor allem flr die Detektion von Proteinen empfohlen wird, die in
kleinen Mengen im Gel vorhanden sind [73].

Kontrovers diskutiert wird hierbei die Zugabe von Methanol zum Towbin-Puffer. Einerseits
entfernt Methanol das SDS aus den Protein-SDS-Komplexen [73], es erhdht das
Proteinbindevermdgen von NC und stabilisiert wahrend des Blotvorganges die Struktur des
Geles [47]. Andererseits vermindert es das Herauslésen der Proteine aus dem Gel und sorgt
somit fur eine verlangerte Blot-Zeit, insbesondere, um Proteine mit hohem Molekulargewicht
sowie stark basische Proteine [3] erfolgreich auf die Membran zu tbertragen [47; 73]. In der
vorliegenden Arbeit wurde dem Towbin-Puffer aufgrund der Giberwiegenden Nachteile kein
Methanol zugesetzt.

Einen weiteren Einflul3 auf den Erfolg des Blottens hat die PorengrofRe der Blotmembran. So
binden vor allem Proteine mit niedrigem Molekulargewicht weniger stark an NC-Membranen
und kénnen somit wahrend des Transfers verloren gehen, indem sie durch die Membran
hindurchwandern [47]. Es gibt auch Membranen mit geringerer Porengrol3e, die diesen
Verlust vermindern sollen [47]. Durchgesetzt hat sich die heutzutage meistbenutzte
Porengré3e von 0,45m, die in der vorliegenden Arbeit sowohl die NC- @aleh die PVDF-
Membran besal3en.

Ebenfalls in der Literatur erwéhnt wird die Zugabe von SDS als anionisches Detergens zum
Blot-Puffer, da es aufgrund seiner micellenbildenden Eigenschatft in geringer Menge helfe,
Proteine mit hohem Molekulargewicht zu transferieren [11]. Nach dem Blotvorgang sollen
die Proteine auf der Membran frei von SDS sein [92]. Von dieser Mdglichkeit wurde in dieser
Arbeit kein Gebrauch gemacht.
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4.2 Farbemethoden

Die am haufigsten verwendete Farbemethode fir Polyacrylamidgele ist Coomassie Blue [98;
71] mit einem Detektionslimit von ca. 100 ng Protein [62], die in dieser Arbeit fir das Farben
von Proteinbanden in Gelen verwendet wurde.

Fur die Anfarbung von Proteinen auf Elektroblots werden meist Farbstoffe wie Amido Black
[47] (Detektionslimit 50 ng), Ponceau S [117] (Detektionslimit 100 ng) oder India Ink [56]
(Detektionslimit 100 ng [13]) verwendet [62].

Ein erstmals von Hong et al. [63] beschriebener Farbstoff, Direct Blue 71, stellt eine der
sensitivsten Anfarbemaoglichkeiten von geblotteten Proteinen dar mit dem Nachweis von 5-10
ng Protein auf NC und 10-20 ng Protein auf PVDF [62]. DB71 wurde in der vorliegenden
Arbeit zur Anfarbung von Proteinen auf NC- und PVDF-Membranen benutzt. Es handelt sich
hierbei um einen auf Ethanol-Basis hergestellten blauen Farbstoff, der im sauren Milieu mit
hoher unspezifischer Affinitat an Proteine bindet [62]. Der Farbevorgang nimmt nur ca. 5
Minuten in Anspruch, wobei sich der Hintergrund der PVDF-Membran im Gegensatz zur NC-
Membran leicht anfarbt. Die Membranen kdnnen mehrmals ge- und entfarbt werden, ohne

dal’ ein Sensitivitatsverlust entsteht.

4.3 Verdau von der Membran

Der On-Membrane-Verdau ist ein altbekanntes Verfahren, erstmals eingefuhrt von Aebersold
et al. [3], das vor allem in den letzten Jahren in verschiedensten Varianten mit dem Ziel der
Optimierung der Peptidausbeute weiterentwickelt worden ist.

Es existiert eine grof3e Auswahl an Membranen auschiemdenen Materialien wie Nylon,
Polyethylen, NC oder PVDF, mit unterschiedlichen Eigenschaften und mit verschiedenen
PorengroRen [47], was sich auf die Proteinbindekapazitat und —intensitat und damit auch auf
das Verdauergebnis auswirken kann.

Durchgesetzt haben sich die heute am haufigsten benutzten NC- und PVDF-Membranen [85],
die in der vorliegenden Arbeit in jedem Versuch parallel verwendet wurden. Bei der
Durchfihrung der Versuche hat sich gezeigt, daf’ die PVDF-Membran recht robust ist. Die
NC-Membran hingegen ist eher briichig und somit etwas empfindlicher gegentber
mechanischen Manipulationen, auRerdem kann sie von organischen Lésungsmitteln zersetzt
werden. Proteine werden von der NC-Membran stark absorbiert [85]. Vermutlich sind deshalb
auf NC-Membranen im Gegensatz zu PVDF-Membranen auch Banden in sehr geringen
Konzentrationen anfarbbar, die auf der korrespondierenden PVDF-Membran nicht mehr zu

erkennen sind. Der Verdau von auf NC geblotteten Proteinen zeigte in fast allen Versuchen

163



der vorliegenden Arbeit bessere Ergebnisse als der Verdau von auf PVDF geblotteten
Proteinen. Dies zeigte sich schon in 3.1.2 beim Verdau des ersten Elektroblots; hier lieferte
NC einige gute Spektren, PVDF jedoch keines.

Der erste Versuch in dieser Arbeit ist der Verdau eines Dot-Blots, d.h. in Wasser gelostes
Protein wurde mit einer Pipette auf die Membran aufgetragen und an der Luft getrocknet.
Anschlie3end wurden Spots ausgestanzt und im Verdauroboter automatisch verdaut.

Die hieraus resultierenden Sequenzabdeckungen lagen bei der PVDF-Membran zwischen 21
und 55% und bei der NC-Membran zwischen 31 und 59%. Im nachsten Versuch, in dem die
gleichen Proteine nach dem gleichen Protokoll, nur vom Elektroblot verdaut wurden, lagen
die von der NC-Membran erhaltenen Sequenzabdeckungen fur Ovalbumin sehr viel niedriger;
bei den Proben von der PVDF-Membran hingegen waren gar keine Signale zu messen. Dieses
Ergebnis war auf drei veranderte Parameter zuriickzufihren: Zum einen enthielten die Proben
weniger Protein als beim Dot-Blot, weiterhin war der Dot-Blot-Versuch mit
DHB/Phosphorsaure-Matrix, die Elektroblot-Proben aber mit einer DHB/HCCA-Mischmatrix
gemessen worden (siehe 4.9), zudem ist das Herauslésen von Proteinen aus Elektroblots sehr
viel schwieriger als aus Dot-Blots. Dies liegt an der unterschiedlichen Tiefenverteilung der
Proteine in der Dot-Blot- und der Elektroblot-Membran sowie an der starkeren Anhaftung der
Proteine an der Membran nach dem Blotvorgang [85].

Eine interessante Alternative zum klassischen On-Membrane-Verdau stellen Bienvenut et al.
mit der Kombination zweier Verdaumethoden vor. Sie starteten zunachst einen tryptischen In-
Gel-Verdau parallel fur alle Proteine eines Geles gleichzeitig fur nur 30 Minuten. Um den
partiellen Verdau zu vollenden, wurden die Proteine bzw. Peptide anschliel3end per
Elektroblot auf eine PVDF-Membran tbertragen, wobei noch eine Membran mit
immobilisiertem Trypsin zwischen Gel und PVDF-Membran gelegt wurde, so dal? es wahrend
des Transfers zum Verdau der Ubrigen Proteine kam. Zwar lieferte diese Kombination hohere
Sequenzabdeckungen als die Anwendung nur einer der Methoden allein, dennoch kamen die
Autoren zu dem Schluf3, dal3 der klassische In-Gel-Verdau, gefolgt vom klassischen On-
Membrane-Verdau, die besten Sequenzabdeckungen liefert [11].

Ahnliche Beobachtungen machten Courchesne et al., als sie die massenspektrometrisch
minimal nachweisbare Menge an Protein nach Verdau im Gel und nach Verdau von
verschiedenen PVDF-Membranen verglichen: Sie kamen zu dem Schluf3, daf3 die Ausbeute an
Peptiden beim On-Membrane-Verdau kleiner und damit die Identifikation des Proteins

schwieriger ist als beim In-Gel-Verdau, wobei allerdings auch hier, wie oben erwéahnt, groe
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Unterschiede in der Peptidausbeute zwischen PVDF-Membranen mit unterschiedlicher
Porengrol3e beobachtet wurden [26].

Dieser Aussage schlossen sich auch Staudenmann et al. an, in deren Versuchen der Verdau
von der PVDF-Membran weder dem herkdmmlichen Verdau im Gel noch dem dort
beschriebenen "Ping Pong"-Verdau Uberlegen war [122].

Auch in der vorliegenden Arbeit bestatigte sich die Uberlegenheit des Verdaus im Gel: Der
In-Gel-Verdau in 3.3.1.3 B ermdglichte die Identifikation aller Proteine bis einschlief3lich
Verdinnung 4 (0,69 bis 3,98 pmol / Bande), wohingegen der ebenfalls mit HCCA-Matrix
nach Jahn gemessene On-Membrane-Verdau von NC-Spots in 3.3.1.2 nur vereinzelte
Spektren bis einschliel3lich Verdinnung 3 (5,53 pmol Carboanhydrase / Bande) bzw. der
Verdau von PVDF-Spots nur Spektren von Verdinnung 1 (10,06 bis 26,14 pmol / Bande)

ergab.

4.4 Verdauzeit

Die Zeit, die der Verdau von der Membran optimalerweise bendtigt, wird Gberaus kontrovers
diskutiert. Einige Autoren bevorzugen eine verkirzte Verdauzeit, z.B. 1 h bei 37°C [17], 2 h

bei 37°C [91] oder 4 h bei 37°C [8].

Andere Autoren bleiben bei einer [angeren Verdauzeit, z.B. Gber Nacht bei 37°C [3], Uber
Nacht bei RT [11], 16 h bei 30°C [101], 15 h bei 37°C [123], 15 h bei RT [122] oder 24 h bei
37°C [140].

Luque-Garcia et al. untersuchten beim On-Membrane-Verdau Verdauzeiten von 30 min bis

16 h, wobei sie feststellten, dal3 bei einer [angeren Verdauzeit weniger "missed cleavages”
vorhanden waren, d.h. dal3 der Verdau vollstandiger ablief, dennoch aber auch schon gute
Sequenzabdeckungen nach einem 30minttigen Verdau zu erzielen waren [92].

Finehout und Lee untersuchten beim In-Gel-Verdau Verdauzeiten von 4 h und 12 h und

kamen zu dem Schluf3, dal? die bei einem langeren Verdau erhéhte Ausbeute an Peptiden sich
die Waage halte mit den ebenfalls erhdhten Autolyseprodukten des Trypsins. Sie konstatierten
allerdings, daf3 eine Erh6hung der Verdauzeit durchaus die Sequenzabdeckung erhéhen kénne
[45].

In der vorliegenden Arbeit wurden Verdauzeiten von 2 h bei 45°C, 8 h bei 37°C, 16 h bei

37°C und 18 h bei 37°C angewendet. Im Vergleich mit dem 8-Stunden-Verdau zeigte der 2-
Stunden-Verdau gleichwertige Sequenzabdeckungen fur NC, aber keine Spektren fur PVDF

und war diesem somit unterlegen.
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8- und 16-Stunden-Verdau zeigten vergleichbare Ergebnisse, wobei der 8-stiindige Verdau
von der PVDF-Membran die bisher besten Ergebnisse erbrachte. Aufgrund dieser
Beobachtungen und um sicherzugehen, dal? der Verdau moéglichst vollstandig ablief, sowie
aufgrund der durch die guten Ergebnisse des manuellen Verdaus bewiesenen Tatsache, dal3
selbst eine Verdauzeit von ca. 18 h sich nicht negativ auf die erhaltenen Sequenzabdeckungen
auswirkte, wurde eine Verdauzeit von 8 h bei 37°C fur das weitere Vorgehen tlbernommen.
Ein Vorteil der niedrigen Verdautemperatur war die in reduziertem Mal3e ablaufende
Autolyse des Trypsins. Vom Hersteller empfohlen wird ein Verdau Uber Nacht bei 37°C

[110]. Zwar wurde von anderen Autoren festgestellt, dal’ das Arbeitsoptimum von
modifiziertem Trypsin bei ca. 50°C liegt [58], es wurden aber von vielen Autoren beim
Verdau mit modifiziertem Trypsin bei einer Verdautemperatur von 37°C oder bei RT gute
Ergebnisse erzielt [123; 122; 11; 140].

4.5 Zusammensetzung von Verdaupuffer und Extraktionslésung

Der On-Membrane-Verdau findet mittlerweile breite Anwendung in der Proteinanalytik.
Demzufolge existieren viele verschiedene Verdauprotokolle, die sowohl in der
Zusammensetzung der Verdaupuffer als auch in der Anzahl der Verdauschritte variieren.

In der vorliegenden Arbeit ist der erste wichtige Schritt im Verdauablauf nach dem Waschen
der Membranen der Blockierschritt mit PVP-40. PVP ist ein wasserloslicher Stoff, der zur
Blockierung der nicht mit Proteinen besetzten Stellen auf Blot-Membranen verwendet wird,
so daf? das Verdauenzym moglichst nur an die proteinbeladenen Stellen gelangt. Beim On-
Membrane-Verdau ist dieser Schritt gangig, jedoch gibt es auch hier Varianten. So wird der
Blockierschritt von einigen Autoren weggelassen, da eine ideale Verdaumethode ihn
Uberflissig mache [91]. Andere betrachten den Blockierschritt im Verdauablauf als essentiell
[3]. Auch in der vorliegenden Arbeit wurde er in den Verdauablauf integriert.

Ein weiterer, beziglich seiner Anwendung im Verdauprotokoll kontrovers diskutierter Schritt
ist der der Reduktion und Alkylierung der Cysteine, die zum Spalten der Disulfidbricken
eines Proteins fuhrt. Er wird beim In-Gel-Verdau und beim On-Membrane-Verdau des Ofteren
angewendet. Dieser Schritt ist jedoch kein absolutes Mul3 fiir einen erfolgreichen Verdau.
Viele Autoren sehen ihn als obsolet an und nehmen ihn nicht in ihr Verdauprotokoll auf [120;
107; 92]. Die Alkylierung der Cysteinreste erfolge oft inkomplett, zudem schwanke durch die
Alkylierung der Peptide deren Signalintensitat in der massenspektrometrischen Messung und
ohnehin wiesen mehr als 80% der Peptide im detektierbaren Bereich keine Cysteinreste auf

[53]. In anderen Versuchen findet eine Reduktion/Alkylierung der Proteine anstelle der
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Denaturierung durch Kochen im Rahmen der Probenvorbereitung noch vor der SDS-
Gelelektrophorese statt [101]. Es existieren also viele Varianten; in der vorliegenden Arbeit
wird auf eine Reduktion/Alkylierung im Rahmen des On-Membrane-Verdaus verzichtet,
stattdessen werden die Proben vor der SDS-Gelelektrophorese durch Kochen denaturiert.
Nach einem Waschschritt mit Bikarbonat-Puffer bestand der nachste Schritt in der Zugabe
von Trypsin, das am besten im basischen Bereich arbeitet. Anfanglich wurden in der
vorliegenden Arbeit 10uTrypsinldsung (Konzentration 10nd) auf die Spots gegeben. Es
erschien allerdings sinnvoll, mehr als 10ul Trypsinldsung zu benutzen, um Spots oder auch
groRere Membranstiicke wahrend des Verdauvorganges nicht austrocknen zu lassen. Ein
Versuch mit 25 Trypsinldsung ergab gute Ergebnisse, ebenso wigaihergehenden

Versuche mit 10uTrypsinldsung. In den weiteren Versuchen wurdeemer Trypsinmenge

von 17 gearbeitet. Die absolute Menge an Trypsin betiagblei 170ng, was sowohl fur den
Verdau von Probenmaterial von Spots als auch von gréf3eren Membranstiickchen ausreichen
sollte. Im Laufe der Arbeit wurde beobachtet, dal3 bei einer Menge vobdi&iner 8-

stiindigen Verdauzeit weder Membran-Spots noch gréfiere Membranstiickchen austrockneten.
Die von Promega empfohlene Trypsinmenge fir den Verdau von Gelspots betragt 200 bis 400
ng pro Spot [110], wobei zu beachten ist, dal3 eine hdhere Trypsinmenge die Zahl der
Autolyseprodukte erh6hen kann.

In der Literatur finden sich mehrere Ansétze, den On-Membrane-Verdau durch
Veréanderungen in der Zusammensetzung der Puffer zu optimieren, um eine hdhere
Sequenzabdeckung und eine verlaldliche Proteinidentifizierung zu erhalten. So erzielten Zhou
et al. durch den Einsatz eines zweiphasigen Verdaupuffers aus n-Butanol und 25 mM
Bikarbonatpuffer (1:1) beim On-Membrane-Verdau gute Ergebnise [140]. Bunai et al., die die
Protease Lys-C verwendeten, empfehlen den Verdau in einem hohen Anteil (80%)
organischem Lésungsmittel wie ACN ablaufen zu lassen, da ACN nicht nur ab einer
Konzentration von 30% die Anhaftung von Peptiden an Kunststoffoberflachen vermindere
[38], sondern auch die Effizienz des Verdaus steigere [17]. Dieser Meinung schlossen sich
auch Aebersold et al. an, die vermuteten, daf3 hydrophile Krafte zwischen Peptiden und NC-
Membran durch die Anwesenheit organischen Lésungsmittels reduziert wirden, weshalb sie
einen Anteil von 5% ACN im Verdaupuffer empfehlen [3]. Wieder andere Autoren benutzten
einen Anteil von 10% ACN im Verdaupuffer und erzielten ebenfalls gute Ergebnisse [60].

Die Aktivitat von Trypsin soll sich bei Benutzung eines Verdaupuffers mit 10% ACN im
Vergleich zu einem Verdaupuffer onne ACN um 300% steigern [12]. Andererseits ist jedoch

auchbekannt, daf3 die Enzymaktivitat in organischen Lgsmitteln nur 20% bis 40% derer
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in waRrigen Losungen entspricht [138]. In der vorliegenden Arbeit enthielt der Verdaupuffer
ebenfalls 10% ACN; der Effekt eines héheren Anteils wurde hier nicht untersucht.

Néaher untersucht wurde in der vorliegenden Arbeit die Auswirkung unterschiedlich hoher
Anteile von ACN in der Extraktionslésung auf die Sequenzabdeckung. Zu diesem Zweck
wurde ein manueller Verdau von der Membran durchgefuihrt, wobei anschlie3end die Proben
fur 30 oder 40 Minuten mit Extraktionsldsungen behandelt wurden, die einen ACN-Anteil

von 0 bis 60% enthielten. Es zeigten sich beim Verdau von der NC-Membran durchgangig
gute Sequenzabdeckungen von 35% bis 44%, die keinen Rickschluf® auf unterschiedliche
Peptidausbeuten aufgrund des unterschiedlichen ACN-Anteils zuliel3en. Beim Verdau von der
PVDF-Membran lagen die erhaltenen Sequenzabdeckungen mit 13% bis 32% weiter
auseinander als beim NC-Verdau. Die h6heren Sequenzabdeckungen wurden hier bei einem
Anteil von 50 — 60% ACN in der Extraktionslosung erzielt. Aus diesem Grund wurde in den
folgenden Versuchen mit einem Anteil von 50% ACN und 1% TFA 30 Minuten lang
extrahiert. In der Literatur variieren die Angaben zur Zusammensetzung der
Extraktionslosung. Lui et al. beschrieben eine Extraktionslésung mit einem Anteil von 40%
ACN als sehr effektiv fur die Peptidextraktion von NC- und PVDF-Membranen, allerdings

nur im Beisein von 10% TFA [91]. Courchesne et al empfehlen eine Mischung mit Anteilen
von 30% ACN und 2,5% TFA; aul3erdem stellten sie fest, dal3 der Hauptanteil der verdauten
Peptide sich entweder im Verdaupuffer oder in der Extraktionsflissigkeit befand [26],
weshalb es sinnvoll erscheint, diese beiden Flissigkeiten fur die massenspektrometrische
Messung zu kombinieren, wie in der vorliegenden Arbeit geschehen — Verdaupuffer und
Extraktionsldsung wurden hier gepoolt.

Von anderen Autoren wurde das Vorhandensein von ACN im Probenpuffer bzw. in der
Matrixldsung als vorteilhaft fir die Intensitat der bei der massenspektrometrischen Messung
erzielten Spektren beschrieben [135].

Ein Punkt, der gegen eine zu hohe Konzentration von ACN in Verdau- oder
Extraktionslosung spricht, ist die Eigenschaft von ACN, die Matrixkomponenten DHB und
HCCA zu lésen. Je hoher der Anteil an ACN in der Probe ist, desto eher zeigt die Probe beim
Auftragen auf das Target eine Tendenz zum Verlaufen Uber den Rand des Mel3tellers hinaus.
Eine weitere Option ist der Zusatz von Octylglycosid zu Verdaupuffer und Extraktionslésung.
Octylglycosid ist ein mildes, nicht-ionisches, wasserlosliches Detergenz, das die
Proteinloslichkeit fordert [7] und bei der massenspektrometrischen Messung die
Signalintensitat vor allem grol3er Peptide verstarkt [130]. Die verstarkende Wirkung von

Octylglycosid auf MS-Spektren ist seit langem bekannt und wurde von vielen Autoren
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genutzt [24; 26; 128; 112; 10]. Octylglycosid hat im Gegensatz zu anderen Detergenzien wie
Zwittergent 3-16, Triton X-100 [43] oder Tween 20 [50], die beim Verdauprozel3 ebenfalls
die Herauslosung von Peptiden aus Membranen fordern, den Vorteil der MS-Kompatibilitat
[96]. Auch kann Octylglycosid anstelle von SDS als Bestandteil von Gelen verwendet
werden, da es offensichtlich den gleichen positiven Effekt auf die Proteinléslichkeit hat [122].
Dennoch gibt es Autoren, die der Verwendung von Octylglycosid keinen nennenswerten
Effekt auf das Herauslosen von Peptiden aus Membranen zuschreiben [91].

In der vorliegenden Arbeit waren in den Versuchen 3.3.1.1 und 3.3.1.2 Membran-Spots ohne
bzw. mit Zusatz von Octylglycosid in den genannten Puffern verdaut worden, und es war zu
erkennen, dal3 der Zusatz von Octylglycosid ganz eindeutig die Ergebnisse verbesserte. Aus
diesem Grund wurde in allen weiteren Versuchen Octylglycosid verwendet.

4.6 Automatisierung

In der Literatur finden sich einige erfolgreiche Verwirklichungen der Automatisierung des
On-Membrane-Verdaus. Schon seit ca. 10 Jahren werden Kombinationen aus Spot Cuttern
und Verdaurobotern entwickelt und sind auch kommerziell erhéltlich [30; 65; 131].

So verwirklichten Staudenmann et al. mit einer eigens entworfenen Apparatur die sogenannte
"ping pong digestion” [122]. Bei diesem In-Gel-Verdau werden die elektrisch aus dem Gel
eluierten Proteine durch eine mit Trypsin beladene Kapillare geleitet und dabei verdaut,
womit der herkdbmmliche In-Gel-Verdau, was die Peptidausbeute angeht, um 20% Ubertroffen
wurde.

Canelle et al. benutzten einen Pipettierroboter zum Spotten und einen zum Verdau von
Proteinen im Gel [19].

Nakanishi et al. veréffentlichten vor kurzem ihre Ergebnisse zur Automatisierung eines On-
Membrane-Verdaus von Phosphoproteinen nach Immunodetektion mit fluoreszenzmarkierten
Antikdrpern. Hierflr verwendeten sie einen chemischen Tintenstrahldrucker, der die
Verdaupuffer auf die PVDF-Membran aufdruckte [101]. Ebenfalls mit einem solchen Drucker
arbeiteten Ohtsu et al., die nach einem Western Blot die Proteine auf der Blot-Membran
ebenfalls mit DB71 farbten, die Spots ausschnitten, auf ein Target klebten und dort die
notigen Puffer, das Trypsin und die Matrix aufdruckten und anschlie3end die MS-Analyse
starteten [107].

In der vorliegenden Arbeit wurde mit einem Spot Cutter, einem Verdauroboter und einem

Massenspektrometer mit der moglichen Funktion einer automatischen Messung gearbeitet.
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Beim Ausstechen von Spots aus Membranen mit dem Spot Cutter war streng darauf zu
achten, die Membranen mit DB71-Verdinnungslésung immer feucht zu halten und ta. 10 p
davon pro Well vorzulegen, da nur so die elektrostatischen Kréfte tiberwunden werden
konnten, die die Spots ansonsten von den Mikrotiterplatten abstiel3en.

Dem Pipettierroboter konnte Gber eine Excel-Datei ein Verdauprotokoll vorgegeben werden.
Unabhangig vom Protokoll einstellbar waren technische Details wie z.B. die HOhe, in der die
Pipettenspitzen tber den Wells anhalten sollten, was in Vorversuchen erfolgte.

In 3.1.6 zeigte sich, dal’ der Verdauroboter die Fahigkeit zum prazisen Pipettieren besal: Die
automatisierte Extraktion zeigte im Vergleich mit der manuellen gleichwertige Ergebnisse.
Mit dem Massenspektrometer wurden wahrend der Versuche der vorliegenden Arbeit parallel
auch erfolgreich einige automatische Messungen mit HCCA-Matrix nach Jahn durchgefthrt,
wozu mit einer Excel-Datei dem Mel3programm FlexControl die Koordinaten der MelR3punkte
auf dem Anchor-Chip vorgegeben wurden. Diese Daten sind nicht in der Arbeit enthalten, es
wurden jedoch die Proben fast aller Versuche der Moéglichkeit einer Automatisierung wegen

auch mit HCCA-Matrix nach Jahn gemessen.

4.7 Western Blot

Wenn Proteine mittels Elektroblot von einem Gel auf eine Membran Ubertragen und
anschlieend auf dieser durch Immunodetektion visualisiert werden, nennt man diese
Kombination einen Western Blot [133].

Blotmembranen verfligen im Vergleich zu Gelen Uber einige Vorteile: Sie sind nicht so leicht
zerbrechlich, was ihre Handhabung bedeutend erleichtert, und es besteht die Moglichkeit,
nicht nur die Gesamtheit aller Proteine mit einem Farbstoff anzufarben, sondern auch gezielt
spezielle Proteine mit radioaktiven Antikdrpern [133] oder Fluoreszenzfarbstoffen [51] zu
markieren.

Aul3erdem existieren immunochemische Methoden, die die Detektion spezieller Proteine
erlauben; so gibt es z.B. Antikorper passend fur spezielle posttranslationale Modifikationen
wie Phosphorylierungen, die durch Anheftung eines zweiten, enzymgekoppelten
(Meerrettichperoxidase oder alkalische Phosphatase [23]) Antikdrpers und Zugabe von
Substrat selektiv diese speziellen Proteine sichtbar machen kénnen [73]. Mit dieser
sogenannten ECL-Reaktion ("enhanced chemoluminiscence") kdnnen Proteine auf Blot-
Membranen ohne Verwendung radioaktiver Stoffe am sensitivsten bis in den
Femtomolbereich nachgewiesen werden [82]; sie fand in der vorliegenden Arbeit

Verwendung. Immunochemische Detektionsmethoden sind unter Umstanden sogar mehrfach
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hintereinander auf einer Blot-Membran anwendbar [47; 133], wozu die Antikorper
zwischendurch von den Membranen wieder entfernt werden muissen ("Stripping").

Die im Immunoblot visualisierten Proteine kbnnen anschlielRend den zugehoérigen Spots auf
einem parallel gefarbten Gel zugeordnet werden [111; 90]. Was die Zuordnung von Spots auf
der Membran zu Spots auf dem Gel haufig erschwert, sind die Unterschiede in der Farbung
und die Tendenz von Gelen zum Schrumpfen [33] sowie das Auffinden von Einzelspots in
einer Spotgruppe im Gel auf engem Raum [20], aul3erdem mul3 aufgrund des parallel
hergestellten Vergleichsgeles immer die doppelte Menge an Probenmaterial vorhanden sein
[88]. Eine Mdglichkeit, die Herstellung eines Parallelgeles zu umgehen, zeigten Eynard et al.
mit der immunochemischen Detektion spezieller Proteine auf einer Membran, auf der die
Gesamtheit aller Proteine zuvor durch die Farbung mit India Ink sichtbar gemacht worden war
[40].

Dufresne-Martin et al. gingen einen Schritt weited dérbten die Proteine auf der Blot-
Membran zun&chst mit India Ink, blockierten die Membran dann entweder mit Tween 20,
PVP-40 oder Milchpulver und verdauten nach der Immunodetektion, die von vier
Waschschritten gefolgt war, die visualisierten Proteine direkt von der Membran [33].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine @hnliche Methode angewandt: Ovalbumin wurde,
nachdem nicht mit Protein beladene Membranstellen durch Roti-Block, einem Reagenz, das
das unspezifische Binden von Antikorpern verhindert, blockiert worden waren,
immunochemisch sichtbar gemacht. Nach anschlieRender Entfernung des Roti-Blocks durch
mehrere Waschschritte wurde die Membran mit dem sensitiven Farbstoff DB71 gefarbt, so
dald die durch ECL visualisierte Bande leicht gefunden und dem Verdau zugefiihrt werden
konnte. Die Farbung der Membran erst nach der ECL hatte den Vorteil, dal3 die Farbe nicht
wahrend der Prozedur der Immunodetektion verblal3te wie anderswo berichtet [20; 96].

In der vorliegenden Arbeit wurden auch einige Varianten untersucht, die vom geschilderten
Ablauf abwichen. Unter anderem wurden in 3.3.3.5 die Membranen mit dem MS-kompatiblen
PVP-40 anstatt mit Roti-Block blockiert, bevor die immunochemische Detektion durchgefuhrt
wurde. Hierbei zeigte sich, dal? diese Blockade erfolglos war, da die immunochemische
Detektion mit dem PVP-40-Schritt nicht gelang, ein Ergebnis, das im Kontrast zu dem von
Dufresne-Martin et al. [33] steht. Aufgrund des ungeschwaérzten Rontgenfilmes wurde
vermutet, dal3 auch die Antikdrper-Bindungsstellen der auf die Membranen geblotteten
Proteine durch PVP-40 blockiert worden waren, was die Immunodetektion verhinderte.
Alternative Stoffe zur Blockierung der Membran sind BSA, Milchpulverldsungen oder Tween

20, wobei die ersten beiden die massenspektrometrische Proteinidentifikation stéren kdnnen
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und letzteres zu Intensitatsunterschieden von Banden wéhrend der Immunodetektion fihren
kann [121]. AuRerdem gibt es auch eine urspriinglich von Millipore Co. entwickelte Variante
des Western Blots, die den Blockierschritt vor Zugabe der Antikdrper aufgrund der
Hydrophobizitat der PVDF-Membran auslaft [95], die jedoch nicht auf NC-Membranen
anwendbar ist.

Eine Frage, die sich beim Verdau vom Immunoblottsist die Kompatibilitat der fur die
immunochemische Detektion benutzten Antikorper, die zusammen mit den zu analysierenden
Proteinen verdaut werden, mit der Massenspektrometrie. In der vorliegenden Arbeit wurde
bezuglich des Einflusses der Antikorper auf die Spektren eine ahnliche Beobachtung gemacht
wie von Dufresne-Martin et al., bei deren Versuchen sich die Sequenzabdeckung eines
Proteins nicht verbesserte, wenn vor der massenspektrometrischen Messung die Antikorper
von der Blot-Membran entfernt wurden ("Stripping™) [33].

In der vorliegenden Arbeit fanden sich in den Massenspektren keine Peptid-Peaks, die aus
dem Verdau der Antikbrper stammten. Die Abwesenheit von zusétzlichen Peaks durch die
Antikorper lafdt sich dadurch erklaren, dal3 die Menge an gebundenem Antikérper sehr viel
niedriger ist als die des detektierten Proteins und damit die Peptidmenge einfach zu gering ist,
als dal3 sie bei der MS-Analyse ins Gewicht fallen wirde. Es gibt allerdings auch andere
Autoren, die ein Stripping der Antikdrper fur wichtig halten, da es die Ausbeute an
detektierbaren Peptiden erh6he [107].

4.8 Waschschritte vor dem Verdau

Eine wichtige Beobachtung, die im Verlauf dieser Arbeit gemacht wurde, war die positive
Auswirkung mehrerer dem Verdau vorgeschalteter Waschschritte auf das Verdauergebnis.
Die Einfuhrung von Waschschritten vor dem Verdau findet sich auch bei anderen Autoren. So
wird z.B. die NC-Membran nach dem Blockierschritt mit PVP-40 vor dem Verdau bis zu 10
mal mit Wasser gewaschen [92], oder es wird nach dem Verdau die NC-Membran mit Wasser
gewaschen, was die Sensitivitat der anschlieienden MS-Analyse erhéht [85], obwohl es dabei
zu Probenverlusten kommen kann [6].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Membranen nach durchgefiihrter ECL vor dem Verdau
mit Verdaupuffer gewaschen; dieser war basisch und enthielt 10% ACN. Eine Waschlésung
dieser Zusammensetzung wurde auch von anderen Autoren fur das Waschen von Membranen
nach immunochemischer Detektion verwendet [33; 96]. Lui et al. stellten fest, dal? Proteine

nicht aus einem NC-Elektroblot gelést wurden, wenn dieser mit bis zu 40% organischem
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Losungsmittel wie ACN in waldriger Lésung gewaschen wurde, sei es in saurem oder
basischem Milieu [91].

In der vorliegenden Arbeit wurden die Membranen alternativ in einem Versuch mit saurer
DB71-Verdinnungslosung anstatt mit Verdaupuffer gewaschen. Diese bestan®aus H
Ethanol und Essigsaure im Verhaltnis 5:4:1. Bezlglich der Sichtbarkeit der Banden nach der
anschlieRenden Farbung mit DB71 war ahnliches festzustellen wie nach dem Waschen mit
Verdaupuffer: Die Banden der in schwacherem Mal3e vorhandenen Proteine wie
Glycogenphosphorylase und BSA waren ab Verdinnung 3 nicht mehr anfarbbar.

Was die Anzahl der Spektren von NC betraf, zeigte sich im Vergleich des Waschens mit
DB71-Verdunnungslosung mit dem manuellen Waschen mit Verdaupuffer keine
Verbesserung.

In der vorliegenden Arbeit war die Idee, die Membranen vor dem Verdau zu waschen,
entstanden, als festgestellt wurde, dal3 die Messung Roti-Block-haltiger Proben mit HCCA-
haltigen Matrices nicht kompatibel war; dies zeigte sich erstmals in 3.2.1, als bei der Messung
von Proben mit Roti-Block mit Mischmatrix keine Spektren sondern Cluster zu erhalten
waren.

In 3.2 wurde eine Waschmethode entwickelt, mit der es moglich war, Roti-Block zunachst
von Spots von Membranen, bei denen keine ECL durchgefuhrt worden war, ausreichend zu
entfernen, so dal3 die Proben auch mit HCCA-Matrices gemessen werden konnten: Nach
3maligem Waschen der Spots tber 2 Stunden waren vereinzelt Spektren von NC mel3bar,
jedoch kein Spektrum von PVDF, nach 6maligem Waschen zeigten sich héhere
Sequenzabdeckungen von NC und es konnten erstmals auch Spektren von PVDF gemessen
werden. Ein Versuch mit 2maligem Waschen der Spots tber 17 Stunden zeigte geringfugig
niedrigere Sequenzabdeckungen als mit 6maligem Waschen Uber 2 Stunden. In einem
weiteren Versuch wurde herausgefunden, dal3 sich Roti-Block durch 2maliges automatisiertes
Waschen zuerst mit 50% ACN fur 2 Minuten und dann mit 100% ACN fir 10 Minuten nicht
gentgend entfernen liel3, um Spektren mit einer HCCA-Matrix zu erhalten.

Aus diesen Beobachtungen wurde der Schlul3 gezogen, dal’ die Anwendung von mehreren,
namlich 6 Waschschritten mit Verdaupuffer tiber einen kurzen Zeitraum von 2 Stunden zu
den besten Ergebnissen fihrt.

In 3.3 wurde die Waschmethode weiterentwickelt, um bestmdgliche Ergebnisse von
Membranen zu erhalten, bei denen eine ECL durchgefiihrt worden war. Hierbei wurden alle
Proben sowohl mit DHB/BPO,-Matrix als auch mit HCCA-Matrix nach Jahn gemessen,

wobei die im folgenden diskutierten Ergebnisse sich auf die Messung mit letzterer beziehen.
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Zunéchst wurden in 3.3.2 Membranen, die nur mit Roti-Block inkubiert worden waren, noch
einmal, ahnlich wie in 3.2.6, Uber einen langen Zeitraum mit Verdaupuffer gewaschen (3 mal
Uber 90 h). Es wurden von NC nun Spektren flir alle Proteine bis einschlief3lich Verdinnung 3
gemessen, auch, im Gegensatz zu 3.3.1.4, wo unbehandelte Membranen ohne vorherige
Waschschritte verdaut worden waren, fir Glycogenphosphorylase. Auf PVDF konnte aul3er
der starken Bande von Carboanhydrase (bis Verdinnung 4) bei allen anderen Proteinen nur
Verdunnung 1 angefarbt und somit auch nur von diesen Banden Spektren erhalten werden.
Im néachsten Versuch, 3.3.3.1, wurden Membranen, bei denen eine ECL durchgefuhrt worden
war, mit Verdaupuffer 10mal tiber 20 h gewaschen. Der Verdau lieferte von NC fir die
starken Banden Ovalbumin bzw. Carboanhydrase gute Spektren bis einschliel3lich
Verdinnung 2 bzw. 4 (13,07 bzw. 2,77 pmol / Spur). Es konnten jedoch nicht nur gute
Spektren von NC gemessen werden, sondern auch der Verdau von PVDF ergab diesmal gute
Spektren der starken Proteine Ovalbumin bzw. Carboanhydrase bis einschlief3lich
Verdunnung 2 bzw. 3. In 3.3.1.4, dem Verdau unbehandelter Membranen, waren von PVDF
ohne den ,Sequence Editor” keine Sequenzabdeckungen zu erhalten. Zurtckgefihrt wurde
diese Verbesserung, wie schon in 3.2.4, auf eine Verminderung von Verunreinigungen auf
den Membranen und damit im Verdauextrakt durch das mehrmalige Spilen, wodurch weniger
Storfaktoren bei der massenspektrometrischen Messung vorhanden waren. Durch die
Waschschritte lieferte somit selbst ein Verdau nach ECL bessere Ergebnisse als ein Verdau
ohne ECL, vor dem die Membranen nicht gewaschen worden waren.

In den nachsten Versuchen wurden die Waschschritte automatisiert. Zu diesem Zweck
wurden nun nicht mehr die gesamten Membranen vor der Farbung mit Verdaupuffer
gewaschen, sondern die Membranen wurden zuerst gefarbt, dann die halben Banden
ausgeschnitten und einzeln in den Mikrotiterplatten vom Pipettierroboter gewaschen, wobei
auch das Schatteln der Mikrotiterplatte auf dem integrierten Schuttler moglich war. Es war
festzustellen, dal3 der Schuttelschritt die Ergebnisse von NC verbesserte, da nicht nur
Spektren in Verdunnung 1, sondern auch in Verdinnung 2 zu messen waren. Was PVDF
betraf, so waren in beiden Versuchen lediglich vereinzelte Spektren zu erhalten. Im Vergleich
mit 3.3.3.1, dem manuellen Spilen, waren die Ergebnisse in diesem Versuch (automatisches
Spulen + Schutteln) von NC ahnlich, die Spektren von PVDF sehr viel sparlicher und
vereinzelt durch Roti-Block Uberlagert (nur Carboanhydrase konnte hier identifiziert werden).
Als beste automatisierte Waschmoglichkeit fir NC hatte sich in dieser Arbeit das 9malige

Waschen mit 20Ql Verdaupuffer pro Well inklusive Schiitteln der Mikiterplatte
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herausgestellt. Hiermit konnten bei der Messung mit HCCA-Matrix nach Jahn Spektren von
Ovalbumin von NC bis einschlie3lich Verdiinnung 2 (13,07 pmol / Spur) erhalten werden.
Beim automatisierten 10maligen Waschen mit 18@ardaupuffer pro Well ohne Schitteln
konnten mit HCCA-Matrix nach Jahn von PVDF Spektren aller Proteine in Verdinnung 1
(5,52 bis 26,14 pmol / Spur) gemessen werden.

Im Vergleich zum Verdau nach automatisiertem Waschen ergab die Messung mit HCCA-
Matrix nach Jahn des Verdaus nach 10maligem manuellen Spulen der ganzen Membranen mit
Verdaupuffer Spektren von NC von Ovalbumin bis einschlief3lich Verdinnung 2 (13,07
pmol/Spur) bzw. von Carboanhydrase bis einschlie3lich Verdiinnung 4 (2,77 pmol/Spur) und
Spektren von PVDF von Ovalbumin bis Verdinnung 2 bzw. von Carboanhydrase bis
Verdunnung 3 (5,53 pmol/Spur). Die etwas besseren Ergebnisse nach manuellem Waschen
sind eventuell dadurch zu erklaren, daR manuell mit einer grof3eren Flussigkeitsmenge (ca.
150 bis 200 ml) gewaschen wurde als automatisch (180 bisl200 u

Die parallele Messung aller Versuche mit DHBA,-Matrix ergab immer Spektren auch

von starker verdinnten Proben von BSA, Ovalbumin oder Carboanhydrase meist bis

einschlief3lich Verdiinnung 4 oder Verdinnung 5.

4.9 Matrices

Anfanglich wurden geblottete Proteine auf Glasfiber-, PVDF- oder NC-Membranen tryptisch
verdaut und dann mit einem Sequencer die Aminosaure-Sequenz aus dem Material in der
Extraktionsflissigkeit bestimmt [3; 8]. Mit der Entwicklung der Massenspektrometrie wird
heutzutage statt des Sequencing meist die Kombination MALDI-TOF-MS mit PMF
angewendet, da MALDI zeiteffektiv und automatisierbar ist [69]. In der vorliegenden Arbeit
wurde im Hinblick auf eine mdgliche Automatisierung jede Messung nicht nur mit einer
DHB-haltigen, sondern auch mit einer HCCA-haltigen Matrix durchgefuhrt; insgesamt
wurden 3 verschiedene Matrices verwendet: HCCA-Matrix nach Jahn (siehe 2.13.1),
DHB/H3POy-Matrix (siehe 2.13.3) und DHB/HCCA-Mischmatrix (siehe 2.13.2).
HCCA-haltige Matrices verteilen sich gleichmaf3ig tber den gesamten Mel3teller und eignen
sich gut fur automatische Messungen [48], da der Laser nach einem bestimmten, vom
Benutzer eingegebenen Schema seine Schisse Uber den gesamten Mel3teller verteilt, die so in
jedem Fall auf Matrix treffen. Die Peptide verteilen sich allerdings auch tber den gesamten
Mel3teller, wodurch die Probe relativ diinn wird. Je niedriger konzentriert die Probe, desto
weniger Peptid-Peaks sind detektierbar. In der vorliegenden Arbeit wurde die HCCA-Matrix

nach Jahn auf einen Anchor-Chip aufgetragen, der aufgrund der hydrophoben Umrandung des
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Meltellers die Matrix auf einen kleinen Bereich konzentrierte [119] und aufl3erdem ein
Verlaufen der Probe verhinderte. Die Matrix lieferte um so bessere Spektren, je dunner sie
aufgetragen wurde, d.h. je schneller die Pipettenspitze tber die Mel3teller gezogen wurde.
Aufgrund ihrer diinnen Beschaffenheit war sie sehr empfindlich gegentber héherer
Laserpower und mehrmaligem Beschul3. Die Ausbeute an Spektren war im gesamten
Mel3bereich aufgrund der gleichméafigen Verteilung der Probe gleich. Nach dem Auftragen
der Probe wurden die Mel3spots auf dem Target noch einmal gewaschen, eine Praktik, die
auch von anderen Autoren bei der Benutzung HCCA-haltiger Matrices empfohlen wird [50;
84; 139], da Salze und Verunreinigungen so entfernt werden kdnnen.

DHB-haltige Matrices hingegen bilden Kristalle am auf3ersten Rand des Mel3spots [139], die
umso grof3er sind, je langsamer die Matrix trocknet. Diese DHB-Kristalle nehmen die Peptide
besonders gut auf, wodurch es zu einer Konzentration der Peptide in einem bestimmten
Bereich des Mel3tellers kommt [48]. Werden diese "hot spots” [139] gezielt manuell anvisiert,
erhalt man besonders intensive Signale, was jedoch eine automatische Messung aufgrund der
inhomogenen Verteilung der Kristalle ausschlief3t. Die DHB®-Matrix wurde auf einem
Stahl-Target gemessen. Ein Nachteil dieser Matrix besteht darin, dal’ die Phosphorsaure auf
Dauer die Oberflache des Stahl-Targets angreift, was bei haufigerer Benutzung zu einem
Verlaufen der aufgetragenen Matrix oder der Proben Uber den Melf3teller hinaus fuhrt. Oft
fand sich die zu messende Probe dann neben dem Meliteller oder war mit der benachbarten
Probe zusammengelaufen, wodurch die Identifikation erschwert wurde oder der
Probenauftrag wiederholt werden muf3te.

Abhilfe schaffen kdnnte hierbei eine erst vor kurzangefuhrte Variante der DHB{RO,-

Matrix, bei der DHB mit Methylen-Diphosphonsaure kombiniert wird [79], die das Edelstahl-
Target nicht angreifen durfte. Es ware sinnvoll, diese Matrix zuklnftig auf ihre
massenspektrometrischen Eigenschaften und die erzielten Sequenzabdeckungen hin zu
untersuchen.

Auch die DHB/HCCA-Mischmatrix wurde auf einem Staldrget gemessen, was ebenfalls

die oben erwéhnte Problematik des Verlaufens mit sich brachte. Auch hier sammelten sich die
Peptide vor allem in den DHB-KTristallen, die allerdings sparlicher vorhanden waren als in
obiger Matrix. Es konnten teilweise auch Spektren in HCCA-Bereichen gemessen werden, die
allerdings nicht die Intensitat der Spektren besal3en, die bei Beschul3 der DHB-Kristalle
erreicht wurde.

Die "Sanftheit" der massenspektrometrischen Messung ist abhédngig vom Ausmal3 der

Fragmentierung der Peptide. Dieses ist um so niedriger, je héher die initiale
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lonengeschwindigkeit ist, und diese wird wiederum von der verwendeten Matrix bestimmt
[59]. Bei einer Messung mit HCCA ist die initiale lonengeschwindigkeit relativ niedrig und
das Ausmald der Fragmentierung relativ hoch, bei DHB ist die initiale lonengeschwindigkeit
relativ hoch und das Ausmald der Fragmentierung folglich relativ niedrig, weshalb HCCA
auch als "heil3e" und DHB als "kalte" Matrix bezeichnet wird [46]. Messungen mit DHB-
Matrix zeigen bei wiederholtem Beschul? eine langer anhaltende Signalintensitat als
Messungen mit HCCA-Matrix [59].

In der vorliegenden Arbeit fallt beim Vergleich von Spektren von HCCA- und DHB-Matrices
auf, dal selbst niedrig konzentrierte Proben durch die Messung mit RQPIBAMatrix

aufgrund der Entstehung intensiverer Signale noch identifiziert werden kénnen, was bei
HCCA-haltigen Matrices nicht der Fall ist. Die DHBMO,-Matrix sollte daher als
Goldstandard bezeichnet werden.

Ein Beispiel hierfur ist u. a. Versuch 3.3.3.3, in dem eine Messung mit DiRBY-Matrix

von NC Carboanhydrase bis zu 0,692 pmol / halber Bande identifizierbar macht, eine
Messung mit HCCA-Matrix nach Jahn dies jedoch nur bis zu einer Menge von 5,535 pmol /
halber Bande erlaubt.

Auch andere Autoren stellten fest, dald mit DHE/B,-Matrix eine hdhere Signalintensitét
erreicht wird als mit Matrices auf HCCA-Basis [135].

Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wurde festgestellt, dald in den Proben vorhandener Roti-
Block nicht mit allen Matrices kompatibel ist. Einzig die DHBA®,-Matrix lieferte gute
Spektren von solchen Proben, HCCA-haltige Matrices wie die DHB/HCCA-Mischmatrix
oder die HCCA-Matrix nach Jahn jedoch nicht. So zeigte sich in 3.2.2, dal3 Roti-Block bei der
Messung mit HCCA-Matrices Cluster bildet, die das Massenspektrum des zu messenden
Proteins komplett Gberdecken bzw. nur den Erhalt einer niedrigen Sequenzabdeckung
aufgrund des resultierenden schlechten Spektrums erlauben.

Die Matrixpréparation ist von entscheidender Bedeutung fur die Intensitat der zu messenden
Spektren, da sie bei der Messung die Entstehung von lonen stark beeinfluf3t [84]. W&hrend
des MALDI-lonisierungsschrittes kénnen sehr unterschiedliche lonensignale auftreten, was
durch die inhomogene Verteilung des Analyten in den Matrix/Proben-Kristallen bedingt ist
[29].

Es existiert eine grof3e Anzahl unterschiedlicher Matrixpraparationsmethoden [127]; im
Folgenden sind einige haufig verwendete erwdhnt, von denen aber wiederum abgewandelte

Formen bestehen.
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Am haufigsten Verwendung findet die "dried droplet"-Methode [72]. Hierbei werden
Matrixldsung und Peptidprobe gemischt, auf ein Target aufgetragen, getrocknet und
gemessen. Mit dieser Technik kbnnen, wenn die Matrix langsam auskristallisiert, vor allem
die Signale von groReren Peptiden oder Proteinen mit héheren Massen detektiert werden
[135].

Eine weitere ist die "Sandwich"- oder "Two-layer"-Methode, bei der zuerst eine Schicht
Matrix aufgetragen und getrocknet und darauf eine zweite Schicht aus Matrix oder Proben-
Matrix-Gemisch aufgetragen wird [104].

Bei der "Bottom-layer"-Methode wird auf das Target zuerst die Probe aufgetragen und
getrocknet und darauf als zweite Schicht die Matrix aufgetragen [39]. Mit dieser Technik
kénnen besonders gut Signale von Peptiden oder Proteinen mit niedrigeren Massen
nachgewiesen werden [135].

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Variante der Sandwich-Methode angewandt: Es wurde
zuerst die Matrix auf Target oder Anchor Chip aufgetragen, getrocknet und anschlie3end die
Probe auf die Matrix aufgetragen und getrocknet (siehe 2.13).

4.10 Datenauswertung und PMF

Die Bearbeitung der MALDI-Massenspektren erfolgte manuell mit dem Programm Flex
Analysis. Nach Anwendung der Optionen "Smooth" und "Baseline Substraction” erfolgte
zunachst die Verbesserung der Massengenauigkeit Uber interne Kalibrierung, entweder
statistisch oder anhand einer Liste, die unter anderem die Peaks mit den Massen 842.5099 und
2211.1046 m/z aus der Autolyse des Trypsins enthielt.

Die Kalibrierung der Spektren und die anschlieRende Suche in der Datenbank erfordern
menschliches Eingreifen aufgrund bestimmter, teils auf Erfahrung basierender Uberlegungen
und eignen sich daher nicht fir eine Automatisierung. Es gibt zwar Arbeiten, in denen PMF
automatisiert wurde, dennoch ist eine darauffolgende manuelle Bearbeitung der Spektren
vonnoten, um die Identifikationsrate zu erhéhen [19].

Die Idee des "Peptide Mass Fingerprinting” entstand 1993 [137; 61]. Das beim Verdau durch
ein bestimmtes Enzym entstandene Massenspektrum ist spezifisch wie ein Fingerabdruck fur
das verdaute Protein und kann von einem Suchprogramm (z.B. Mascot) in einer Datenbank
(z.B. MSDB) gesucht werden, in der die Fingerabdricke aller enthaltenen Proteine aus ihren
Aminosauresequenzen berechnet worden sind. Abhangig von der Anzahl der Peptidmassen
aus dem Verdau wird die AS-Sequenzabdeckung bestimmt, die zusammen mit dem Mowse

Score das wichtigste Kriterium fur eine verlaR3liche Identifikation ist.
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4.11 Handhabung subpicomolarer Proteinmengen

Die Massenspektrometrie erlaubt heutzutage die Detektion von Peptiden bis in den
Femtomolbereich. Der limitierende Faktor dabei ist allerdings vor allem der Verlust von
Probenmaterial bei der Handhabung der Proben, die ein "analytisches schwarzes Loch"
darstellt [103]. Bei Proteinmengen von etwa 100 pmol fallt ein geringer Verlust noch nicht ins
Gewicht, aber bei Mengen kleiner als 5 bis 10 pmol sind auch geringe Verluste von
ausschlaggebender Bedeutung fiir die Proteinidentifikation und die Ausbeute an
identifizierbaren Peptiden fallt zunehmend ab [122]. Je niedriger die initiale Probenmenge im
Gel ist, desto hoher ist der prozentuale Probenverlustanteil wahrend des Verdauvorganges
[120].

Bei einem In-Gel-Verdau sind es typischerweise ca. 5% bis 10% der durch den Verdau
erhaltenen Peptide, die schliel3lich auf das Target aufgetragen und massenspektrometrisch
identifiziert werden kénnen [92; 28].

Courchesne et al. gaben an, Proteine bis zu 0,5 pmol/Spur von PVDF-Membranen
identifizieren zu kdénnen, unterhalb dieser Menge sei dies — im Gegensatz zum In-Gel-Verdau,
dessen Detektionslimit von den Autoren mit 0,125 pmol/Spur angegeben wurde — nur in
vereinzelten Fallen mdglich [26].

Lochnit et al. identifizierten Proteinmengen von ca. 80 fmol aus In-Gel-Verdaus; fur die
verlaR3liche Proteinidentifikation von On-Membrane-Verdaus nach ECL benétigten sie aber
eine zehnfach hdhere Proteinmenge, da im Gegensatz zu Gelen Blot-Membranen einen
gréReren Hintergrund an Verunreinigungen haben [88].

Dufresne-Martin et al. vermuten auch einen Probenverlust wahrend der vielen (Wasch)schritte
beim Western Blot und beschranken sich in ihren Versuchen auf den Nachweis der reichlich
vorhandenen Proteine [33].

In der vorliegenden Arbeit war nach Durchflihrung der ECL mit anschlie3enden
Waschschritten (siehe 3.3.3.3) die Identifikation bei Messung mit DEEEMHMatrix bis
einschliellich Verdlinnung 4 (1,26 bis 3,27 pmol / Spur) oder 5 (0,63 bis 1,63 pmol / Spur)
nur von BSA, Ovalbumin und Carboanhydrase méglich. Glycogenphosphorylase konnte nur
bis einschliel3lich Verdinnung 3 (1,38 pmol / Spur) identifiziert werden und Trypsin Inhibitor
war auf der Membran nach Farbung mit DB71 nicht mehr zu erkennen, was fir einen
Probenverlust dieses kleinen Proteins eventuell wahrend der Waschschritte spricht.

Als Faustregel gilt, dal’3 Spots, die mit Coomassie anfarbbar sind, auch mit PMF identifiziert
werden kdnnen [124]. Da DB71 eine etwa 10mal so hohe Sensitivitat hat wie Coomassie [63],

ist es zwecklos, aus auf der Membran nicht mehr anfarbbaren Banden "blind" Proben
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auszuschneiden bzw. Spots auszustechen, worauf in der vorliegenden Arbeit auch verzichtet
wurde (graue Tabellenzellen).

Materialverluste kdnnen wéahrend jedes Schrittes des Arbeitsablaufes entstehen; so werden
beispielsweise beim Blotvorgang die Proteine nicht zu 100% vom Gel auf die Blotmembran
Ubertragen [17], sei es aufgrund inkompletten Transfers oder unzureichender
Bindeeigenschaften der Membran [133].

Generell ist bekannt, dal3 bei einem On-Membrane-Verdau die Peptidausbeute mit Lys-C
durchschnittlich nur ca. 50% und mit Trypsin ca. 70% betragt [91]. Darlber hinaus bleiben
bei den Pipettierschritten, die der Verdauvorgang erfordert, oftmals Peptide an den
Wandungen der Reaktionsgefalie oder an Pipettenspitzen hangen [50]. Auch nach der
Resuspension von zuvor in der Speed Vac getrockneten Verdauextrakten zeigen sich oft
Materialverluste, die ebenfalls auf das Anhaften der Peptide an Reaktionsgefal3en
zurtickgefuhrt werden [45]. Aus diesem Grund bringt diese Prozedur oftmals keine
Verbesserung der Sequenzabdeckung, obwohl augenscheinlich ein grol3erer Prozentsatz der
Probe auf das Target gespottet wird [45].

Um Verlusten entgegenzuwirken, sollte man die Meageerfligbarem Ausgangsmaterial in

Gel oder Membran mdglichst hoch wahlen und versuchen, die Ausbeute an Peptiden wahrend
des Verdaus und wahrend der Extraktion weitestgehend zu erhéhen. Um die Menge des
Ausgangsmaterials zu erhdéhen, wird beispielsweise vorgeschlagen, durch dem Verdau
vorangehende Proteinpurifikation Material zu konzentrieren [122; 113], mehrere Spots zu
sammeln und vor dem Verdau mittels Gelkonzentrierungssystem auf einen einzigen Spot zu
Ubertragen [8; 122] oder mehrere Spots zusammen in einem Behéltnis zu verdauen [53].

In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls das Ausgangsmaterial erhéht, um verlafiliche
Identifikationen zu erhalten. Beim In-Gel-Verdau von kleinen Spots (Durchmesser 2 mm) von
Proteingemisch 2 ergaben sich nur fir Ovalbumin (Verdinnung 1) und Carboanhydrase
(Verdinnungen 1 bis 3) verla3liche Identifikationen, alle anderen Spots lieferten keine
Verdauergebnisse. Als derselbe Versuch aber mit grol3en Spots (Durchmesser 3,5 mm)
durchgefuhrt wurde, lieferten alle Spots bis einschliel3lich Verdinnung 4 (0,23 bis 1,327 pmol
Protein pro Spot) verlafiliche Proteinidentifikationen. Aus den Ergebnissen dieser Versuche
ist ersichtlich, dal’ die Anzahl an identifizierten Proteinen sehr viel gré3er ist, wenn grol3e
Spots (Durchmesser 3,5 mm) statt kleiner (Durchmesser 2 mm) verdaut werden, da in den
grol3en geschatzt etwa doppelt soviel Proteinmaterial enthalten ist (siehe 2.4.2), was die

Identifizierung der Proteine erleichtert.
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Eine @hnliche Beobachtung wurde in Versuch 3.3.1.2, beim Verdau von Membran-Spots
gemessen mit HCCA-Matrix nach Jahn gemacht. Hier konnten aus Proteingemisch 2 lediglich
Proteine aus Verdinnung 1 und 2 mithilfe des Sequence Editors identifiziert werden; die
PVDF-Membran lieferte nur drei Spektren aus Verdiinnung 1. Es wurde vermutet, dal3 die
sparliche Ausbeute an verla3lichen Sequenzabdeckungen sich auf die geringen absoluten
Proteinmengen in den Spots zurtickfuhren liel3. Spots der Banden von Verdinnung 1 des
Proteingemisches 2 beinhalteten geschatzte Mengen von ca. 0,69 bis 3,27 pmol.

In Versuch 3.3.1.4 wurden anstatt Membran-Spots halbe Banden verdaut. Ausgeschnitten aus
Verdinnung 1 enthielten sie geschétzte Proteinmengen von ca. 2,76 bis 15,92 pmol. Der
Verdau von der NC-Membran lieferte teils zuverlassige ldentifikationen bis Verdinnung 3
und vereinzelte Identifikationen mittels Sequence Editor bis Verdiinnung 4. Der Verdau von
der PVDF-Membran zeigte im Vergleich zum Verdau von Spots ahnliche bis leicht erhdhte
Sequenzabdeckungen.

Eine weitere Mdoglichkeit, die Menge an Ausgangsmaterial zu erhéhen, besteht darin, die
entstandenen Peptide nach dem Verdau zu konzentrieren, etwa indem die Verdauextrakte mit
sogenannten ZipTigss, Reverse-Phase-Mikrotrennsaulen, konzentriert werden [124] oder die
Extrakte in der Speed Vac getrocknet und anschlieRend in kleineren Volumina wieder gelost
werden [135], wobei durch diese zusatzlichen Schritte aber wiederum das Risiko des
Probenverlustes erhoht wird [96]. In der vorliegenden Arbeit wurde daher auf solche
Konzentrierungsschritte verzichtet.

Weitere Faktoren, die der Proteinidentifikation Eimit setzen, sind chemische
Verunreinigungen der Probe, die sich in Form von "Rauschen” in den gemessenen Spektren
niederschlagen. Solche Verunreinigungen kdnnen neben Roti-Block z.B. Riickstadnde von
Farbungen, Verschmutzung durch Keratin oder Autolyseprodukte von Trypsin sein. Um z.B.
Verunreinigungen durch Farbstoff entgegenzuwirken, wurde bei den Experimenten der
vorliegenden Arbeit fur die Farbung der Membranen der Farbstoff DB71 verwendet, der sich
hierbei als mit der Massenspektrometrie kompatibel erwiesen hat. Es wurde stets mit
Handschuhen gearbeitet oder aber es wurden die erforderlichen Pipettierschritte durch den
Verdauroboter ausgefiihrt, so dal? die Gefahr einer Verschmutzung durch Keratin minimiert
wurde. Als Verdauenzym wurde modifiziertes Trypsin verwendet, das relativ resistent
gegeniber Autolysereaktionen ist [115].

In der vorliegenden Arbeit war die verla3liche ldentifikation von Ovalbumin von der NC-

Membran nach ECL bei Messung mit HCCA-Matrix nach Jahn bis einschlie3lich
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Verdinnung 2 (13,07 pmol/Spur), vom unbehandelten Gel bei Messung mit HCCA-Matrix
nach Jahn hingegen bis Verdinnung 4 (3,27 pmol/Spur) mdglich.

Die Messung des NC-Verdaus nach ECL mit DH78,-Matrix ergab Spektren von

Ovalbumin bis einschlief3lich Verdiinnung 5 (1,63 pmol/Spur). Dies zeigt, dal’ der On-
Membrane-Verdau durchaus vergleichbar gute Ergebnisse wie der In-Gel-Verdau liefern
kann.

Proteine wie Glycogenphosphorylase oder Trypsin Inhibitor waren von der Membran nicht
bis in diesen Picomolbereich zu identifizieren, was vom Gel problemlos méglich war. Dies ist
allerdings nicht verwunderlich, wenn man sich tber die oben erwéhnten Quellen des
Materialverlustes bewul3t ist und auf3erdem die Behandlung der Membranen wéhrend und
nach der ECL in Betracht zieht.

Das Ziel dieser Arbeit, ndmlich die erfolreiche massenspektrometrische Identifikation von mit
Chemolumineszenz detektierten und mit DB71 gefarbten Proteinen im niedrigen
Picomolbereich von einer einzigen Membran herunter wurde erreicht, dennoch sind bei einem
so komplexen Thema mit so vielen veranderbaren Parametern sicherlich durch weitere
Forschung in diesem Bereich noch viele alternative Wege mdglich, die ebenfalls zum Ziel

fuhren kdnnen.

182



5. Zusammenfassung

Ein wichtiger Bestandteil der Proteomik ist die Identifizierung exprimierter Proteine und die
Analyse der Proteome von Zellen, Organellen und ganzen Organismen. Diese Methoden
werden z.B. bei der Untersuchung von Krankheitserregern oder pathologischen
Veréanderungen in der medizinischen Forschung eingesetzt.

Die 2D-Gelelektrophorese mit anschlieRendem In-Gel-Verdau in Kombination mit der
Massenspektrometrie stellt neben LC-basierenden Methoden eine der bisher besten
Maglichkeiten dar, Proteine zuverlassig zu identifizieren.

In dieser Arbeit wurde eine automatisierte Methode entwickelt, nach der 2D-
Gelelektrophorese und dem Transfer der Proteine auf NC- bzw. PVDF-Membranen den
proteolytischen Verdau auf der Blot-Membran zu ermdglichen.

Zur Detektion der Proteine auf den Membranen wurden diese mit dem Farbstoff Direct Blue
71 angefarbt. AnschlieRend konnten die Spots aus den Membranen ausgeschnitten und dem
automatisierten Verdau zugefuhrt werden. Ein Grol3teil dieser Arbeit bestand darin, den
automatischen On-Membrane-Verdau hinsichtlich der nachfolgenden
massenspektrometrischen ldentifizierung der Proteine durch Peptide-Mass-Fingerprint-
Analysen zu optimieren, indem Parameter wie Verdauzeit, Zusammensetzung der
Extraktionslosung, Zugabe von Octylglycosid zu den Verdaupuffern und Trypsinmenge
variiert wurden.

Diese Methode wurde dann fur die Analyse von Proteinen nach vorangegangenem Western
Blot und Immunodetektion per ECL weiterentwickelt. Hier war die Entwicklung einer
effizienten Waschmethode zur Entfernung des Blockierungsreagenzes Roti-Block von
entscheidender Bedeutung.

Nach dem automatischen Verdau wurden die Verdauextrakte nach geeigneter
Matrixpraparation auf einen MS-Probentrager aufgetragen und der MS-Analyse zugefuhrt. In
diesem Teil der Arbeit wurden die Proteinidentifizierungen mittels dreier verschiedener
Matrices verglichen: HCCA-Matrix nach Jahn, DHB/HCCA-Mischmatrix und DHB/B}-

Matrix. Hierbei stellte sich heraus, dal3 Matrices unterschiedlich stark auf Kontaminationen
aus dem Western-Blot Prozess reagieren. So stort das Blockierungsreagenz Roti-Block die
Messung mit HCCA-haltigen Matrices erheblich.

Die Entwicklung dieser automatisierten Verdaumethode direkt von Western Blot-Membranen
ermdglicht nun mit minimiertem manuellem Aufwand die Identifizierung von Proteinen aus
komplexen Proteinproben heraus direkt von Western Blot-Membranen nach immunologischer

Detektion und wird zukinftig derartige Analysen deutlich erleichtern.
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6. Summary

An important part of proteomics is the identification of expressed proteins and the analysis of
proteomes of cells, organelles or whole organisms. These methods are used in medical
research e.g. for the investigation of pathogens or pathologic changes.

The 2D-gel-electrophoresis combined with in-gel digest and mass spectrometry is — apart
from LC-based methods — so far one of the best strategies to identify proteins reliably.

In this thesis, an automated method for the proteolytic digest on the blotting membranes after
2D-gel-electrophoresis and blottingof the proteins onto NC- or PVDF-membranes was
developed.

For the detection of proteins on the membranes, a Direct Blue 71 staining was performed.
Afterwards, spots were picked from the membranes and subjected to the automated digestion.
A major part of this work focused on the optimization of the automated on-membrane-digest
in order to get optimal results in the following mass spectrometric protein identification by
peptide-mass-fingerprint-analysis. Therefore, parameters like digestion time, composition of
the extraction solution, addition of detergents like octylgycoside to the digestion buffer or the
amount of trypsin were varied.

Furthermore, this method adapted for the analysis of proteins after western blotting and
immunodetection via ECL. For this purpose, the development of an efficient washing method
to remove the blocking reagent Roti-Block was the critical point.

After the automated digestion and the extracted peptides were applied onto the MS sample
tray by apropriate matrix preparation and subjected to MS-analysis.

In a further part of the thesis, three different matrices were compared regarding optimal
protein identification: the HCCA-matrix introduced by Jahn, a mixed matrix consisting of
DHB/HCCA und the DHB/HPO,-matrix.

It was observed that the matrices showed remarkably different sensitivities towards
contaminations of the samples with Roti-Block derived from the blocking process of the
western blot process. The blocking reagent Roti-Block was found to impair the measurement
with HCCA-containing matrices tremendously.

The automated digestion method directly from western blot membranes developed in this
thesis enables now the identification of proteins from complex protein samples directly from
western blot membranes after immunologic detection with a minimal manual intervention and

will, therefore, facilitate such analyses in the future significantly.
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