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(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft eine integrierte Plattform-Technologie, mit der Biopolymer-Extrakte (vorzugsweise
Proteinextrakte) aus biologischen Quellen (z.B. Zellkulturen von Prokaryoten und Eukaryoten, menschlichen oder tierischen Gewebe
und Zellen, sowie pflanzliche Zellen) gereinigt, Proben verschiedener Reinigungsstufen in einem Riicklage-System (in Form einer
Proteinbibliothek) aufbewahrt und Aliquots aus dem Riicklage-System abgenommen werden kdnnen, um diese auf definierte kata-
Iytische Aktivitdten zu priifen. Proben, die die definierte Aktivitit aufweisen, kénnen dann iiber analytische Methoden identifiziert
werden, insbesondere mittels Massenspektrometrie und proteinchemischen Methoden. Die einzelnen Verfahrensschritte kénnen ma-

nuell oder automatisiert betrieben werden.



WO 2004/029286 PCT/DE2003/003109

10

15

20

Verfahren zur Erkennung von Enzymaktivitéten

von beliebigen Proteinextrakten

Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Erkennen von Enzymaktivitaten von belie-

bigen Proteinextrakten.

Stand der Technik

Nachdem die Entschliisselung des menschlichen Genoms fast abgeschlossen ist,
ist die systematische Analyse der durch das Genom exprimierten Proteine (Prote-
om) in den Vordergrund des Interesses geriickt. Von der Proteomanalyse werden
neue wichtige Erkenntnisse fur das Verstandnis der zellularen Funktionen und ihrer
Stérungen erwartet. Zu den Proteinen gehoren Enzyme, die an allen Lebensprozes-
sen beteiligt sind. Aufgrund ihrer katalytischen Eigenschaften sind Enzyme im Ver-
gleich zu vielen Strukturproteinen in sehr viel niedrigeren Konzentrationen in der
Zelle anzutreffen, so dass diese wichtige Gruppe der Proteine sich der 2D-
Elektrophorese-Analytik haufig entzieht. Bisher ist erst ein Bruchteil aller im mensch-
lichen Organismus wahrend einer Lebensspanne exprimierten Enzyme bekannt. in
der Vergangenheit konnte bereits von einigen dieser Enzyme die Einbindung in die
Entstehung von Krankheitsprozessen beschrieben und damit Beitrage zur Erken-
nung und auch Behandlung von Krankheiten geliefert werden. Durch die funktionelle
Proteomforschung sollte sich der Erkenntnisgewinn in Zukunft vervielfachen. Die
Erforschung der Enzyme ist jedoch nicht nur fir das Verstandnis, die Erkennung
(Diagnostik) und die Behandlung (Pharmaco-Genomics) von Krankheiten von Be-

deutung sondern auch fir viele Bereiche der Biotechnologie. Hierzu zahlen die
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2.

Stoffumwandlung mittels Enzymen sowie der Einsatz von Enzymen in der Analytik.
Die gezielte Suche nach neuen Enzymen stellt daher einen wichtigen Schritt in der
funktionellen Proteomforschung mit einem groRen anwendungsrelevanten Potential
dar.

Die bisherige Proteomforschung stiiizte sich weitgehend auf die 2D-Elektrophorese
Technik, mit der Proteinmuster zweier unterschiedlicher Zustande von Zellen ver-
gleichend untersucht werden. Der grol3e Vorteil der 2D-Elekirophorese ist in der
hohen Auflésung bei der Proteintrennung und der schnellen Identifikationsmoglich-
keit der interessierenden Proteine zu sehen. Bis zu 10.000 Proteine lassen sich mit
einem 2D-Gel trennen. Die 2D-Elektrophorese-Technik wird jedoch von einigen
Nachteilen begleitet, die diese Technik fur funktionelle Fragestellungen der Prote-
omforschung fur ungeeignet erscheinen lasst. Hinzu kommt, dass Membranproteine
oder Proteine > 100 kDa mit anderen Trenntechniken (z.B. durch 1D SDS) aufge-
trennt werden miissen. Proteine, die nur in geringsten Konzentrationen vorkommen,
konnen zwar sichtbar gemacht werden, sind aber haufig schwer zu identifizieren.
AuRerdem kodnnen aufgrund der Protein-denaturierenden Bedingungen keine Infor-
mationen Uber die Funktion der getrennten Proteine erbracht werden. Die neu ent-
wickelte ICAT (isotope coded affinity tags) Technik erlaubt zwar fur Cystein-haltige
Proteine eine bessere vergleichende Quantifizierung der Proteinmuster zweier un-
terschiedlicher Zustande, kann aber, methodisch bedingt, auch keine Informationen

Uber die Funktion der interessierenden Proteine vermitteln.

Zum Nachweis von Enzymen wurden in jingerer Zeit einige Fluoreszenz-basierte
Nachweissysteme vorgestellt, mit denen sich Proteinfraktionen im Mikrotiterplatten-
Format auf Enzymaktivitaten durchsuchen lassen. Ahnliche Nachweisverfahren gibt
es auch auf UV-basierten Systemen. Bei all diesen Nachweisverfahren ist man je-
doch immer auf die Verflgbarkeit von Substraten angewiesen, die mit einem fluo-
reszierenden Chromophor markiert sind. Durch die Derivatisierung mit dem Chro-
mophor kann das Substrat unter Umstanden so in seiner chemischen Struktur ver-
andert werden, dass das gesuchte Enzym das Substrat als solches nicht mehr er-
kennt. Der eindeutigste Nachweis von Enzymaktivitaten gelingt mit Isotopen-
markierten Substraten. Diese Nachweissysteme haben jedoch den Nachteil, mit

radioaktiven Substanzen arbeiten zu missen.



WO 2004/029286 PCT/DE2003/003109

10

15

20

25

30

-3-

Jankowski et al. (Anal. Biochem. 290, 324-329 (2001)) beschreiben ein System,
welches sich lediglich auf den grundsatzlichen Nachweis von Enzymaktivitaten be-
schrankt. Zum Nachweis von Enzymaktivitaten werden (ungereinigte) immobilisierte
Proteine, die aus Protein-haltigen Losungen stammen, mit Reaktions-spezifischen
Substraten in salzfreien wéassrigen Losungen inkubiert. Die bei Anwesenheit eines
gesuchten Enzyms entstehenden Reaktionsprodukte werden massenspektro-
metrisch direkt aus dem Inkubationsmedium nachgewiesen. Mithilfe dieser Methode
konnte in einem Proteinextrakt komplexer Zusammensetzung eine Vielzahl sich
deutlich voneinander unterscheidender Enzymaktivitdten nachgewiesen werden,
ohne dass jedoch Aussagen Uber die jeweiligen Reaktionspartner gemacht werden

konnen.

Die WO 01/94924 A2 sowie DE 100 27 794 A1 beschreiben ein Verfahren zur Ana-
lyse Enzym-katalysierter Umsetzungen mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie. Die-
ses Verfahren ist jedoch lediglich auf die Analyse von Enzym-katalysierten Reaktio-
nen gerichtet, z.B. zur Bestimmung der Enzymkinetik. Die DE 100 27 794 A1 defi-
niert dabei selbst Enzym-katalysierte Umsetzungen als ,enzymatische Reaktionen
mit ganzen Zellen®. Ein &ahnliches Verfahren wird auch in der DE 100 44 132 A1
beschrieben, in dem ebenfalls mit ganzen Zellen gearbeitet wird. Aus diesen Druck-

schriften lassen sich daher keiner Erkenntnisse Uber einzelne Proteine gewinnen.

Ausgehend von diesem Stand der Technik ist es Aufgabe der vorliegenden Erfin-
dung, ein Verfahren zum Aufspiiren und zur Identifizierung von Biomolekulen wie
beispielsweise Proteinen oder Peptiden, die potentielle Enzymaktivitat aufweisen,

zur Verflgung zu stellen.

Unter Enzymaktivitat im Sinne der Erfindung wird dabei verstanden, dass derartige
Biomolekile wie beispielsweise Proteine oder Peptide in der Lage sind, Biomolekul-
Enzym-Komplexe zu bilden, resp. auf ihrer Oberflache solche Epitope aufweisen,
die mit Enzymen reagieren. Ferner, dass nach Aufldsen des Komplexes das ur-
spriingliche Substrat chemisch verandert als Reaktionsproduki(e) hervorgeht, wobei
die Bildung des Produktes auf eine definierte Zeiteinheit bezogen wird. Ferner wird
darunter aber auch verstanden, dass die Biomolekiile Uberhaupt in der Lage sind

(ganz generell) Biomolekul-Substrat-Komplexe zu bilden, bei denen das Substrat
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kein Enzym, sondern beispielsweise Antikérper, synthetische Stoffe, Medikamente,

Phamazeutika etc. sein kbnenn.

Gelost wird diese Aufgabe durch die Merkmale des Anspruchs 1. Erfindungsgeman

ist danach ein Verfahren zum Erkennen von Enzymaktivitaten von beliebigen Prote-

infraktionen vorgesehen, welches aus mehreren aufeinanderfolgenden Verfahrens-

schritten gekennzeichnet ist, n&dmlich

a)

b)

d)

Gewinnung eines Proteinextrakts. In diesem Verfahrensschritt wer-
den aus biologischen Quellen wie z.B. menschlichem oder tierischen

Gewebe oder aus pflanzlichen Zellen Proteine extrahiert.

Fraktionierung des Proteinextrakts. Der Proteinextrakt wird uber meh-
rere chromatographische Schritte soweit aufgereinigt, bis individuelle
Proteine weitgehend homogen vorliegen. In diesem Verfahrensschritt
werden zur Erstellung einer Proteinbibliothek Proben, die aus unter-
schiedlichen Reinigungsschritten stammen koénnen, getrennt vonein-

ander gesammelt.

Teilen der Fraktionen des Proteinextrakis zur Erstellung einer Prote-
inbibliothek, wobei ein Teil jeder Fraktion distinkt immobilisiert wird
(immobilisierte Proteinbibliothek) und der korrespondierende, nicht
immobilisierte Teil der Proteinfraktion zur spateren ldentifizierung
eingefroren wird (geldste Proteinbibliothek). In diesem Verfahrens-
schritt wird jede individuelle Probe nach der Fraktionierung in 2 oder
mehr Teile aufgeteilt. Ein Teil der Probe wird an Partikel kovalent ge-
bunden. Ein weiterer Teil der Probe wird fir die spatere Identifizie-
rung interessierender Proteine eingefroren. Um die voneinander ge-
trennten Proteine in die Proteinbibliothek aufnehmen zu kénnen,
werden die Proteine kovalent an Partikel gebunden. Nach dem Bin-
den werden die Partikel von nicht-bindenden Substanzen befreit. Die
immobilisierten Partikel werden im Kihlschrank oder Gefrierschrank
gelagert. Zur Stabilisierung kdnnen den Partikeln geeignete Agentien

zugesetzt sein.

Aliquots der immobilisierten Proteinfraktionen aus der Proteinbiblio-
thek werden mit einem Subsirat inkubiert. Das Substrat wird so ge-
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wahlt, das es (im Falle der Anwesenheit des gesuchten Proteins) von
der gesuchten katalytischen Aktivitat des Proteins (Enzyms) che-
misch verandert wird und sich Uber das entstehende Reaktionspro-
dukt die chemische Reaktion erkennen lasst. Uber massenspektro-
metrische Methoden werden daher letztlich Enzymaktivitadten der im-

mobilisierten Proteine der Fraktionen gemessen.

Massenspektrometrische Messung der Proben nach d). Eine solche
Messung kann auch mehrmals durchgefiihrt werden, oder aber in de-
finierten Zeitintervallen. Hierzu werden der Reaktionsmischung Pro-
ben entnommen und fiir massenspektrometrische Analysen (MS)
nach im wesentlichen bekannten Techniken vorbereitet. Die Proben
der Reaktionsmischungen werden mit der MS analysiert, um die Re-

aktionsprodukte zu identifizieren.

Vergleich der Proben, die Enzymaktivitaten aufweisen mit den Frakti-
onen nach b). Ein Vorliegen der Uberprifften katalytischen Eigen-
schaft im Reaktionsgemisch ist daran erkennbar, dass ein oder meh-
rere Reaktionsprodukte, die aus dem Substrat durch chemische Um-
setzung hervorgegangen sind, nachgewiesen werden kénnen, nam-
lich durch Vergleich (nicht Substrat-modifizierten) mit den Ausgangs-
substanzen. Dies kann mithilfe eines entsprechenden Software-

Programms erfolgen.

Identifizierung der Proben, die Enzymaktivitaten aufweisen mit den
Fraktionen der gelésten Proteinbibliothek nach c¢). Mit im wesentli-
chen bekannten proteinchemischen Methoden der Analytik und Se-
quenzierung koénnen die Proteine, von denen man aufgrund des
durchlaufenden Verfahrens (d-f) weil3, dass sie mit dem Substrat re-

agiert haben, identifiziert werden.

ErfindungsgemaR ist vorgesehen, dass zur effektiveren Fraktionierung die Verfah-

rensschritte b) bis e) zyklisiert wiederholt werden kénnen.

30 Vorteilhaft ist es, die Fraktionen in Fraktionssammelgefalen oder Multi-Deep-Well

Platten (mit n Kavitaten, n > 1) zu sammeln. Das gleiche gilt fir die Immobilisierung,
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die vorzugsweise in Reaktionsgefallen oder auf Multi-Well-Platten (mit n Kavitaten,

n > 1) erfolgt.

Im Sinne der Erfindung werden unter ,Substrate” fir die Reaktion mit den immobili-
sierten Proteinfraktionen in der Natur vorkommende Biomolekule jeglicher Art, aber
auch synthetische organische Molekule bzw. Hybride von in der Natur vorkommen-
den Biomolekilen verstanden, beispielsweise - aber nicht ausschliellich - Enzyme,
Proteine, Peptide etc.. Die Substrate kénnen zu Substratbibliotheken zusammenge-
fasst werden, wobei solche Substratbibliotheken aus einem Gemisch von mehreren
Substraten oder aus einem Substrat (Molektl) mit multifunktionellen Gruppen im

Sinn reaktionsspezifischer Gruppen bestehen kénnen.

Die Erfindung setzt sich mithin zum Ziel, ein automatisiertes Plattform-System zu
entwickeln, dass aus Proteinextrakten Proteinbibliotheken herstellt, diese auf En-
zymaktivitaten durchsucht und die den Aktivitaten zugrundliegenden Enzyme identi-
fiziert. Die Proteinbibliothek entsteht dabei durch Immobilisierung von Proteinfraktio-
nen. Durch die Immobilisierung wird eine Stabilisierung der Enzymaktivitdten und
die Fahigkeit zur Langzeitlagerung erreicht sowie die massenspektrometrische Ana-
lyse der Reaktionsprodukte ermdglicht. Um Enzyme in der Proteinbibliothek zu fin-
den, werden die immobilisierten Proteine mit den fir die gesuchten Enzyme spezifi-
schen Substraten inkubiert. Die Anwesenheit eines gesuchten Enzyms kann dann
als wahrscheinlich angenommen werden, wenn die erwarteten Reaktionsprodukte
detektiert werden. Der Nachweis der Reaktionsprodukte erfolgt mit der Mas-
senspektrometrie, wodurch eine hohe Flexibilitat in Bezug auf die einsetzbaren
Substrate, auf das Erkennen unerwarteter Reaktionsprodukte und ein schnelles

Screenen einer Protein-Bibliothek erreicht wird.

Der grundsétzliche erfindungsgeméfie Verfahrensablauf sieht wie folgt aus: Ein ge-
gebener Proteinextrakt wird tiber Vorversuche (,Scouting”-Versuche) beziglich sei-
ner Zusammensetzung charakterisiert, um aus den gewonnenen Daten eine Frakti-
onierungsstrategie zu entwickeln, die unter Ausnutzung der Kombination mehrerer
orthogonaler chromatographischer Trenntechniken (d.h. Trenntechniken, die sich in
ihren Trennmechanismen deutlich voneinander unterscheiden), den Erhalt von Frak-
tionen mit einer moglichst kleinen Zahl von Proteinen ermdglicht. Ein Aliquot einer

jeden Proteinfraktion wird flir eine eventuelle spatere Identifizierung eingefroren und
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gelagert. Durch diese Massnahme besteht auch die Méglichkeit bei Bedarf eine inte-
ressierende Fraktion weiteren Reinigungsschritten zu unterziehen. Die Proteinbiblio-
thek der immobilisierten Proteinfraktionen ist so angelegt, dass eine einzelne Frakti-
on gegen eine Vielzahl unterschiedlicher Substrate zeitlich unabhéngig getestet
werden kann. Diese Moglichkeit verlangt, dass die immobilisierten Proteine portio-
niert aus der Bibliothek entnommen werden kdénnen. Die Wahl der Substrate ist vom
jeweiligen Screening-Ziel abhangig. Fur die Suche nach synthetisierenden oder me-
tabolisierenden Enzymen sind die Substrate naturgeman definiert. Die Detektion der
Reaktionsprodukte erfolgt in der Regel massenspektrometrisch, andere Detektions-
systeme wie Bio-Assays lassen sich jedoch ebenfalls verwenden. Sobald das erwar-
tete Reaktionsprodukt detektiert ist und damit die Existenz des gesuchten Enzyms
in der untersuchten immobilisierten Proteinfraktion angezeigt hat, wird die entspre-
chende nicht-immobilisierte Fraktion mit den klassischen Methoden der Proteinana-
lytik identifiziert. Die Besonderheit des erfindungsgemaRen Verfahrens besteht in
dem Verfahrensschritt, die Proteine nach ihrer Reinigung zu immobilisieren. Durch
die Immobilisierung werden fir das System mehrere unverzichtbare Vorteile erzielt:

1. Die Immobilisierung sorgt flr eine Stabilisierung der Proteine. Dieser Effekt
wird in der biotechnologischen Anwendung von Enzymen seit etlichen Jah-
ren genuizt (Tischer, W. and Kasche, V. (1999), Trends in Biotechnology 17,
326).

2. Die Immobilisierung ermoglicht zusétzlich eine Langzeitlagerung, die flr den
Aufbau und die Verwendung von Proteinbibliotheken notwendig ist. Die
Neuheit des Systems besteht in dem Ansatz, entstandene Reaktionsproduk-
te durch direkte massenspektrometrische Analyse (ESI- oder MALDI-MS)
der Inkubationslosungen nachzuweisen. Dieser direkte Nachweis wird erst

durch die Immobilisierung der Proteine mdglich.

3. Die Immobilisierung der Proteine verhindert SignalintensitéatseinbuRen der

massenspektrometrischen Analysen durch die Abwesenheit der Proteine.

4. Die Immobilisierung der Proteine ermoglicht enzymatische Reaktionen in

salzfreier wassriger Losung, einer sehr wichtigen Bedingung fiir den direkten
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Nachweis der Reaktionsprodukte aus der Inkubationslésung mit der Mas-

senspektrometrie.

5. Die Kombination der Immobilisierung der Proteine mit der Massenspektro-
metrie erlaubt die Miniaturisierung des Nachweissystems: Fir einen einzel-
nen Reaktionsansatz sind jeweils nur einige wenige Gelpartikel und Sub-

stratldsungen < 1 pi realisierbar.

Den Gelpartikeln, an denen die Proteine immobilisiert werden, kommt deshalb im
Rahmen der Erfindung eine zentrale Bedeutung zu. Durch die Entwicklung magneti-
scher Gelpartikel soll die automatisierte Herstellung und Handhabung der Protein-
bibliothek vereinfacht werden. Im Vergleich zu herkdmmlichen Systemen zum
Nachweis von Enzymaktivitdien besteht der besondere Vorteil der Erfindung in ihrer
breiten Anwendbarkeit in Bezug auf die Substrate, da keine Festlegung auf fluores-
zierende Substrate, Substrate mit UV-absorbierenden Gruppen oder Isotopen-
markierte Substrate erfolgt, sondern mit underivatisierten, nicht-radioaktiven Origi-
nal-Substraten gearbeitet werden kann. Hierdurch wird der Gefahr vorgebeugt, dass
die Substrate aufgrund sterischer Veranderungen, die durch Derivatisierung entste-
hen, von ihren Enzymen nicht mehr erkannt werden oder das falsch positive Ergeb-
nisse dadurch entstehen kénnen, dass die mit Chromophoren derivatisierten Mo-
dellsubstrate an anderen als den erwarteten chemischen Bindungen umgesetzt
(z.B. gespalten) werden. Durch den Nachweis der Reaktionsprodukte mit der Mas-
senspektrometrie ist im Vergleich zu anderen Methoden wie der HPLC der Vorteil
der Eindeutigkeit bei der Identifizierung der Reaktionsprodukte gegeben. Identische
Retentionszeiten der HPLC kdnnen auch von nicht-identischen Substanzen verur-
sacht werden. Der Einsatz der Massenspektrometrie ermdglicht eine schnelle auto-
matisierbare Analyse auch groRerer Probenmengen. Die Geschwindigkeit der Ana-
lysen kann durch Inkubation der immobilisierten Proteine mit mehreren Substraten
gleichzeitig zusatzlich beschleunigt werden. Auch dieser Vorteil wird erst durch den

Einsatz der Massenspektrometrie moglich.

Ein weiterer besonderer Vorteil gegentber jeder bisher entwickelten Methodik be-
steht in der Mdglichkeit, nicht nur die Anwesenheit eines gesuchten Proteins mit
bekannten Reaktionsprodukten zu erkennen, sondern im Fall neu entstandener un-

erwarteter Reaktionsprodukte auch Proteine aufzusptiiren, deren katalysierte Reak-
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tion bisher nicht bekannt war. Dieser Vorteil ist insbesondere fir die Untersuchung
der Metabolisierung von neuen Wirkstoffen und die Identifizierung der zugehdrigen
Enzyme sowie fir die Erkundung neuer Stoffwechselwege von Interesse. Durch die
Besonderheit der Proteinbibliothek, namlich die Immobilisierung der Proteine auf
magnetischen Partikeln, die in 96well Platten abgelegt und gelagert werden konnen,
ist das System nicht ausschlielich auf die Massenspekirometrie fixiert, sondern
offen fiir beliebige andere Systeme zum Nachweis von Reaktionsprodukten, ein-
schlieRlich Systemen zum Nachweis biologischer Wirkung. Da die Inkubation der
Substrate mit den immobilisierten Proteinen in salzfreien Medien funktioniert, ist
eine ideale Kompatibilitat zu Bio-Assays gewahrleistet. Viele Bio-Assays zeigen
unter nicht-physiologischen Bedingungen, wie sie durch begleitende Salze entste-

hen kdnnen, falsch-positive Ergebnisse.

Aus einem komplexen Proteinextrakt wird durch Fraktionierung und anschlie3ende
Immobilisierung der gereinigten Proteine eine Proteinbibliothek hergestellt, die an-
schlieRend mit geeigneten Substraten nach verschiedenen Enzymaktivitaten durch-
sucht wird. Die jeweils zu trennenden Proteinextrakte werden so grol} gewahlt, dass
auch nach mehrfachen Fraktionierungsschritten eine fur die Immobilisierung und
Identifizierung ausreichend groRe Proteinmenge erhalten bleibt; eine absolute Men-
ge der Proteine im Extrakt von 10 — 100 g hat sich dabei als zweckdienlich erwie-

sen.

Die Erstellung der Proteinbibliotheken erfolgt durch schonende Fraktionierung von
Proteinextrakten. Hierzu werden gréfere Proteinextrakte im Grammbereich mit we-
nigen Trennschritten soweit aufgetrennt, dass in den einzelnen Proteinfraktionen
eine moglichst kleine Zahl von Proteinen zu finden ist. Dies wird durch die Anwen-
dung einer besonderen Form der Displacement-Chromatographie (Sample-Self-

Displacement) erreicht.

Die gereinigten Proteine werden an Affinitatschromatographiegel-Partikel immobili-
siert. Um die immobilisierten Proteine einfach handhaben und automatisieren zu
kdnnen, werden ferner auch magnetische Gelpartikel fiir die Immobilisierung ver-
wendet, die eine geeignete Geloberflache aufweisen, die eine mdglichst hohe En-
zymaktivitat gewahrleisten. Die Gelpartikel werden durch Immobilisierungs-, Wasch-

, Dosier- und Inkubationsschritte bewegt, vorzugsweise automatisiert. Diese Auto-
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matisierung sorgt vorteilnaft gleichzeitig dafiir, dass flir die nachfolgenden mas-
senspekrometrischen Messungen, MALDI-Probentrédger oder ein Elektrospray-
Injektionssystem beschickt werden; damit liegt ein automatisiertes Interface zum
Massenspekirometer vor. Die Analyse der Reaktionsprodukte mit der Mas-
senspektrometrie (z.B. MALDI- oder ESI-MS) nach Inkubation der Substrate mit den
immobilisierten Proteinen erfolgt ebenfalls automatisiert und die gewonnenen Daten
werden Uber eine korrespondierende Software verwaltet und ggf. ausgewertet. Frak-
tionen mit Enzymaktivitat werden mit proteinchemischen Methoden auf Reinheit
geprift und identifiziert. Dazu werden die gewonnenen Fraktionen auf Einheitlichkeit
mit Techniken wie der 2D-Elektrophorese oder der Mikrobore-HPLC analysiert und
die entsprechenden Fraktionen per MALDI-MS und LC-ESI-MS/MS oder dem Ed-
man-Abbau identifiziert. GroRe Proteine werden per 1DE-SDS-Gel nachgereinigt
und analysiert; basische Proteine kénnen mittels einer fir ribosomale Proteine ent-
wickelten Technik Uberprift werden (Koc EC, Burkhart W, Blackburn K, Koc H, Mo-
seley A, Spremulli LL. Protein Identification of four proteins from the small subunit of
the mammalian mitochondrial ribosome using a proteomics approach. Protein Sci.
2001 Mar;10(3):471-81).

Das automatisierte System zur Durchfithrung des erfindungsgemafien Verfahrens
umfasst folgende Komponenten: Ein System (,Scouting”-System) zur Erkundung
der Zusammensetzung des Exirakts, welches Daten fur die Kombination der Reini-
gungsschritte liefert, ein mehrdimensionales Chromatographie-System zur Fraktio-
nierung der Proteinexirakte, einen Roboter zur Immobilisierung der Proteine, zur
automatischen Inkubation von Substraten mit Fraktionen der immobilisierten Protei-
ne sowie zum Transfer der Reaktionsprodukte zum Massenspekirometer, einem

Massenspektrometer und einem Datenverarbeitungssystem.

Als Quelle fiir den Proteinextrakt werden in den untenstehenden Beispielen Schwei-
ne-Nieren gewahlt. Diese Wahl hat den Vorteil, dass die notwendigen Organe tber
Schlachthofe in ausreichender Menge besorgt werden koénnen. Als Organ wird die
Niere eingesetzt, weil sich mit diesem Organ konkrete wissenschaftliche Fragestel-
lungen verbinden lassen (beispielsweise Suche nach Angiotensin II- und Urotensin-
generierenden Enzymen ). Diese Fragestellung ist insofern fur das Projekt als Mo-
dell fur die Evaluierung des Systems interessant, als der Nachweis der Enzymaktivi-

taten Uber den massenspekirometrischen Nachweis der Reaktionsprodukte (Angio-
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tensin | bzw. Angiotensin II; Urotensin) nach Inkubation von Reninsubstrat bzw. Pro-
Urotensin mit immobilisierten Proteinfraktionen gefuhrt werden kann. Die Wahl der
Niere als Quelle fiir die Proteine ist auch deshalb von Vorteil, weil dieses Gewebe
bekanntermaflen Renin synthetisiert. Als Kontrolle fur die Funktionsfahigkeit der
Erfidung soll das Aufspiiren und die Identifizierung von Renin dienen. Renin, eine in
der Niere gebildete spezifische Protease, katalysiert die Hydrolyse von Renin-
substrat, bei der Angiotensin | als Reaktionsprodukt entsteht.

Ein effektives Chromatographiesystem, mit dem es gelingt, Proteinexirakte mog-
lichst schnell und schonend in seine Einzelbestandteile aufzureinigen wird durch a)
die systematische Suche (,Scouting“-Experimente) nach geeigneten Parametern fur
die chromatographische Trennung des Proteinextraktes und b) durch die Kombina-
tion unterschiedlicher Chromatographiesaulen (Affinitéts-, lonenaustausch-, Grol3e-
nausschluf-, Hydrophobe-Interaktions-, Hydroxylapatit, Immobilisierte-Metallionen-
Affinitats- und Reversed-Phase-Chromatographie) erreicht, die auf orthogonalen
Trennprinzipien basieren. Einzelne Fraktionen werden durch Techniken wie Saulen-
schalten direkt an die jeweils folgende Chromatographiesaule weitergegeben, ohne
dass die Proteinfraktionen das System verlassen, sprich in Fraktionsgefallen zwi-
schengelagert werden miissen. Um Verdinnungen der Proteinfraktionen zu vermei-
den, werden weitgehend Adsorptionschromatographie-Medien eingesetzt. Die An-
wendung der Displacement-Chromatographie-Technik gewahrieistet ebenfalls kon-
zentrierte Proteinfraktionen. Die Fraktionierungsstrategie beinhaltet folgende Schrit-
te: Nach dem Anlegen eines Proteinextraktpools, der grof genug ist, um eine Viel-
zahl von Fraktionierungsexperimenten mit identischen Proben durchzufihren, wird
dieser Pool beziiglich seiner Protein-Zusammensetzung und enzymatischen Aktivi-
taten charakterisiert (,Scouting”-Experimente). Durch SDS-PAGE-Elektrophoresen,
isoelektrische Fokussierungen und 2D-Elektrophoresen wird als erstes ein detaillier-
tes Bild Uber die im Extrakt vorhandenen Proteine gewonnen. Diese Daten dienen
der weiteren Planung der Fraktionierung, wobei der Proteinextrakt nicht nur in seine
Komponenten getrennt werden soll, sondern die gereinigten Proteine auch ihre en-
zymatischen Aktivitaten nicht verlieren durfen. Die Eluate der Chromatographieme-
dien werden zusétzlich mit Elektrophoresen untersucht, um die Effektivitat und Se-
lektivitat der jeweiligen chromatographischen Parameter zu dokumentieren. Zur U-
berprifung des Einflusses der chromatographischen Schritte auf Enzymaktivitaten

sollen gangige Substrate fiir verschiedene Enzyme eingesetzt werden. Die Enzym-
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kinetiken werden mit Methoden der UV-Spektroskopie und der Fluoreszenzspektro-
skopie untersucht. Der Einsatz dieser Techniken ist notwendig, um die Aktivitaten
nicht nur nach sondern auch vor der Immobilisierung messen zu kénnen. Uber den
Vergleich der Enzymkinetiken vor und nach Immobilisierung sind Aussagen Gber

den Einfluss der Immmobilisierung auf die Enzymaktivitaten mdglich.

Die Problematik beim Erstellen / Aufbau der Proteinbibliothek ist, Proteinextrakte mit
dem Ziel zu fraktionieren, eine méglichst effektive Trennung der Proteine mit hoher
Aufldsung zu erreichen — unter gleichzeitigem Erhalt moglichst vieler enzymatischer
Aktivitaten. Aliquots der chromatographisch gewonnenen Fraktionen mussen nach

erfolgreicher Trennung fur die Proteinbibliothek immobilisiert werden.

Die massenspektrometrischen Untersuchungen der immobilisierten Protein-
Substrat-Komplexe zum Nachweis der enzymatischen Aktivitat der Proteine werden
mit den Methoden der MALDI-Massenspektrometrie durchgefiihrt, insbesondere mit
einem Reflektor-MALDI-Massenspekirometer. Sowohl die Arbeitsschritte zur Immo-
bilisierung als auch der massenspektrometrische Nachweis enzymatischer Aktivita-
ten sollen moglichst weitgehend automatisiert werden, lassen sich gegebenenfalls

aber nattrlich auch ,manuell* (chne Automatismus) durchfiihren.

Ferner ist im Rahmen der Erfindung vorgesehen, dass die Proteinbibliotheken ohne
Verlust der enzymatischen Aktivitaten langzeitgelagert werden kdénnen. Dabei ist es
gleichgiltig, auf welche Weise die Proteine immobilisiert sind, als beispielsweise
aktivierte Affinitatschromatographie-Gele oder auf magnetischen Gelpartikel. Derar-
tige magnetische Gelpartikel, sogenannte Magnetobeads werden beispielsweise

von der Fa. chemagen angeboten (sieche www.chemagen.de). Die Kupplungsche-

mie zwischen Magnetobeads und nicht-Magnetobeads ist im wesentlichen bekannt.
Der Vorteil der Verwendung von Magnetobeads liegt in der leichter zu automatisie-

renden Handhabung der Partikel mithilfe von Elektromagneten.

Vorteile des  erfindungsgemafen  automatisierten =~ Massenspektrometrie-
unterstitzten System zum Screenen von Proteinbibliotheken auf enzymatische Akti-
vitaten (MESS) liegen in folgendem:
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Die Erfindung erweist sich als vorteilhaft fur die funktionelle Proteomfor-
schung im Sinn eines Vergleichs zweier verschiedener Lebenszustande
(Profiling von Enzymaktivitaten mit zu entwickelnden Substratbibliotheken
multifunktioneller Sonden), sowie fiir die Suche nach neuen Enzymen flr
die Synthese von Biomolekilen (mit bekannten Biomolekilen als Substra-
te), fur die Metabolisierung von Molekllen (Substrate: Biomolekule, Wirk-
stoffe) und fUr die organische Synthese (Substrate: Synthesebausteine);
Vorteile liegen sowohl in der Forschung als auch in der Industrie. Neben der
Moglichkeit die Erfindung fir die systematische funktionelle Proteomfor-
schung zu nutzen, wird auch die Bricke zur Pharmaco-Genomics- und zur
Metabolomics-Forschung geschlagen, da neue Wirkstoff-relevante Enzyme
erkannt und Stoffwechselwege mit der Erfindung untersucht werden kon-

nen.

Es erlaubt der Proteomforschung eine systematische Suche nach funktions-

relevanten Proteinen.

Es stellt eine Methode zum Aufsplren von Enzymen dar, deren biologisches
Erkennungsprinzip durch ihre Substratspezifitat gegeben ist. Als Beispiel fur
Anwendungen kann die Suche nach Enzymen genannt werden, mit denen
die spezifische Detektion eines gegebenen Analyten durchgefihrt werden
soll. Ferner konnen mithilfe der Erfindung Synthesewege und Metaboliten in
Zellsystemen verfolgt werden.

Das System lasst sich sowohl zur gezielten Suche nach Enzymen fur die
Umsetzung eines gegebenen Stoffes als auch zur Erkundung naturlicher
Synthesewege nutzen.

Die Erfindung dient als Werkzeug flr die Suche nach neuen Enzymen fur
sémtliche biotechnologischen Bereiche, in denen Enzyme eingesetzt wer-
den. Hierzu z&hlt die pharmazeutische Industrie (Suche nach neuen Targets
(Enzymen) fur die Wirkstoffentwicklung, Suche nach neuen Enzymen fir die
Synthese von Wirkstoffen, Entschlisselung der Metabolisierung neuer
Wirkstoffe, Entwicklung neuer Diagnostika), die Lebensmitteltechnologie
(Suche nach neuen Enzymen fur die Aufbereitung und Herstellung von Nah-
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rungsmitteln und Nahrungsmittelbausteinen, Entwicklung Enzym-basierter
Analytik) und die chemische Industrie (Suche nach Enzymen flr die Syn-
these von Substanzen, Suche nach Enzymen fur die Umsetzung von Abfall-
stoffen, Entwicklung Enzym-basierter Analytik).

Da an jeder Lebensaulerung einer Zelle Enzyme beteiligt sind, angefangen vom
Stoffwechsel, Uiber die Steuerung und Kommunikation bis zur Reproduktion, wird die
systematische Erforschung von Enzymaktivitdten und der zugehdrigen Enzyme zum
besseren Verstandnis von Lebensfunktionen beitragen. Als Werkzeug zur Suche
nach Enzymaktivitaten unbekannter Enzyme dient die Erfindung zur funktionellen
Proteomforschung. Durch Multiplex-Screening mit multifunktionellen Substraten
oder/und Substratgemischen / Substratbibliotheken ist es méglich, Profile von En-
zymaktivitaten von zwei zu vergleichenden Systemen zu erstellen. Mit der Erfindung
lassen sich Proteinbibliotheken von jeder prokaryoten oder eukaryoten Zelle (bzw.
deren Zellkulturen), jeder Zellkultur menschlicher oder tiericher Zellen, jedem
menschlichen oder tierischen Organ oder jeder erdenklichen Pflanze anlegen, die
gegen Substratbibliotheken auf Enzymaktivitdten durchsucht werden kénnen. Als
Substrate kénnen sowohl bekannte als auch unbekannte Substanzen oder Gemi-
sche dienen. Die Erfindung weist ein groBes Anwendungspotential auf und erstreckt
sich von der Biochemie der Mikroorganismen Uber die Biochemie der Pflanzen bis
zur klinischen Grundlagenforschung. Eine weiteres fir die Life-Science Forschung
wichtiges Anwendungsgebiet ist durch die Moglichkeit gegeben, Stoffwechselwege
verfolgen zu kénnen, da nicht nur unbekannte Enzyme aufgesplrt und identifiziert
werden, sondern gleichzeitig auch neue unbekannte Metaboliten erkannt werden

koénnen.

Weitere vorteilhafte MaRnahmen sind in den Gbrigen Unteranspriichen beschrieben;
die Erfindung wird nachfolgend auch anhand von Ausfilhrungsbeispielen und Figu-

ren naher beschrieben. Es zeigt:

Figur 1 Nachweis von Kallikrein-Aktivitat mittels Mas-
senspektrometrie: Massenspektrum der Reaktionslo-
sung der Inkubation von Kallikrein (Fa. Sigma), ge-
bunden an Partikel, mit Kallikrein-Substrat (10'5
mol/l), nach 30 min Inkubation. Die Signale entspre-
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chen einfach geladenen protonierten Molekulionen
(IM+H]*-lonen). Saralasin: Interner Standard (10°

mol/l).

Figur 2 Abhangigkeit der relativen Signalintensitat von
Lys-Bradykinin (Signalintensitat von Lys-Bradykinin :
Signalintensitéat)

Figur 3 Nachweis von Urotensin-generierender Aktivitat
aus einer Proteinfraktion: Massenspekirum eines Re-
aktionsgemisches einer Inkubation einer an Partikel
gebundenen Proteinfraktion aus Nierengewebe mit
einem Urotensin-Substrat nach 4 h Inkubationszeit.

Externer Standard: Saralasin.

Ausfiihrungsbeispiele:

Herstellung von Proteinextrakten:

Fur die Herstellung von Proteinextrakten werden Nieren von Schweinen verwendet.
Direkt nach ihrer Entnahme im Schlachthof werden diese in physiologischer Koch-
salzldsung ( 0,9 % NaCl-Ldsung) bis zur weiteren Verarbeitung gekthlt. Das Nie-
rengewebe wird (bei Temperaturen von 4 bis 6°C) in ca. 1 cm?® groRe Stiicke ge-
schnitten, in vorgekiihite Lyophilisationsgefae gefllt, in Flissigstickstoff eingefro-
ren und iber Nacht bei —80°C gelagert. In einer Lyophilisationsanlage werden die
Gewebestiicke ca. eine Woche 1 Woche vollstandig getrocknet. Die wasserfreien
Gewebestiicke werden dann mit einer Getreidemuhle auf feinster Stufe pulverisiert.
10 g des Pulvers werden in 200 ml Puffer (20 mM Hepes Puffer in 50 % destilliertes
Wasser, 50 % Glycerol,10* M Dithiothreitol, pH-Wert 7,4) geldst. Hierfur wird ein

Homogenisator verwendet.
Fraktionierung von Proteinextrakten:

Um geeignete Schritte fir die Fraktionierung des Proteinextrakts zu finden, werden
a) Fallungsversuche und b) Batch-Versuche (Scouting-Versuche) mit verschiedenen
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fur die Chromatographie von Proteinen anwendbare Gelmaterialien (z.B. lonenaus-
tauscher-Gele, Gele fur die hydrophobe Interaktionschromatographie, etc.) durchge-
fahrt. Aliquots der resultierenden Fraktionen werden auf ihre Proteinkonzentration
mit einem Bradford-Assay und auf ihre Zusammensetzung mit der SDS-PAGE-
Elektrophorese analysiert. Zum Nachweis enzymatischer Aktivitaten werden nach
jedem Schritt bzw. von jeder Fraktion Proben genommen. Aus den gewonnen Daten
werden dann Kombinationen von Reinigungsschritten gebildet, um Fraktionen zu
erhalten, die individuelle Proteine mdglichst hoher Reinheit enthalien. Die Kombina-
tion der Schritte ist abhangig von den Zielen, die mit der Reinigung verfolgt werden.
Grundsatzlich kénnen zwei unterschiedliche Ziele verfolgt werden, namlich 1.) die
gezielte Reinigung eines einzigen Enzyms oder 2.) eine hochaufldsende Fraktionie-
rung unter Erhalt einer Vielzahl von Aktivitaten. Die chromatographischen Reini-
gungsschritte werden so kombiniert, das Proteinfraktionen erst nach dem letzten
Reinigungsschritt das Chromatographie-System verlassen und in Sammelgefaien
(Deep-Well-Platten) gesammelt werden. Aliquots der Fraktionen werden fir die
Riicklage-Systeme aliquotiert.

Bindung der Proteine an Partikel:

Die Kupplung der Proteinen an Partikel erfolgt beispielsweise entsprechend Her-
manson et al. (Academic Press, 1992), 53-56). In dieser Vorschrift werden zur Bin-
dung von Proteinen an Partikel Bromcyan-aktivierte Partikel (Fa. Amersham) einge-
setzt. Die Partikel werden in der vierfachen ihrer eigenen Menge 1 mM HCI (pH 2-3)
geldst. Das gequollene Gel wird mehrmals mit dem 100-fachen des eigenen Volu-
mens mit HCI gesptilt. Dann wird es mit dem 5-10-fachen des eigenen Volumens
mit Wasser gewaschen. Anschliefend wird mit 5 ml Kopplungspuffer A (0,1 M
NaHCOQs-Puffer in 0,5 M NaCl, pH 8,3) pro Gramm trockenem Gel gewaschen und
anschlieend sofort das zu koppelnde Protein, geldst im Kopplungspuffer A (5-10
mg Protein pro ml Gel), zum Gel zugegeben und unter standigem Umschwenken
tber Nacht bei 4°C oder 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebunde-
nes Protein wird durch Spilen mit Kopplungspuffer A entfernt. Dann werden nicht
gebundene aktive Gruppen des Gels mit Glycin blockiert. Dazu wird das Gel mit
dem 2 bis 3-fachem des Gelvolumens an Kopplungspuffer B (0,2 M Glycin-Puffer in
Kopplungspuffer A) bei Raumtemperatur zwei Stunden oder bei 4°C Uber Nacht
unter stédndigem Umschwenken inkubiert. Es wird 3 mal abwechselnd mit Tris-HCI
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Puffer, pH 8,0 und Na-Acetat-Puffer, pH 4 gespuilt. Die Lagerung des fertigen Gels
erfolgt bei 2-8°C in 0,02%iger Natriumazidlésung.

Messung der enzymatischen Aktivitat mittels Massenspektrometrie:

Um Aussagen Uber die enzymatischen Aktivitaten individueller Fraktionen treffen zu
kénnen, muss die individuelle Fraktion mit einem Substrat inkubiert werden, das
durch die nachzuweisende Aktivitat chemisch verandert wird. (Im Beispiel der Fig.
1a: Proteolytische Spaltung von Kallikrein-Substrat durch Kallikrein zum Reaktions-
produkt Lys-Bradykinin). Der Nachweis der Aktivitat gelingt Uber den mas-
senspektrometrischen Nachweis des resultierenden Reaktionsprodukts. Um die
Reaktionsprodukte einer enzymatischen Aktivitat einer massenspekirometrischen
Messung mit der Elektrospray- (ESI-) oder der MALDI-MS zugénglich zu machen,
muss die zu analysierende Probe weitgehend von Salzen und anderen niedermole-
kularen Substanzen befreit sein. Diese Bedingung kann erflillt werden, wenn a) die
Komponenten der Fraktionen zuvor an Partikel gebunden werden und von Salzen
befreit werden und b) die Substrate in hochreinem Wasser geldst werden und in
dieser Losung die Inkubation stattfindet. Die Reaktionsprodukte kénnen dann direkt

ohne weitere Probenvorbereitung massenspektrometrisch analysiert werden.

Im hier angegebenen Beispiel der Fig. 1 wurde eine Kallikrein-Préparation an Parti-
kel gebunden und mit Kallikrein-Substrat inkubiert. Nach einem definierten Zeitinter-
vall (30 min) wird ein Aliquot der Reaktionsldsung (1,5 pl) abgenommen und auf die
Oberflache eines metallenen Ankertellers (Fa. Bruker) pipettiert. Anschlieend wer-
den 1,5 pl der UV-absorbierenden Desorptionsmatrix Hydroxy-a-cyano-Zimtsaure
(gesattigt in ACN/H,O (50/50) mit 0,1% Trifluoressigséure ) hinzugegeben. Nach
Kristallisation der Probe auf dem Probenteller wird dieser Uber eine Vakuumschleu-
se in das Massenspektrometer (Reflex Ill, Fa. Bruker) gebracht. Durch den Impuls
eines Stickstoff-Laserstrahl (VSL-337 ND, Laser Science, Wellenlange 337 nm, Im-
pulsdauer 4 ns, Energie 10°-10” W/cm?, Durchmesser des Bestrahlungsfeldes 50 —
100 pm) erfolgt die Desorption der Probenionen. Die Beschleunigungsspannung
Uqcc im elektrostatischen Feld betrug 10 kV, der im System vorliegende Druck 6-8 x
107 mbar. Die Aufzeichnung der Massenspektren wird mit einem LeCroy 9400
Transientenrecorder durchgefiihrt. Bei der Detektion werden 200 Spektren sum-

miert.
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Als weiteres Beispiel wird der massenspektrometrische Nachweis einer Urotensin-
generierenden Aktivitat dargestellt. Als Substrat wird ein Peptid (Urotensin-
generierendes-Enzym-Substrat) mit der Sequenz RIKKPYKKRGPPSECFWKY
(2430,3 Da) in einer Konzentration von 10° mol/l in HPLC-reinem Wasser gelost. Im
Fall der Anwesenheit einer Urotensin-generierenden Aktivitdt entsteht
GPPSECFWKY (hier "Urotensin" genannt). Im Massenspektrum ist dann ein Signal
der Masse 1214,33 Da zu erkennen (siehe Fig. 3). Dieses Signal entspricht dem
einfach protonierten lon eines Urotensin-ahnlichen Peptids. Aus dem Ricklagesys-
tem 1 wird ein Aliquot der an Partikel gebundenen Proteine entnommen und mit der
Urotensin-generierendes-Enzym-Substrat-Losung inkubiert. Nach einem definierten
Zeitintervall wird ein Aliquot der Reaktionslosung (1,5 pl) abgenommen und auf die
Oberflache eines metallenen Ankertellers (Fa. Bruker) pipettiert. AnschlieRend wer-
den 1,5 pl der UV-absorbierenden Desorptionsmatrix Hydroxy-a-cyano-Zimtsaure
(gesattigt in ACN/H,O (50/50) mit 0,1% Trifluoressigséure ) hinzugegeben. Nach
Kristallisation der Probe auf dem Probenteller wird dieser Uber eine Vakuumschleu-
se in das Massenspektrometer verbracht und die Probe analysiert, wie oben ange-

geben.
Berechnung der relativen Enzymaktivitat:

Die relative Enzym-Aktivitat wird hier definiert als Menge des Reaktionsprodukts, die

pro Zeiteinheit entsteht:

rel.Int,, — rel.Int,
L=t

relative Enzymaktivitat =

rel.Inty. relative Intensitét des Analyten, bezogen auf den internen Standard, bezo-

gen auf den Inkubationszeitraum {;.

Bei der Quantifizierung von Analyten (Reaktionsprodukten) mit dem MALDI-
Massenspektrometer tritt das folgende Problem auf: Das Signal der MALDI-MS ist
abhangig vom Ort, den der Laser auf der kristallisierten Probe trifft. Bedingt durch
die nicht gleichmaRige Ausrichtung der Kristalle zum Laser, variiert die Strahlungs-
energie, die der vom Laser getroffene Bereich absorbiert. Als Folge werden bei der

wiederholten Messung einer einzigen Probe unterschiedliche Intensitaten der Signa-
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le aufgrund der unterschiedlichen Intensitat der absorbierten Strahlungsenergie de-
tektiert. Infolge dessen ist haufig bei Einzelspekiren kein direkter Zusammenhang

zwischen Signal-Intensitat und Analyt-Konzentration zu erkennen.

Das Problem wird durch folgende Manahmen umgangen: Die Probe wird durch ein
automatisiertes Verfahren gemessen, bei dem der Laser der MALDI-MS nach vor-
geschriebenen Bahnen die Probe beschielt, um Bereiche zu finden die eine optima-
le Ausbeute an Signalintensitat gewahrleisten. Sobald ein Signal detektiert ist, wird
automatisch die Laserintensitat optimiert. Pro Bereich wurdén in diesem Beispiel
maximal 60 Impulse des Lasers auf die Probe gegeben. Wurde vor Erreichen der 60
Impulse kein Signal mehr detektiert, wird automatisch ein neuer Bereich auf der
Probe gesucht. Fur ein Gesamtspektrum wurden 200 Spektren summiert und gemit-
telt. Als weitere Malinahme zur Gewahrleistung, dass Signalintensitat und Analyt-
Konzentration sich proportional zueinander verhalten, wird ein externer Standard
der Matrix Saralasin (10° M bis 10" M ) zugegeben. 1,5 pl Losung der Standard-
Matrix-Mischung werden dann anschlieRend mit 1,5 pl Loéung des Analyten (hier
Lys-Bradykinin) vermischt wird. Nach der MS-Analyse wird der Quotient der relati-
ven Intensitat der Saralasinkonzentration und der relativen Intensitét der Reaktions-
produkt-Konzentration bestimmt. Fig. 2 gibt das Verh&ltnis der relativen, d.h. auf den
internen Standard bezogenen Signalintensitat von Lys-Bradykinin zur Konzentration

des Analyten wieder.
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Patentanspriiche

Verfahren zum Erkennen von Enzymaktivitaten von beliebigen Proteinex-

trakten, bestehend aus folgenden Verfahrensschritten:

a)
b)

c)

d)

f)

g)

Gewinnung eines Proteinextrakis,
Fraktionierung des Proteinextrakts,

Teilen der Fraktionen des Proteinextrakts zur Erstellung einer Prote-
inbibliothek, wobei ein Teil jeder Fraktion distinkt immobilisiert wird
(immobilisierte Proteinbibliothek) und der korrespondierende, nicht
immobilisierte Teil der Proteinfraktion zur spateren Identifizierung

eingefroren wird (geldste Proteinbibliothek),

Immobilisierte Proteinfraktionen der immobilisierten Proteinbibliothek

werden mit einem Substrat inkubiert,
Massenspektrometrische Messung der Proben nach d),

Vergleich der Proben, die Enzymaktivitaten aufweisen mit den Frakti-
onen nach b),

Identifizierung der Proben, die Enzymaktivitaten aufweisen mit den

Fraktionen der geldsten Proteinbibliothek nach c).

Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Verfahrensschritte b) bis e) zykli-

siert wiederholt werden.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der Proteinextrakt Gber ein

multidimensionales Chromatographie-System gereinigt und fraktioniert

wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 3, wobei die Fraktionen in Fraktions-

sammelgefaRen oder Multi-Deep-Well Platten (mit n Kavitaten, n > 1) ge-

sammelt werden.
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Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Partikel der einzelnen Fraktionen
durch kovalente Bindung an geeignete Immobilisierungssubstanzen im-

mobilisiert werden.

Verfahren nach Anspruch 5, wobei die Immobilisierung an magnetische

Beads oder Affinitatschromatographie-Gele erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, wobei die Immobilisierung in Reakti-

onsgefalen oder auf Multi-Well-Platten (mit n Kavitaten, n > 1) erfolgt.

Verfahren nach Anspruch 1, wobei als Substrate natlrliche Biomolekiile
jeglicher Art, aber auch synthetische organische Molekille bzw. Hybride

von in der Natur vorkommenden Biomolekillen verwendet werden.

Verfahren nach Anspruch 8, wobei als Substrate auch Substratbibliothe-
ken, bestehend aus einem Gemisch von mehreren Substraten verwendet

werden.

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 9, wobei die Verfahrensschritte b)

bis g) automatisiert werden.

Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 10, wobei die massenspektro-
metrische Messung der Proben nach Verfahrensschritt e) in definierten

Zeitintervallen erfolgt.

Verfahren nach den Anspruch 1 oder 8, wobei Verfahrensschritt €) ein-
oder mehrfach wiederholt wird
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