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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Genomtechniken riickten zu einem Punkt vor, bei dem es prinzipiell mdglich geworden ist, vollstandige
Genomsequenzen zu bestimmen und die mRNA-Niveaus fir jedes Gen, das in einer Zelle exprimiert wird,
quantitativ zu messen. Fir einige Spezies ist die vollstandige Genomsequenz nun bestimmt worden, und fur
einen Stamm der Hefe Saccharomyces cervisiae sind die mRNA-Niveaus fur jedes exprimierte Gen vorher un-
ter verschiedenen Wachstumsbedingungen (Velculescu et al., 1997) quantifiziert worden. Vergleichende cD-
NA-Anordnungsanalyse und verwandte Technologien sind verwendet worden, um die verursachten Verande-
rungen bei der Genexpression bei dem mRNA-Niveau durch gleichzeitiges Beobachten des Expressionsni-
veaus einer groRen Anzahl an Genen (in einigen Fallen alle Gene), die durch die untersuchte Zelle oder das
Gewebe (Shalon et al, 1996) exprimiert werden, zu bestimmen. Auflerdem sind biologische und Computer-
techniken verwendet worden, um die spezifische Funktion mit den Gensequenzen zu korrellieren. Die Interpre-
tation der Daten, die durch diese Techniken im Rahmen der Struktur, Kontrolle und des Mechanismus der bi-
ologischen Systeme erhalten wurden, ist als betréachtliche Herausforderung erkannt worden. Insbesondere ist
es sehr schwierig geworden, den Mechanismus von biologischen Verfahren durch Genomanalyse allein zu er-
klaren.

[0002] Proteine sind wesentlich fir die Kontrolle und Durchfiihrung von so gut wie jedem biologischen Ver-
fahren. Die Geschwindigkeit der Synthese und die Halbwertszeit der Proteine und daher ihr Expressionsniveau
werden ebenso post-transkriptionell kontrolliert. AuBerdem wird die Aktivitdt von Proteinen haufig durch
post-translatorische Modifikationen, insbesondere Proteinphosphorylierung, und in Abhangigkeit der Assozia-
tion des Proteins mit anderen Molekilen, einschlief3lich DNA und Proteine, moduliert. Weder das Niveau der
Expression noch der Zustand der Aktivitat der Proteine ist daher direkt aus der Gensequenz oder sogar des
Expressionsniveaus des entsprechenden mRNA-Transkripts offensichtlich. Es ist daher wesentlich, dal} eine
vollstandige Beschreibung eines biologischen Systems Messungen umfal}t, die die Identitat, Menge und den
Zustand der Aktivitat der Proteine, die das System bilden, angeben. Die Grolimafstabs-Analyse (allumfas-
send) von Proteinen, die in einer Zelle oder Gewebe exprimiert werden, ist als Proteom-Analyse (Pennington
et al., 1997) bezeichnet worden.

[0003] Gegenwartig erreicht keine Proteinanalysetechnologie den Durchsatz und das Niveau der Automati-
sierung der Genomtechnologie. Die bekannteste Durchfiihrung der Proteom-Analyse basiert auf der Trennung
von Komplexproteinproben am bekanntesten durch zweidimensionale Gelelektrophorese (2DE) und die an-
schlieRende sequentielle Identifikation der getrennten Proteinspezies (Ducret et al., 1998; Garrels et al., 1997;
Link et al., 1997; Shevchenko et al., 1996; Gygi et al. 1999; Boucherie et al., 1996). Dieser Ansatz ist durch die
Entwicklung von starken massenspektrometrischen Techniken und die Entwicklung von Computeralgorithmen
revolutioniert worden, die Protein- und Peptidmassenspektraldaten mit Sequenzdatenbanken in Beziehung
setzen, und daher Proteine schnell und eindeutig identifizieren (Eng et al., 1994; Mann und Wilm, 1994; Yates
et al., 1995). Diese Technologie erreichte ein Niveau an Empfindlichkeit, das nun die Identifikation von im we-
sentlichen jedem Protein ermdglicht, das durch konventionelle Proteinfarbeverfahren, einschliellich Silberfar-
ben, nachweisbar ist (Figeys und Aebersold, 1998; Figeys et al., 1996; Figeys et al., 1997; Shevchenko et al.,
1996). Jedoch begrenzt die sequentielle Weise, bei der Proben verarbeitet werden, den Probendurchsatz, die
empfindlichsten Verfahren sind schwierig zu automatisieren gewesen, und Proteine mit geringer Haufigkeit,
wie Regulatorproteine, entziehen sich dem Nachweis ohne vorherige Anreicherung, wodurch der dynamische
Bereich der Technik effektiv eingeschrankt wird. In dem 2DE/(MS)N-Verfahren werden die Proteine durch Den-
sitometrie von gefarbten Flecken in den 2DE-Gelen quantifiziert.

[0004] Die Entwicklung der Verfahren und Instrumentierung fiir automatisierte, datenabhangige Elektrospri-
hionisierungs-(ESI)-Tandem-Massenspektrometrie (MS") zusammen mit Mikrokapillarflissigchromatographie
(MLC) und Datenbankforschung hat die Empfindlichkeit und Geschwindigkeit der Identifizierung von gelge-
trennten Proteinen bedeutend erhoht. Als Alternative zu dem 2DE/MS"-Ansatz der Proteom-Analyse ist die di-
rekte Analyse durch Tandem-Massenspektrometrie von Peptidgemischen, die durch die Verdauung von Kom-
plexproteingemischen erzeugt werden, vorgeschlagen worden (Dongr'e et al., 1997). yLC-MS/MS ist ebenso
erfolgreich fur die GroRmalfistabs-Identifizierung von einzelnen Proteinen direkt aus den Gemischen ohne
gelelektrophoretische Trennung (Link et al., 1999; Opitek et al., 1997) verwendet worden. Wahrend diese An-
satze die Proteinidentifizierung dramatisch beschleunigen, kénnen die Mengen der analysierten Proteine nicht
leicht bestimmt werden, und diese Verfahren konnten das Problem des dynamische Bereichs, das ebenso auf
den 2DE/MS/MS-Ansatz zutrifft, nicht wesentlich mindern. Deshalb sind Proteine mit geringer Haufigkeit in
Komplexproben ebenso schwierig durch das pLC/MS/MS-Verfahren ohne deren vorherige Anreicherung zu
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analysieren.

[0005] Es ist daher offensichtlich, dall gegenwartige Technologien, obwohl sie geeignet sind, die Komponen-
ten von Proteingemischen zu identifizieren, weder zum Messen der Menge noch des Zustands an Aktivitat des
Proteins in einem Gemisch fahig sind. Selbst evolutionare Verbesserungen der gegenwartigen Ansatze wer-
den wahrscheinlich keine ausreichenden Fortschritte machen, die routinemafige quantitative und funktionelle
Proteom-Analyse in die Realitat umzusetzen.

[0006] Diese Erfindung stellt Verfahren bereit, die bei der Proteom-Analyse eingesetzt werden kénnen, wobei
die in traditionellen Techniken inharenten Einschrankungen tberwunden werden. Der beschriebene grundle-
gende Ansatz kann zur quantitativen Analyse der Proteinexpression in Komplexproben (wie Zellen, Geweben
und Fraktionen davon), zum Nachweis und zur Quantifizierung von speziellen Proteinen in Komplexproben
eingesetzt werden.

[0007] In dieser Hinsicht ist eine Vielzahl an analytischen Techniken fir klinische und diagnostische Assays
derzeit erhaltlich, die die Gegenwart, Abwesenheit, den Mangel oder Uberschul eines Proteins oder einer Pro-
teinfunktion, in Verbindung mit einem normalen oder einem Krankheitszustand, nachweisen. Wahrend diese
Techniken ziemlich empfindlich sind, stellen sie nicht zwangslaufig eine chemische Speziation von Produkten
bereit, und kdnnen infolgedessen schwer fur das gleichzeitige Analysieren von mehreren Proteinen oder En-
zymen in einer einzelnen Probe verwendet werden. Gegenwartige Verfahren kdnnen nicht zwischen abwei-
chender Expression von unterschiedlichen Enzymen oder deren Fehlfunktionen unterscheiden, die zu einer
bekannten Gruppe von klinischen Symptomen fuhren. Die Verfahren hierin kdnnen in klinischen und diagnos-
tischen Assays zum gleichzeitigen (multiplex) Uberwachen von multiplen Proteinen eingesetzt werden.

[0008] US 5,650,270 offenbart Markierungsreagenzien, die als "Freisetzungsmarkierungen” bezeichnet wer-
den. Diese Freisetzungsmarkierungen sind dreiteilige Molekiile, die durch die generische Formel Sg-Re-Rx
dargestellt werden kénnen, in der Sg eine "Signalgruppe” darstellt, Rx eine "Reaktivitatsgruppe” darstellt, ent-
haltend eine funktionelle Gruppe, die mit einer zu markierenden Substanz reagiert, wodurch die Freisetzungs-
markierung angelagert wird, und Re eine "Freisetzungsgruppe” darstellt, bei der die Spaltung bei einer entspre-
chenden Zeit und unter entsprechenden Bedingungen auftreten kann, um die Signalgruppe Sg in einer Form,
die zur Bestimmung geeignet ist, freizusetzen.

Zusammenfassung der Erfindung

[0009] Diese Erfindung stellt Massenspektrometrie-basierende Verfahren zur schnellen und quantitativen
Analyse von Proteinen in Gemischen von Proteinen bereit. Das analytische Verfahren kann zur qualitativen
und insbesondere zur quantitativen Analyse von globalen Proteinexpressionsprofilen in Zellen und Geweben
verwendet werden, d. h. die quantitative Analyse von Proteomen. Das Verfahren kann ebenso zum Screenen
und Identifizieren von Proteinen eingesetzt werden, deren Expressionsniveau in Zellen, Gewebe oder biologi-
schen Flussigkeiten durch einen Stimulus (beispielsweise Verabreichung eines Arzneimittels oder Kontakt mit
einem moglicherweise toxischen Material), durch eine Veranderung der Umwelt (beispielsweise Nahrstoffge-
halt, Temperatur, Verlauf der Zeit) oder durch eine Veranderung im Zustand oder Zellzustand (beispielsweise
Krankheitszustand, Malignitat, ortsgerichtete Mutation, gezielte Genzerstérung) der Zelle, des Gewebes oder
Organismus, aus dem die Probe stammt, beeinfluRt wird. Die Proteine, die in einem derartigen Screen identi-
fiziert werden, kdnnen als Marker fir den veranderten Zustand fungieren. Beispielsweise kdnnen die Verglei-
che von Proteinexpressionsprofilen von normalen und malignen Zellen zur Identifizierung von Proteinen fih-
ren, deren Gegenwart oder Abwesenheit charakteristisch und diagnostisch fir die Malignitat sind.

[0010] In einer beispielhaften Ausfiihrungsform kdnnen die Verfahren hierin eingesetzt werden, um hinsicht-
lich Veranderungen bei der Expression von speziellen Proteinen zu screenen. Diese Veranderungen kénnen
durch eine Vielzahl an Chemikalien, einschlieRlich pharmazeutische Agonisten oder Antagonisten oder még-
licherweise schadlichen oder toxischen Materialien, hervorgerufen werden. Das Wissen derartiger Verande-
rungen kann zum Diagnostizieren Enzym-basierender Krankheiten und zum Untersuchen des komplexen, re-
gulativen Netzwerkes in Zellen nitzlich sein.

[0011] Die Verfahren hierin kbnnen ebenso zum Durchflihren einer Vielzahl an klinischen und diagnostischen
Analysen verwendet werden, um die Gegenwart, Abwesenheit, den Mangel oder Uberschul’ eines gegebenen
Proteins in einer biologischen Flussigkeit (beispielsweise Blut) oder in Zellen oder Gewebe nachzuweisen. Das
Verfahren ist bei der Analyse von Komplexgemischen aus Proteinen, d. h. denen, die 5 oder mehr unterschied-
liche Proteine oder Proteinfunktionen enthalten, besonders nutzlich.
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[0012] Das erfindungsgemale Verfahren setzt affinitdtsmarkierte reaktive Proteinreagenzien ein, die die se-
lektive Isolation von Peptidfragmenten aus den komplexen Gemischen ermdglicht. Die isolierten Peptidfrag-
mente sind fur die Gegenwart eines Proteins charakteristisch in solchen Gemischen. Isolierte Peptide werden
durch Massenspektrometrie-(MS-)-techniken charakterisiert. Insbesondere kann die Sequenz von isolierten
Peptiden unter Verwendung der Tandem-MS-(MS"-)-techniken bestimmt werden, und durch die Anwendung
von Sequenzdatenbankforschungstechniken kann das Protein, aus dem das sequenzierte Peptid stammt,
identifiziert werden. Die Reagenzien stellen ebenso unterschiedliches Isotopenmarkieren von isolierten Pepti-
den bereit, die die quantitative Bestimmung durch Massenspektrometrie der relativen Mengen an Proteinen in
unterschiedlichen Proben erleichtert. Ebenso erleichtert die Verwendung von unterschiedlich isotopenmarkier-
ten Reagenzien als interne Standards die quantitative Bestimmung der absoluten Mengen von einem oder
mehreren Proteinen, die in der Probe vorliegen.

[0013] Die affinitdtsmarkierten reaktiven Proteinreagenzien dieser Erfindung weisen drei Teile auf: eine Affi-
nitdtsmarkierung (A), die an eine reaktive Proteingruppe (PRG) durch eine Linkergruppe (L) kovalent gebun-
den ist:

A-L-PRG

[0014] Der Linker kann unterschiedlich isotopenmarkiert werden, beispielsweise durch Substitution von ei-
nem oder mehreren Atomen in dem Linker mit einem stabilen Isotop davon. Beispielsweise kdnnen Wasser-
stoffe mit Deuteriums oder C'? mit C* substituiert werden.

[0015] Die Affinitdtsmarkierung A fungiert als molekularer Griff, welcher selektiv an ein Abfangreagenz (CR)
kovalent oder nicht-kovalent bindet. Das Binden an CR erleichtert die Isolation von Peptiden, Substraten oder
Reaktionsprodukten, die mit A gekennzeichnet oder markiert wurden. In speziellen Ausfihrungsformen ist A
Strepavidin oder Avidin. Nach der Affinitatsisolierung von affinitdtsmarkierten Materialien, wobei einige von de-
nen isotopenmarkiert werden kénnen, wird die Wechselwirkung zwischen A und dem Abfangreagenz unterbro-
chen oder gestort, um die MS-Analyse der isolierten Materialien zu erméglichen. Die Affinitdtsmarkierung kann
durch das Abfangreagenz durch Addition von Verdrangungsliganden, die freies A oder ein Derivat von A sein
kénnen, oder durch Andern der Losungsmittel- (beispielsweise Lésungsmitteltyp oder pH) oder Temperaturbe-
dingungen verdrangt werden, oder der Linker kann chemisch, enzymatisch, thermisch oder photochemisch ge-
spalten werden, um die isolierten Materialien fir die MS-Analyse freizusetzen.

[0016] Die hierin bereitgestellten PRG-Gruppen reagieren selektiv mit einer funktionellen Proteingruppe, um
eine kovalente oder nicht-kovalente Bindung zu bilden, die das Protein an speziellen Stellen markiert. In spe-
ziellen Ausfihrungsformen ist PRG eine Gruppe mit spezifischer Reaktivitat fir bestimmte Proteingruppen, wie
die Spezifitat fir Sulfhydrylgruppen, und ist im allgemeinen zum selektiven Markieren von Proteinen in kom-
plexen Gemischen nutzlich. Ein spezielles Sulfhydrylreagenz markiert Proteine, die Cystein enthalten.

[0017] Reagenzien in Ubereinstimmung mit der Erfindung weisen die allgemeine Formel auf:
A—B1—X1—(CHz)n—[Xz—(CH2)m]X—X3—(CHz)p—X4—B2—PRG

worin;

A eine Affinitdtsmarkierung ist;

PRG die reaktive Proteingruppe ist;

X', X2, X3 und X* unabhangig voneinander und X? unabhangig von anderem X? in der Linkergruppe aus O, S,
NH, NR, NRR", CO, COO, COS, S-S, SO, SO,, CO-NR', CS-NR', Si-O, Aryl- oder Diarylgruppen ausgewahit
sein kénnen, oder X' bis X* nicht vorhanden sein kénnen, aber vorzugsweise mindestens eines von X' bis X*
vorliegt;

B' und B? unabhéngig voneinander optionale Komponenten sind, die das Binden der A- oder PRG-Gruppe an
den Linker erleichtern oder unerwiinschte Spaltung von diesen Gruppen aus dem Linker verhindern kénnen,
und beispielsweise aus COO, CO, CO-NR', CS-NR' ausgewahlt werden kénnen und eine oder mehrere
CH,-Gruppen allein oder in Kombination mit anderen Gruppen, beispielsweise (CH,),-CONR', (CH,),-CS-NR'
oder (CH,),, enthalten konnen;

n, m, p und q ganze Zahlen sind, die Werte von 0 bis etwa 100 aufweisen kénnen, wobei vorzugsweise eines
von n, m, p oder g nicht 0 ist, und x ebenso eine ganze Zahl ist, die zwischen 0 und 100 liegen kann, wobei die
Summe von n + xm + p + q vorzugsweise weniger als etwa 100 und starker bevorzugt weniger als etwa 20
betragt;

R eine Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Alkoxy- oder Arylgruppe ist; und
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R' ein Wasserstoffatom, eine Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Alkoxy- oder Arylgruppe ist.

[0018] Eine oder mehrere der CH,-Gruppen des Linkers kdnnen gegebenenfalls mit kleinen C,-Cg-Alkyl-, -Al-
kenyl- oder -Alkoxygruppen, einer Arylgruppe substituiert werden oder kénnen mit funktionellen Gruppen, die
die lonisierung fordern, wie sauren oder basischen Gruppen, welche eine bleibende positive oder negative La-
dung tragen, substituiert werden. Eine oder mehrere Einzelbindungen, die die CH,-Gruppen in dem Linker ver-
binden, kdnnen durch eine Doppel- oder eine Dreifachbindung ersetzt werden. Bevorzugte R- und R'-Alkyl-,
Alkenyl-, Alkinyl- oder Alkoxygruppen sind klein mit 1 bis etwa 6 Kohlenstoffatomen.

[0019] Ein oder mehrere der Atome in dem Linker kénnen mit einem stabilen Isotop substituiert werden, um
ein oder mehrere im wesentlichen chemisch identische, aber isotopen-unterscheidbare Reagenzien zu erzeu-
gen. Beispielsweise kdnnen ein oder mehrere Wasserstoffatome in dem Linker mit Deuterium substituiert wer-
den, um isotopenschwere Reagenzien zu erzeugen.

[0020] In einer beispielhaften Ausfihrungsform enthalt der Linker Gruppen, die gespalten werden kénnen, um
die Affinitatsmarkierung zu entfernen. Wenn eine spaltbare Linkergruppe eingesetzt wird, wird sie typischer-
weise gespalten, nachdem affinitdtsmarkierte Peptide, Substrate oder Reaktionsprodukte unter Verwendung
der Affinitatsmarkierung zusammen mit dem CR isoliert worden sind. In diesem Fall bleibt jede Isotopenmar-
kierung in dem Linker vorzugsweise an das Protein, Peptid, Substrat oder Reaktionsprodukt gebunden.

[0021] Linkergruppen umfassen unter anderem: Ether, Polyether, Etherdiamine, Polyetherdiamine, Diamine,
Amide, Polyamide, Polythioether, Disulfide, Silylether, Alkyl- oder Alkenylketten (geradkettig oder verzweigt,
und Teile, die cyclisch sein kdnnen), Aryl-, Diaryl- oder Alkyl-Aryl-Gruppen. Arylgruppen in Linkern kénnen ein
oder mehrere Heteroatome (beispielsweise N-, O- oder S-Atome) enthalten.

[0022] Quantitative relative Mengen an Proteinen in unterschiedlichen Proben, die Proteingemische (bei-
spielsweise biologische Flissigkeiten, Zell- oder Gewebelysate, usw.) enthalten, kdnnen unter Verwendung
chemisch identischer, affinitdtsmarkierter und unterschiedlich isotopenmarkierter Reagenzien bestimmt wer-
den, um die Proteine in den unterschiedlichen Proben affinitdtszumarkieren und unterschiedlich isotopenzu-
markieren. In diesem Verfahren wird jede zu vergleichende Probe mit einem unterschiedlich isotopenmarkier-
ten Reagenz behandelt, um bestimmte Proteine darin mit der Affinitdtsmarkierung zu markieren. Die behan-
delten Proben werden dann vorzugsweise in gleichen Mengen kombiniert, und die Proteine in der kombinierten
Probe werden enzymatisch aufgeschlossen, wenn notwendig, um Peptide zu erzeugen. Einige der Peptide
werden affinitatsmarkiert und aulierdem werden markierte Peptide, die aus unterschiedlichen Proben stam-
men, unterschiedlich isotopenmarkiert. Wie oben beschrieben, werden affinitdtsmarkierte Peptide isoliert, aus
dem Abfangreagenz freigesetzt und durch (LC/MS) analysiert. Peptide, die fir ihren Proteinursprung charak-
teristisch sind, werden unter Verwendung von MS"-Techniken sequenziert, was die |dentifizierung von Protei-
nen in den Proben ermdglicht. Die relativen Mengen eines gegebenen Proteins in jeder Probe werden durch
Vergleichen der relativen Haufigkeit der lonen, die aus unterschiedlich markierten Peptiden, aus denen dieses
Protein stammt, erzeugt werden, bestimmt. Das Verfahren kann verwendet werden, um die relativen Mengen
an bekannten Proteinen in unterschiedlichen Proben einzuschétzen. Da auRerdem das Verfahren kein vorhe-
riges Wissen Uber den Typ an Proteinen, die in den Proben vorliegen kénnen, bendtigt, kann es verwendet
werden, um Proteine zu identifizieren, die bei unterschiedlichen Niveaus in den Uberpriften Proben vorliegen.
Insbesondere kann das Verfahren angewendet werden, um Proteine zu screenen und zu identifizieren, die un-
terschiedliche Expression in Zellen, Gewebe oder biologischen Fliissigkeiten aufweisen.

[0023] Es ist ebenso moglich, die Niveaus an spezifischen Proteinen in mehrfachen Proben in einer Einzela-
nalyse (Multiplexing) zu quantifizieren. In diesem Fall kdnnen die Affinitatsmarkierungsreagenzien, die verwen-
det werden, um Proteine zu derivatisieren, die in unterschiedlichen affinitdtsmarkierten Peptiden aus unter-
schiedlichen Proben vorliegen, selektiv durch Massenspektrometrie quantifiziert werden.

[0024] In diesem Aspekt der Erfindung stellt das Verfahren die quantitative Messung von spezifischen Prote-
inen in biologischen Flissigkeiten, Zellen oder Geweben bereit, und kann angewendet werden, um die globa-
len Proteinexpressionsprofile in unterschiedlichen Zellen und Geweben zu bestimmen. Dieselbe allgemeine
Strategie kann erweitert werden, um die Proteom-breite, qualitative und quantitative Analyse des Zustands der
Modifikation von Proteinen durch Einsetzen von Affinitatsreagenzien mit unterschiedlichen Spezifitaten fir die
Reaktion mit Proteinen zu erreichen. Das Verfahren und die Reagenzien dieser Erfindung kénnen verwendet
werden, um Proteine mit geringer Haufigkeit in komplexen Gemischen zu identifizieren, und kdnnen verwendet
werden, um spezielle Gruppen oder Klassen an Proteinen, wie Membran- oder Zelloberflachenproteine, oder
Proteine, die innerhalb von Organellen, sub-Zellfraktionen oder biochemischen Fraktionen, wie Immunfallun-
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gen, enthalten sind, selektiv zu analysieren. AuRerdem kénnen diese Verfahren angewendet werden, um die
Unterschiede in exprimierten Proteinen in unterschiedlichen Zellzustdnden zu analysieren. Beispielsweise
koénnen die Verfahren und Reagenzien hierin in diagnostischen Assays zum Nachweis der Gegenwart oder Ab-
wesenheit von ein oder mehreren Proteinen, die fir einen Krankheitszustand, wie Krebs, bezeichnend sind,
eingesetzt werden.

Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung

[0025] Die erfindungsgemalfien Verfahren setzen affinitdtsmarkierte reaktive Proteinreagenzien ein, bei de-
nen die Affinitatsmarkierung an eine reaktive Proteingruppe durch einen Linker kovalent gebunden wird. Der
Linker ist isotopenmarkiert, um Paare oder Gruppen von Reagenzien zu erzeugen, die im wesentlichen che-
misch identisch sind, aber die durch Masse unterscheidbar sind. Beispielsweise kdnnen irgendeines oder meh-
rere der Wasserstoff-, Stickstoff-, Sauerstoff- oder Schwefelatome in dem Linker durch deren isotop stabile Iso-
tope: 2H, *C, ®N, 7O, 80 oder *S ersetzt werden.

[0026] Geeignete Affinitatsmarkierungen binden selektiv entweder kovalent oder nicht-kovalent und mit hoher
Affinitat an ein Abfangreagenz (CR). Die CR-A-Wechselwirkung oder -Bindung sollte nach ausgedehnten und
mehrfachen Waschungen mit einer Vielzahl an Lésungen intakt bleiben, um nicht-spezifisch gebundene Kom-
ponenten zu entfernen. Die Affinitdtsmarkierung bindet minimal oder vorzugsweise Uberhaupt nicht an die
Komponenten in dem Assaysystem, au3er CR, und bindet nicht signifikant an die Oberflachen der Reaktions-
behalter. Jede nicht-spezifische Wechselwirkung der Affinitdtsmarkierung mit anderen Komponenten oder
Oberflachen sollte durch mehrfaches Waschen, das CR-A intakt laRt, unterbrochen werden. Auflerdem muf}
es moglich sein, die Wechselwirkung von A und CR zu unterbrechen, um Peptide, Substrate oder Reaktions-
produkte beispielsweise durch Zugabe eines Verdrangungsliganden oder durch Andern der Temperatur- oder
Lésungsmittelbedingungen freizusetzen. Vorzugsweise reagiert weder CR noch A mit anderen Komponenten
in dem Assaysystem chemisch, und beide Gruppen sollten Uber den Zeitraum eines Assays oder Experiments
chemisch stabil sein. Die Affinitdtsmarkierung unterliegt vorzugsweise nicht der peptidahnlichen Fragmentie-
rung wahrend der (MS)"-Analyse. Die Affinitdtsmarkierung ist vorzugsweise in der zu analysierenden Proben-
flissigkeit 16slich, und das CR sollte in der Probenflissigkeit, auch wenn es an ein unlésliches Harz, wie Aga-
rose, gebunden wird, I6slich bleiben. Bei CR bedeutet der Ausdruck I6slich, dal® CR ausreichend hydratisiert
oder anderweitig solvatisiert wird, so dal® es zum Binden an A richtig fungiert. CR oder CR-enthaltende Kon-
jugate sollten nicht in der zu analysierenden Probe vorliegen, aufler wenn sie zugegeben werden, um A ein-
zufangen.

[0027] Beispiele von A- und CR-Paaren umfassen:

d-Biotin oder strukturell modifizierte Biotin-basierende Reagenzien, einschlief3lich d-Iminobiotin, das an Prote-
ine von Avidin/Streptavidin bindet, das beispielsweise in den Formen Streptravidin-Agarose, oligomeres-Avi-
din-Agarose oder monomeres Avidin-Agarose verwendet werden kann;

irgendein 1,2-Diol, wie 1,2-Dihydroxyethan (HO-CH,-CH,-OH), und andere 1,2-Dihydroxyalkane, einschlief3-
lich denen der cyclischen Alkane, beispielsweise 1,2-Dihydroxycyclohexan, das an eine Alkyl- oder Arylbors-
aure oder -Borsaureester bindet, wie Phenyl-B(OH), oder Hexyl-B(OEthyl),, die mittels der Alkyl- oder Aryl-
gruppe an ein festes Tragermaterial, wie Agarose, gebunden werden kdnnen;

Maltose, das an Maltose-bindendes Protein bindet (sowie irgendein anderes Zucker/Zucker-bindendes Prote-
inpaar oder allgemeiner an Ligand/Ligand-bindende Proteinpaare, die die oben erladuterten Eigenschaften auf-
weisen);

ein Hapten, wie Dinitrophenylgruppe, fir jeden Antikérper, wo das Hapten an einen Anti-Hapten-Antikorper bin-
det, der das Hapten erkennt, beispielsweise wird die Dinitrophenylgruppe an ein Anti-Dinitrophenyl-IgG binden;
einen Liganden, der an ein Ubergangsmetall bindet, beispielsweise wird ein Oligomerhistidin an Ni(ll) binden,
das Ubergangsmetall-CR kann in Form eines harzgebundenen, chelatisierten Ubergangsmetalls, wie Nitrilotri-
essigsaure-chelatisiertes Ni(ll) oder Iminodiessigsaure-chelatisiertes Ni(ll), verwendet werden;

Glutathion, das an Glutathion-S-Transferase bindet.

[0028] Im allgemeinen wird irgendein A-CR-Paar zur Affinitatsanreicherung, die den oben erlauterten Eig-
nungskriterien entspricht, allgemein verwendet. Biotin und Biotin-basierende Affinitatsmarkierungen werden
bevorzugt. Von besonderem Interesse sind strukturell modifizierte Biotine, wie d-Iminobiotin, die aus Avidin-
oder Streptavidinsaulen unter Losungsmitteibedingungen, kompatibel mit ESI-MS-Analyse, wie verdiinnte
Sauren, enthaltend 10 bis 20% organisches Losungsmittel, eluiert werden. Es wird erwartet, daf® d-Iminobio-
tin-markierte Verbindungen in Losungsmitteln unter pH 4 eluieren werden. d-Iminobiotin-markierte reaktive
Proteinreagenzien kénnen durch Verfahren, die fur die entsprechenden Biotin-markierten Reagenzien hierin
beschrieben werden, synthetisiert werden.
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[0029] Ein Verdrangungsligand, DL, wird gegebenenfalls verwendet, um A durch CR zu ersetzen. Geeignete
DLs liegen typischerweise nicht in den Proben vor, es sei denn sie werden zugegeben. DL sollte in der zu ana-
lysierenden Probe chemisch und enzymatisch stabil sein, und sollte nicht mit den Komponenten (anders als
CR) in den Proben reagieren oder daran binden, oder nicht-spezifisch an die Wande des Reaktionsbehalters
binden. DL unterliegt vorzugsweise nicht der peptidahnlichen Fragmentierung wahrend der MS-Analyse, und
seine Gegenwart in einer Probe sollte die lonisierung von markierten Peptid-, Substrat- oder Reaktionsprodukt-
konjugaten nicht signifikant unterdrticken.

[0030] DL selbst wird vorzugsweise wahrend der massenspektrometrischen Analyse minimal ionisiert, und
die Bildung von lonen, die aus DL-Clustern bestehen, ist vorzugsweise minimal. Die Wahl von DL hangt von
den A- und CR-Gruppen ab, die eingesetzt werden. Im allgemeinen wird DL gewahlt, um A durch CR in einer
vernunftigen Zeitspanne, héchstens innerhalb einer Woche seiner Zugabe, aber starker bevorzugt innerhalb
weniger Minuten oder bis zu einer Stunde, zu ersetzen. Die Affinitadt von DL fur CR sollte vergleichbar oder
starker als die Affinitat der markierten Verbindungen, die A enthalten, fir CR sein. AuRerdem sollte DL in dem
Lésungsmittel, das wahrend der Elution von markierten Verbindungen, die A enthalten, aus CR, verwendet
wird, 16slich sein. DL ist vorzugsweise freies A oder ein Derivat oder strukturelle Modifikation von A. Beispiele
von DL umfassen d-Biotin oder d-Biotin-Derivate, insbesondere die, die Gruppen enthalten, die die Clusterbil-
dung unterdriicken oder die lonisierung in der MS unterdriicken.

[0031] Die Linkergruppe (L) sollte in der zu analysierenden Probenflissigkeit I16slich sein, und sie sollte in be-
zug auf die chemische Reaktion, beispielsweise im wesentlichen chemisch inert, mit Komponenten der Proben
sowie den A- und den CR-Gruppen stabil sein. Der Linker sollte, wenn er an A gebunden ist, nicht mit der spe-
zifischen Wechselwirkung von A mit CR interferieren oder mit der Verdrangung von A aus CR durch einen Ver-
drangungsliganden oder durch eine Veranderung der Temperatur oder des Losungsmittels interferieren. Der
Linker sollte minimal oder vorzugsweise Uberhaupt nicht an andere Komponenten in dem System, an Reakti-
onsbehalteroberflachen oder CR binden. Jede der nicht-spezifischen Wechselwirkungen des Linkers sollte
nach mehrfachen Waschungen, die den A-CR-Komplex intakt lassen, unterbrochen werden. Die Linker unter-
liegen vorzugsweise nicht der peptidahnlichen Fragmentierung wahrend der (MS)"-Analyse. Hochstens einige
der Atome in den Linkergruppen sollten ohne weiteres durch stabile Schweratomisotope ersetzbar sein. Der
Linker enthalt vorzugsweise Gruppen oder Komponenten, die die lonisierung der affinitatsmarkierten Reagen-
zien, Peptide, Substrate oder Reaktionsprodukte erleichtern.

[0032] Um die lonisierung zu férdern, kann der Linker saure oder basische Gruppen, beispielsweise COOH,
SO,H, primére, sekundare oder tertidre Aminogruppen, Stickstoff-heterocyclen, Ether oder Kombinationen von
diesen Gruppen enthalten. Der Linker kann ebenso Gruppen mit einer bleibenden Ladung, beispielsweise
Phosphoniumgruppen, quartdre Ammoniumgruppen, Sulfoniumgruppen, chelatisierte Metallionen, Tetralkyl-
oder Tetrarylborat oder stabile Carbanionen, enthalten.

[0033] Die kovalente Bindung des Linkers an A oder PRG sollte typischerweise nicht vorsatzlich durch che-
mische oder enzymatische Reaktionen wahrend des Assays gespalten werden. In einigen Fallen kann es wiin-
schenswert sein, den Linker aus der Affinitatsmarkierung A oder aus dem PRG abzuspalten, um die Freiset-
zung aus einer Affinitatssaule zu erleichtern. Daher kann der Linker beispielsweise durch chemische, thermi-
sche oder photochemische Reaktion spaltbar sein. Photospaltbare Gruppen in dem Linker kdnnen die 1-(2-Ni-
trophenyl)-ethylgruppe umfassen. Thermisch labile Linker kbnnen beispielsweise ein doppelstrangiger Duplex
sein, der aus zwei komplementaren Strangen aus Nukleinsaure, einem Strang einer Nukleinsaure mit einem
komplementaren Strang einer Peptidnukleinsdure oder zwei komplementaren Peptidnukleinsaurestrangen,
die sich beim Erwarmen aufspalten werden, gebildet wird. Spaltbare Linker umfassen ebenso die mit Disulfid-
bindungen, sauren oder basischen labilen Gruppen, einschliellich unter anderem Diarylmethyl- oder Trime-
thylarylmethylgruppen, Silylether, Carbamate, Oxyester, Thioester, Thionoester und a-fluorierte Amide und Es-
ter. Enzymatisch spaltbare Linker kdnnen beispielsweise Protease-empfindliche Amide oder Ester, B-Lactama-
se-empfindliche B-Lactamanaloga und Linker enthalten, die Nuklease-spaltbar oder Glycosidase-spaltbar
sind.

[0034] Die reaktive Proteingruppe (PRG) ist eine Gruppe, die mit bestimmten funktionellen Proteingruppen
selektiv reagiert. Jede selektiv reaktive Proteingruppe sollte mit einer funktionellen Gruppe von Interesse, die
in mindestens einem Teil der Proteine in einer Probe vorliegt, reagieren. Die Reaktion von PRG mit funktionel-
len Gruppen an dem Protein sollte unter Bedingungen stattfinden, die nicht zum wesentlichen Abbau der Ver-
bindungen in der zu analysierenden Probe flihren. Beispiele von selektiv reaktiven PRGs, die zur Verwendung
in affinititsmarkierten Reagenzien dieser Erfindung geeignet sind, umfassen die, die mit Sulfhydrylgruppen re-
agieren, um Proteine, die Cystein enthalten, zu markieren, die, die mit Aminogruppen, Carboxylatgruppen, Es-
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tergruppen, reaktiven Phosphatgruppen und reaktiven Aldehyd- und/oder Ketongruppen oder nach der Frag-
mentierung mit CNBr mit Homoserinlakton reagieren.

[0035] Reaktive Thiolgruppen umfassen Epoxide, a-Halogenacylgruppen, Nitrile, sulfonierte Alkyl- oder
Arylthiole und Maleimide. Reaktive Aminogruppen markieren Aminogruppen in Proteinen und umfassen Sul-
fonylhalogenide, Isocyanate, Isothiocyanate, aktive Ester, einschlieBlich Tetrafluorphenylester, und N-Hydro-
xysuccinimidylester, Saurehalogenide und Saureanhydride. Aulerdem umfassen reaktive Aminogruppen Al-
dehyde oder Ketone in Gegenwart oder Abwesenheit von NaBH, oder NaCNBHj.

[0036] Reaktive Carbonsauregruppen umfassen Amine oder Alkohole in Gegenwart eines Kopplungsmittels,
wie Dicyclohexylcarbodiimid oder 2,3,5,6-Tetrafluorphenyltrifluoracetat, und in Gegenwart oder Abwesenheit
eines Kopplungskatalysators, wie 4-Dimethylaminopyridin; und Ubergangsmetall-Diamin-Komplexe, ein-
schlielich Cu(ll)phenanthrolin.

[0037] Reaktive Estergruppen umfassen Amine, die beispielsweise mit Homoserinlakton reagieren.

[0038] Reaktive Phosphatgruppen umfassen chelatisiertes Metall, wobei das Metall, beispielsweise Fe(lll)
oder Ga(lll), mit beispielsweise Nitrilotriessigsaure oder Iminodiessigsaure chelatisiert wird.

[0039] Reaktive Aldehyd- oder Ketongruppen umfassen Amin plus NaBH, oder NaCNBH,, oder diese Rea-
genzien, nachdem zunachst ein Kohlenhydrat mit Periodat behandelt wurde, um ein Aldehyd oder Keton zu
erzeugen.

[0040] Interne Standards, die geeignet isotopenmarkiert werden, kénnen in den erfindungsgemafen Verfah-
ren eingesetzt werden, um die absoluten quantitativen Mengen an Proteinen in den Proben zu messen. interne
Standards sind von besonderer Verwendung in Assays, die beabsichtigen, die affinitatsmarkierten Produkte
von enzymatischen Reaktionen zu markieren. In dieser Anmeldung ist der interne Standard zu dem markierten
enzymatischen Produkt chemisch identisch, das durch die Wirkung des Enzyms auf das affinitadtsmarkierte En-
zymsubstrat erzeugt wurde, aber tragt Isotopenmarkierungen, die ?H, *C, "N, 7O, 80 oder *S umfassen kon-
nen, was es ermoglicht, durch die MS-Techniken unabhangig voneinander nachgewiesen zu werden. interne
Standards zur Verwendung in dem Verfahren hierin, um ein oder mehrere Proteine in einer Probe zu quantifi-
zieren, werden durch die Reaktion von affinitdtsmarkierten reaktiven Proteinreagenzien mit einem bekannten
Protein hergestellt, um die affinitatsmarkierten Peptide zu erzeugen, die durch den Aufschlu® des markierten
Proteins gebildet werden. Affinitatsmarkierte Peptide-interne Standards sind im wesentlichen zu den entspre-
chenden affinitdtsmarkierten Peptiden, die durch den Aufschlufd des affinitatsmarkierten Proteins gebildet wer-
den, chemisch identisch, auRer dal sie unterschiedlich isotopenmarkiert werden, um ihren unabhangigen
Nachweis durch MS-Techniken zu erméglichen.

[0041] Das erfindungsgemafRe Verfahren wird angewendet, um die relativen Mengen von ein oder mehreren
Proteinen in zwei oder mehr Proteinproben zu bestimmen, wobei die Proteine in jeder Probe mit affinitatsmar-
kierenden Reagenzien, die im wesentlichen chemisch identisch, aber unterschiedlich isotopenmarkiert sind,
umgesetzt werden. Die Proben werden kombiniert und als eins verarbeitet. Die relative Menge von jedem mar-
kierten Peptid, die die relative Menge des Proteins, aus dem das Peptid stammt, widerspiegelt, wird durch die
Messung der jeweiligen Isotopenpeaks durch Massenspektrometrie bestimmt.

[0042] Die erfindungsgemafien Verfahren kénnen auf die Analyse oder den Vergleich der mehrfach unter-
schiedlichen Proben angewendet werden. Proben, die durch die erfindungsgemafen Verfahren analysiert wer-
den kdnnen, umfassen Zellhomogenate; Zellfraktionen; biologische Flussigkeiten, einschlieRlich Urin, Blut und
Hirn-Ruckenmarks-Flissigkeit; Gewebehomogenate; Tranen; Fakalien; Speichel; Spulungsflissigkeit, wie
Lungen- oder Peritonealspilungen; Gemische aus biologischen Molekilen, einschliel3lich Proteine, Lipide,
Kohlenhydrate und Nukleinsauren, die durch teilweise oder vollstandige Fraktionierung von Zell- oder Gewe-
behomogenaten erzeugt werden.

[0043] Die erfindungsgemafien Verfahren setzen MS- und (MS)"-Verfahren ein. Wahrend eine Vielzahl an MS
und (MS)" verfugbar ist und in diesen Verfahren verwendet werden kénnen, werden matrixunterstutzte Laser-
desorptionsionisierungs-MS-(MALDI/MS-) und Elektrospruhionisierungs-MS-(ESI/MS-)-Verfahren bevorzugt.

Quantitative Proteom-Analyse

[0044] Dieses Verfahren wird in Schema 1 unter Verwendung eines Biotin-markierten reaktiven Sulfhydrylre-
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agenz flr quantitative Proteinprofiimessungen in einem Probenproteingemisch und einem Referenzproteinge-
misch schematisch dargestellt. Das Verfahren umfal}t die folgenden Schritte:

Reduktion. Disulfidbindungen von Proteinen in den Proben- und Referenzgemischen werden zu freien
SH-Gruppen reduziert. Das bevorzugte Reduktionsmittel ist Tri-n-butylphosphin, das unter Standardbedingun-
gen verwendet wird. Alternative Reduktionsmittel umfassen Mercaptoethylamin und Dithiothreitol. Wenn erfor-
derlich, kann diese Reaktion in Gegenwart von Ldsungsvermittlern, einschlieBlich hoher Konzentrationen an
Harnstoff, und Detergenzien durchgefiihrt werden, um die Proteinléslichkeit aufrechtzuerhalten. Die zu verglei-
chenden Referenz- und Probenproteingemische werden separat verarbeitet, wobei identische Reaktionsbe-
dingungen angewendet werden;

Derivatisierung von SH-Gruppen mit einer Affinitdtsmarkierung. Freie SH-Gruppen werden mit dem biotinylie-
renden Reagenz Biotinyl-iodacetylamidyl-4,7,10-trioxatridecandiamin derivatisiert, dessen Synthese nachste-
hend beschrieben wird. Das Reagenz wird in unterschiedlich isotopenmarkierten Formen durch Substitution
von Linkeratomen mit stabilen Isotopen hergestellt, und jede Probe wird mit einer unterschiedlich isotopenmar-
kierten Form des Reagenz derivatisiert. Die Derivatisierung von SH-Gruppen wird vorzugsweise unter leicht
basischen Bedingungen (pH 8,5) fur 90 min bei RT durchgefihrt. Fur die quantitative, vergleichende Analyse
von zwei Proben wird jeweils eine Probe (bezeichnet als Referenzprobe und Probe), wie in Schema 1 darge-
stellt, mit der isotopenleichten bzw. mit der isotopenschweren Form des Reagenz derivatisiert. Fir die verglei-
chende Analyse von mehreren Proben wird eine Probe als Referenz bezeichnet, auf die sich die anderen Pro-
ben beziehen. Typischerweise wird die Referenzprobe mit dem isotopenschweren Reagenz markiert und die
experimentellen Proben werden mit der isotopenleichten Form des Reagenz markiert, obwohl die Wahl der Re-
agenzien willklrlich ist. Diese Reaktionen sind ebenso mit der Gegenwart von hohen Konzentrationen an L6-
sungsvermittlern kompatibel;

Kombination von markierten Proben. Nach Beendigung der Affinitdtsmarkierungsreaktion werden definierte
Aliquote der Proben, die mit den isotopen-unterschiedlichen Reagenzien (beispielsweise schwere und leichte
Reagenzien) markiert wurden, kombiniert, und alle nachfolgenden Schritte werden auf den zusammengefal3-
ten Proben durchgefiihrt. Die Kombination von unterschiedlich markierten Proben zu diesem friihen Zeitpunkt
der Verfahrensweise beseitigt die Variabilitat aufgrund der anschlieRenden Reaktionen und Manipulationen.
Vorzugsweise gleiche Mengen jeder Probe werden kombiniert;

Entfernung von lberschissigem affinitatsmarkiertem Reagenz. Uberschiissiges Reagenz wird beispielsweise
durch Zugeben eines Uberschusses an SH-enthaltenden Kiigelchen zu dem Reaktionsgemisch adsorbiert,
nachdem die Protein-SH-Gruppen vollstandig derivatisiert sind. Die Kligelchen werden zu der Lésung zugege-
ben, um etwa einen 5fachen molaren Uberschult an SH-Gruppen gegeniiber dem Reagenz, das zugegeben
und fiir 30 min bei RT inkubiert wurde, zu erreichen. Nach der Reaktion werden die Kigelchen durch Zentrifu-
gation entfernt;

Proteinaufschluf. Die Proteine in dem Probengemisch werden typischerweise mit Trypsin aufgeschlossen. Al-
ternative Proteasen sind ebenso mit der Verfahrensweise kompatibel, die tatsachlich chemische Fragmentie-
rungsverfahren sind. In Féllen, in denen die vorhergehenden Schritte in Gegenwart von hohen Konzentratio-
nen an denaturierenden Lésungsvermittlern durchgefihrt wurden, wird das Probengemisch verdiinnt, bis die
Denaturierungsmittelkonzentration mit der Wirkung der verwendeten Proteasen kompatibel ist. Dieser Schritt
kann bei der Analyse von kleinen Proteinen weggelassen werden;

Affinitatsisolation der affinitatsmarkierten Peptide durch Wechselwirkung mit einem Abfangreagenz. Die bioti-
nylierten Peptide werden auf Avidin-Agarose isoliert. Nach dem Aufschluf® wird der pH der Peptidproben auf
6,5 verringert, und die biotinylierten Peptide werden auf Kigelchen, die mit monomerem Avidin (Pierce) be-
schichtet wurden, immobilisiert. Die Kiigelchen werden griindlich gewaschen. Das letzte Waschlésungsmittel
umfallt 10% Methanol, um restliches SDS zu entfernen. Biotinylierte Peptide werden aus Avidin-Agarose mit
beispielsweise 0,3% Ameisensaure bei einem pH von 2 eluiert;

Analyse der isolierten, derivatisierten Peptide durch yLC-MS" oder CE-MS" mit datenabhangiger Fragmentie-
rung. Verfahrens- und Instrumentenkontrollprotokolle, die im Stand der Technik bekannt sind, und beispiels-
weise in Ducret et al., 1998; Figeys und Aebersold, 1998; Figeys et al., 1996; oder Haynes et al., 1998 be-
schrieben werden, werden verwendet.

[0045] In diesem letzten Schritt kann sowohl die Menge als auch die Sequenzidentitat der Proteine, aus de-
nen die markierten Peptide stammen, durch automatisierte Mehrstufen-MS bestimmt werden. Dies wird durch
den Betrieb des Massenspektrometers in einem Dualmodus erreicht, in dem er sich mit aufeinanderfolgenden
Scans zwischen dem Messen der relativen Mengen an Peptiden, die aus der Kapillarsaule eluieren, und dem
Aufzeichnen der Sequenzinformationen der gewahlten Peptide abwechselt. Peptide werden durch das Messen
in der MS-Weise der relativen Signalintensitaten fir Paare von Peptidionen von identischer Sequenz, die mit
der isotopenleichten bzw. -schweren Form des Reagenz markiert werden, quantifiziert, und die sich daher in
der Masse durch den Massenunterschied, der innerhalb des affinitatsmarkierten Reagenz codiert ist, unter-
scheiden. Die Peptidsequenzinformation wird automatisch durch die Wahl der Peptidionen eines besonderen
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Masse-zu-Ladungs-(m/z)-Verhaltnisses fur stoRBinduzierte Dissoziation (CID) in dem Massenspektrometer, das
in der MS"-Weise arbeitet, erzeugt. (Link, A. J. et al. (1997), Gygi, S. P. et al. (1999) und Gygi, S. P. et al.
(1999)). Die resultierenen CID-Spektren werden dann automatisch mit den Sequenzdatenbanken in Bezie-
hung gesetzt, um das Protein, aus dem das sequenzierte Peptid stammt, zu identifizieren. Die Kombination
der Ergebnisse, die durch MS- und MS"-Analysen von affinitatsmarkierten und unterschiedlich markierten Pep-
tidproben erzeugt wurden, bestimmt daher die relativen Mengen sowie die Sequenzidentitaten der Komponen-
ten von Proteingemischen in einem einzelnen, automatisierten Verlauf.

[0046] Die Ergebnisse der Anwendung dieses Verfahrens unter Verwendung des biotinylierten Sulfhydrylre-
agenz und der quantitativen Analyse von synthetischen Peptidproben, der relativen Quantifizierung der Pepti-
de in einem Proteinaufschlu® und die Tandem-Massenspektralanalyse eines derivatisierten Peptids werden in
Fig. 1, Tabelle 1 bzw. Fig. 2 gezeigt.

[0047] Dieses Verfahren kann ebenso unter Verwendung anderer Affinitatsmarkierungen und anderer reakti-
ver Proteingruppen, einschlieflich reaktiver Aminogruppen, reaktiver Carboxylgruppen oder Gruppen, die mit
Homoserinlaktonen reagieren, praktiziert werden.

[0048] Der Ansatz, der hierin zur quantitativen Proteom-Analyse eingesetzt wird, basiert auf zwei Prinzipien.
Zunachst enthalt eine kurze Sequenz von angrenzenden Aminosauren von einem Protein (5 bis 25 Reste) aus-
reichende Informationen, um nur dieses Protein zu identifizieren. Die Proteinidentifizierung durch MS" wird er-
reicht durch das in Beziehung setzen der Sequenzinformation, die in dem CID-Massenspektrum enthalten ist,
mit den Sequenzdatenbanken unter Verwendung hoch entwickelter Computerforschungsalgorithmen (Eng, J.
etal. (1994); Mann, M. et al. (1994); Qin, J. et al. (1997); Clauser, K. R. et al. (1995)). Zweitens sind Paare von
identischen Peptiden, die mit den leichten bzw. schweren affinitdtsmarkierten Reagenzien markiert wurden
(oder bei der Analyse von mehr als zwei Proben, Gruppen von identisch markierten Peptiden, bei denen jedes
Gruppenmitglied unterschiedlich isotopenmarkiert wird), chemisch identisch und dienen daher als gegenseiti-
ge interne Standards zur genauen Quantifizierung. Die MS-Messung unterscheidet ohne weiteres zwischen
Peptiden, die aus unterschiedlichen Proben stammen, welche beispielsweise unterschiedliche Zellzustande
darstellen, wegen des Unterschieds zwischen isotopen-unterschiedlichen Reagenzien, die an die Peptide ge-
bunden sind. Die Verhaltnisse zwischen den Intensitaten der unterschiedlichen Gewichtskomponenten dieser
Paare oder Gruppen an Peaks stellen ein genaues Mal} der relativen Haufigkeit der Peptide (und daher der
Proteine) in den urspriinglichen Zellpools bereit, da die MS-Intensitatsantwort eines gegebenen Peptids unab-
hangig von der iosotopen Zusammensetzung der Reagenzien ist (De Leenheer, A. P. et al (1992)). Die Ver-
wendung von isotopenmarkierten internen Standards ist die Standardpraxis bei der quantitativen Massenspek-
trometrie und ist vorteilhafter beispielsweise bei der genauen Quantifizierung von Arzneimitteln und Stoffwech-
selprodukten in Kérperflissigkeiten (De Leenheer, A. P. et al. (1992)) genutzt worden.

[0049] In einer anderen Darstellung des Verfahrens wurden zwei Gemische, die aus denselben sechs Prote-
inen bei bekannten, aber unterschiedlichen Konzentrationen bestehen, hergestellt und analysiert. Die Protein-
gemische wurden markiert, kombiniert und behandelt, wie in Schema 1 schematisch dargestellt, welches nicht
Bestandteil der Beschreibung ist. Die isolierten, markierten Peptide wurden quantifiziert und in einem einzein
kombinierten yLC-MS- und pLC-MSn-Experiment auf einem ESI-lon-Trap-Massenspektrometer sequenziert.
Alle sechs Proteine wurden unzweideutig identifiziert und genau quantifiziert (Tabelle 2). Mehrfach markierte
Peptide wurden flr jedes Protein zusammengestoRen. Die Unterschiede zwischen den beobachteten und den
erwarteten Mengen fiir die sechs Proteine lag zwischen 2 und 12%.

[0050] Das Verfahren wird auRerdem fir ein einzelnes Peptidpaar in den Fig. 3A bis C dargestellt. Ein ein-
zelner Scann des Massenspektrometers, das in der MS-Weise arbeitet, wird in Fig. 3A gezeigt. Vier Paare von
Peptidionen, die durch den Massenunterschied, der das affinitatsmarkierte Reagenz codiert, charakterisiert
werden, werden in diesem Scann nachgewiesen und mit ihren jeweiligen m/z-Werten angegeben. Der gezeigte
Scann wurde in 1,3 s erreicht. Wahrend des Verlaufs des einstiindigen chromatographischen Elutionsgradien-
ten wurden mehr als 1200 dieser Scanns automatisch aufgezeichnet. Fig. 3B zeigt eine erweiterte Ansicht des
Massenspektrums um das lonenpaar mit m/z-Verhaltnissen von 993,8 bzw. 977,7. Coelution und ein nachge-
wiesener Massenunterschied von vier Einheiten identifiziert moglicherweise die lonen als Paar von zweifach
geladenen affinitdtsmarkierten Peptiden von identischer Sequenz (Massenunterschied von acht und ein La-
dungszustand von zwei). Fig. 3C zeigt die rekonstruierten lonenchromatogramme fiir diese zwei Spezies. Die
relativen Mengen wurden durch Integrieren der Kontur der jeweiligen Peaks bestimmt. Das Verhaltnis
(leicht/schwer) wurde als 0,54 (Tabelle 1) bestimmt. Die Peaks in den rekonstruierten lonenchromatogrammen
erscheinen gezackt, da in jedem zweiten Scann das Massenspektrometer zwischen der MS- und der MS"™-Wei-
sen umschaltet, um Sequenzinformationen (CID-Massenspektrum) eines gewahlten Peptidions zu sammeln.
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Diese CID-Spektren wurden verwendet, um das Protein, aus dem die markierten Peptide stammen, zu identi-
fizieren. Fig. 4A zeigt das CID-Spektrum, das aus dem Peptidion mit m/z = 998 (markiert mit einem Pfeil in
Fig. 3A) aufgezeichnet wurde. Datenbankforschung mit diesem CID-Spektrum identifizierte das Protein als
Glyceraldehyd-3-phosphatdehydrogenase (Fig. 4B), was ein Element des Proteingemisches war.

[0051] Mehrere nitzliche Merkmale dieses Verfahrens sind offensichtlich. Zunachst wurden mindestens zwei
Peptide aus jedem Protein in dem Gemisch nachgewiesen. Daher kann sowohl die Quantifizierung als auch
die Proteinidentifizierung Uberflissig sein. Zweitens enthielten die identifizierten Peptide alle mindestens einen
markierten Cysteinylrest. Die Gegenwart des relativ seltenen Cysteinylrestes in einem Peptid fligt einen zu-
satzlich starken Zwang zur Datenbankforschung hinzu (Sechi, S. et al. (1998)). Drittens verringert das Markie-
ren und die selektive Anreicherung von Cystein-enthaltenden Peptiden signifikant die Komplexitat des Peptid-
gemisches, das durch den gleichzeitigen Aufschlufd der sechs Proteine erzeugt wurde. Fiir dieses Proteinge-
misch wurde die Komplexitat von 293 potentiellen Trypsinpeptiden auf 44 Trypsinpeptide, die mindestens ei-
nen Cysteinylrest enthalten, verringert. Viertens sind die Peptidproben, die aus der Avidinaffinitatssaule eluier-
ten, mit der Analyse durch yLC-MS" direkt kompatibel.

Quantitative Analyse der Proteinexpression in unterschiedlichen Zellzustanden

[0052] Die reaktive Proteinaffinitatsreagenzstrategie wurde angewendet, um die Unterschiede bei der statio-
naren Proteinexpression in Hefe, S. cerevisiae, in zwei nicht-Glukose unterdriickten Zustanden (Tabelle 3) zu
untersuchen. Zellen wurden aus der Hefe geerntet, die in der log-Phase wachst, wobei entweder 2% Galaktose
oder 2% Ethanol als Kohlenstoffquelle genutzt werden. Einhundert ug des I6slichen Hefeproteins aus jedem
Zellzustand wurden unabhangig voneinander mit den isotopen-unterschiedlichen affinitdtsmarkierten Reagen-
zien markiert. Die markierten Proben wurden vereinigt und der Strategie, die in Schema 1 beschrieben wird,
unterzogen. Ein Funfzigstel (Aquivalent von ungefahr 2 ug Protein aus jedem Zellzustand) der Probe wurde
analysiert.

[0053] Die Glukoserepression verursacht groRe Anzahlen von Proteinen mit Stoffwechselfunktionen, die fir
das Wachstum auf anderen Kohlenstoffquellen, die minimal exprimiert werden sollen (Ronne, H. (1995); Hod-
ges, P. E. et al. (1999)) signifikant sind. Das Wachstum auf Galaktose oder Ethanol ohne Glukose fihrt zur
Expression von Glukose-unterdriickten Genen. Tabelle 3 stellt eine Auswahl von 34 Hefegenen dar, die in der
Analyse zusammentreffen, aber sie enthalt jede bekannten Glukose-unterdrickten Gene, die identifiziert wur-
den (Mann, M. et al. (1994)). Jedes dieser Gene wurde minimal in der Hefe, die auf Glukose wuchs, exprimiert
werden. Gene, die sowohl fir das Wachstum auf Galaktose (GAL1, GAL10) als auch das Wachstum auf Etha-
nol (ADH2, ACH1) spezifisch sind, wurden nachgewiesen und quantifiziert.

[0054] Die quantitative Beschaffenheit des Verfahrens ist offensichtlich fahig, die kleinen Veranderungen der
relativen Proteinniveaus genau zu messen. Der Beweis der Genauigkeit der Messungen kann aus der ausge-
zeichneten Ubereinstimmung hervorgehen, die durch das Uberpriifen der Verhaltnisse fiir Proteine, fir die
mehrfache Peptide quantifiziert wurden, festgestellt wurde. Beispielsweise wiesen die flinf Peptide, gefunden
aus PCK1, ein mittleres Verhaltnis von +95%, Konfidenzintervalle von 1,57 + 0,15 auf, und der Prozentfehler
betrug < 10%. Aulierdem trafen die beobachteten Veranderungen auf die erwarteten Veranderungen aus der
Literatur zu (Ronne, H. 1995; Hodges, P. E. et al. (1999)). SchlieRlich stimmen die beobachteten Veranderun-
gen mit den Veranderungen in der Farbintensitét fir dieselben Proteine, die nach der zweidimensionalen Gele-
lektrophorese (Daten werden nicht gezeigt) untersucht wurden, tberein.

[0055] Die Alkoholdehydrogenasefamilie von Isoenzymen in Hefe erleichtert das Wachstum auf entweder He-
xosezuckern (ADH1) und Ethanol (ADH2). Das Gen ADH2 kodiert ein Enzym, das sowohl| Glukose- als auch
Galaktose-unterdrickt wird, und ermoglicht einer Hefezelle, vollstandig auf Ethanol durch deren Umwandein
in Acetaldehyd, das in den TCA-Kreislauf eindringt (Fig. 5A), zu wachsen. In Gegenwart von Zucker flihrt
ADH1 die Umkehrreaktion durch, die Acetaldehyd in Ethanol umwandelt. Die Regulierung dieser Isoenzyme
ist der Schlissel zur Kohlenstoffnutzung in Hefe (Ronne, H. (1995)). Die Fahigkeit, die Unterschiede in der Ge-
nexpression uber Familien der Isoenzyme genau zu messen, ist unter Verwendung von cDNA-Anordnungs-
techniken aufgrund der Kreuzhybridisierung (DeRisi, J. L. et al. (1997)) manchmal schwierig. Dem erfindungs-
gemalien angewendeten Verfahren, wie in Fig. 1 dargestellt, gelang die Messung der Genexpression fiir jedes
Isoenzym, selbst wenn sich ADH1 und ADH2 93% Aminosaure-(88% Nukleotid)-sequenzahnlichkeit teilen.
Dies war so, weil sich die affinitatsmarkierten Peptide von jedem Isoenzym durch einen einzelnen Aminosau-
rerest (Valin oder Threonin) unterschieden, der die Retentionszeit um mehr als 2 min und die Masse um 2 Dal-
ton fir die ADH2-Peptide (Schema 5B) verschob. ADH1 wurde bei ungefahr den 2fach hohen Niveaus expri-
mert, wenn Galaktose die Kohlenstoffquelle im Vergleich zu Ethanol war. Die Ethanol-Induktion von ADH2-Ex-
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pression flhrte im Vergleich zur Galaktose-Induktion zu mehr als 200fachen Erhéhungen.

[0056] Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen, dall das erfindungsgemale Verfahren die quantitative
Analyse von Proteingemischen und die Identifizierung der Proteinkomponenten darin in einem einzelnen, au-
tomatisierten Vorgang bereitstellt.

[0057] Das Verfahren, wie unter Verwendung eines reaktiven Sulfhydrylreagenz angewendet, verringert sig-
nifikant die Komplexitat der Peptidgemische, da affinitatsmarkierte Cystein-enthaltende Peptide selektiv isoliert
werden. Beispielsweise stellte ein theoretischer Trypsinaufschlufd des gesamten Hefeproteoms (6113 Protei-
ne) 344.855 Peptide her, aber nur 30.619 von diesen Peptiden enthalten einen Cysteinylrest. Daher wird die
Komplexitat des Gemisches verringert, wahrend die Proteinquantifizierung und -idendifizierung noch erreicht
werden. Die chemische Reaktion des Sulfhydrylreagenz mit Protein kann in Gegenwart von Harnstoff, Natri-
umdodecylsulfat (SDS), Salzen und anderen Chemikalien, die keine reaktive Thiolgruppe enthalten, durchge-
fuhrt werden. Daher kénnen die Proteine mit starken Losungsvermittlern, bis sie enzymatisch aufgeschlossen
werden, in LOsung gehalten werden. Die Empfindlichkeit des yLC-MS"-Systems hangt von der Probenqualitat
ab. Insbesondere sind allgemein verwendete Proteinldsungsvermittler schlecht kompatibel oder inkompatibel
mit MS. Die Affinitatsreinigung der markierten Peptide entfernt vollstdndig die Kontaminanten, die mit MS in-
kompatibel sind. Die Quantifizierung und Identifizierung von Proteinen mit geringer Haufigkeit durch konventi-
onelle Verfahren erfordern grofte Mengen (Milligramm) an Ausgangsproteinlysat und umfassen einige Arten
der Anreicherung fir diese Proteine mit geringer Haufigkeit. Die oben beschriebenen Assays beginnen mit
etwa 100 pg Protein und verwendeten keine Fraktionierungstechniken. Davon wurde ungefahr 1/50 des Pro-
teins in einem einzelnen yLC-MS"-Experiment analysiert. Dieses System weist eine Nachweisgrenze von 10
bis 20 fmol pro Peptid auf (Gygi, S. P. et al. (1999)). Aus diesem Grund werden die beschriebenen Assays, die
MLC-MS" einsetzen, nur haufige Proteine nachweisen. Jedoch sind die erfindungsgemafen Verfahren mit je-
den biochemischen, immunologischen oder zellbiologischen Fraktionierungsverfahren kompatibel, die die Ge-
mischkomplexitat verringern und Proteine mit geringer Haufigkeit anreichern, wahrend die Quantifizierung auf-
rechterhalten wird. Dieses Verfahren kann sowohl bei der Quantifizierung als auch bei der Identifizierung tber-
flissig sein, wenn Cysteine nachgewiesen werden. Es gibt einen dynamischen Bereich, der mit der Fahigkeit
des Verfahrens, die Unterschiede in Expressionsniveaus von affinitatsmarkierten Peptiden zu quantifizieren,
verbunden ist, was sowohl von der Intensitat der Peaks, die auf das Peptidpaar (oder Gruppe) zutreffen, als
auch von der Gemischkomplexitat abhangt. AuRerdem wird dieser dynamische Bereich fir jeden Typ des ver-
wendeten Massenspektrometers unterschiedlich sein. Der lon-Trag wurde in den hierin beschriebenen Assays
aufgrund seiner Fahigkeit, beeindruckende Mengen an Sequenzinformationen (tausend Proteine kbnnen még-
licherweise identifiziert werden) in einer datenabhangigen Weise zu sammeln, selbst wenn er einen begrenz-
teren dynamischen Quantifizierungsbereich bietet, eingesetzt. Der dynamische Bereich des lon-Traps (basiert
auf Signal-Rausch-Verhaltnis) variierte in Abhangigkeit der Signalintensitat des Peptidpaars und der Komple-
xitat des Gemisches, aber Unterschiede von bis zum 100fachen waren im allgemeinen nachweisbar und sogar
gréRere Unterschiede konnten fur haufigere Peptide bestimmt werden. AulRerdem identifizieren Proteinexpes-
sionsniveauveranderungen von mehr als 100- bis 200fach noch diese Proteine als wichtige potentielle Betei-
ligte an den phenotypischen Unterschieden zwischen den zwei originalen Zellzustdanden. Das Verfahren kann
erweitert werden, um die Reaktivitat gegen andere funktionelle Gruppen zu umfassen. Ein kleiner Prozentsatz
an Proteinen (8% flUr S. cerevisiae) enthalt keine Cysteinylreste und werden daher durch die Analyse unter Ver-
wendung von Reagenzien mit Sulfhydrylgruppenspezifitat (d. h. Thiolgruppenspezifitdt) Ubersehen. Affinitats-
markierte Reagenzien mit Spezifititen gegen funktionelle Gruppen anders als Sulfhydrylgruppen machen
ebenso Cystein-freie Proteine fir die Analyse empfindlich.

[0058] Die erfindungsgemafRen Verfahren kénnen auf die Analyse von Proteinen mit geringer Haufigkeit und
Klassen an Proteinen mit besonderen physikalisch-chemischen Eigenschaften, einschlief3lich schlechte Lds-
lichkeit, grof3e und kleine GréRRe und extreme pl-Werte, angewendet werden.

[0059] Die prototypische Anwendung der Chemie und des Verfahrens ist die Herstellung von quantitativen
Profilen von komplexen Proteinproben und schliellich gesamten Lysaten von Zellen und Geweben nach dem
bevorzugten Verfahren, das oben beschrieben wird. AuBerdem weisen die Reagenzien und erfindungsgema-
Ren Verfahren Anwendungen auf, die Uber die Bestimmung der Proteinexpressionsprofile hinaus gehen. Der-
artige Anwendungen umfassen die folgenden:

Anwendung von Amino-reaktiven und Sulfhydryl-reaktiven, unterschiedlich isotopenmarkierten, affinitatsmar-
kierten Reagenzien zur quantitativen Analyse von Proteinen in Immunfallungskomplexen. In der bevorzugten
Version dieser Technik werden Proteinkomplexe aus Zellen, die unterschiedliche Zustadnde darstellen (bei-
spielsweise unterschiedliche Zustande an Aktivierung, unterschiedliche Krankheitszustande, unterschiedliche
Zustande an Differenzierung), mit einem spezifischen Reagenz, vorzugsweise einem Antikdrper ausgefallt. Die
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Proteine in dem ausgefallten Komplex werden dann derivatisiert und wie oben analysiert.

[0060] Anwendung von Amino-reaktiven, unterschiedlich isotopenmarkierten, affinitadtsmarkierten Reagenzi-
en, um die Orte von induzierter Proteinphosphorylierung zu bestimmen. In einer bevorzugten Version dieses
Verfahrens werden gereinigte Proteine (beispielsweise immunausgefallt aus Zellen unter unterschiedlichen
Anregungsbedingungen) fragmentiert und, wie oben beschrieben, derivatisiert. Phosphopeptide werden in
dem resultierenden Peptidgemisch durch Fragmentierung in der lonenquelle des ESI-MS-Gerats identifiziert,
und deren relative Haufigkeiten werden durch Vergleichen der lonensignalintensitaten der experimentellen
Probe mit der Intensitat eines eingeschlossenen isotopenmarkierten Standards bestimmt.

[0061] Amino-reaktive, unterschiedlich isotopenmarkierte, affinitaitsmarkierte Reagenzien werden verwendet,
um die N-terminalen lonenreihen in MS"-Spektren zu identifizieren. In einer bevorzugten Version dieser An-
wendung werden die zu analysierenden Peptide mit einem 50:50-Gemisch eines isotopenleichten und -schwe-
ren Reagenz, das flir Aminogruppen spezifisch ist, derivatisiert. Die Fragmentierung der Peptide durch CID
stellt daher zwei N-terminale lonenreihen her, die sich in der Masse genau durch den Massenunterschied der
verwendeten Reagenzspezies unterscheiden. Diese Anwendung verringert dramatisch die Schwierigkeit beim
Bestimmen der Aminosauresequenz des derivatisierten Peptids.

Quantitative Analyse von Oberflachenproteinen in Zellen und Gewebe

[0062] Die ZellauBenmembran und ihre assoziierten Proteine (Zelloberflachenproteine) nehmen am Abtasten
aulderer Signale und Reagieren auf Umweltsignale teil. Veranderungen der Haufigkeit von Zelloberflachenpro-
teinen kénnen einen speziellen Zellzustand oder die Fahigkeit einer Zelle, auf ihre sich verandernde Umwelt
zu reagieren, widerspiegeln. Daher kann die umfassende, quantitative Charakterisierung der Proteinkompo-
nenten der Zelloberflache Markerproteine oder Konstellationen von Markerproteinen, die fir einen speziellen
Zellzustand charakteristisch sind, identifizieren, oder die Molekularbasis fur Zellantworten auf duf3ere Reize er-
klaren. Tatsachlich sind Veranderungen bei der Expression einer Anzahl von Zelloberflachenrezeptoren, wie
Her2/neu-, erbB-, IGFI-Rezeptor und EGF-Rezeptor, in die Krebsentstehung hineingezogen worden, und ein
derzeitiger immunologischer, therapeutischer Ansatz fiir Brustkrebs basiert auf der Infusion eines Antikérpers
(Herceptin, Genentech, Palo Alto, CA), der speziell Her2/neu-Rezeptoren erkennt.

[0063] Zelloberflachenproteine sind ebenso experimentell zuganglich. Diagnostische Assays zur Zellklassifi-
zierung und praparative Isolation von speziellen Zellen durch Verfahren, wie Zellsortieren oder Panning, ba-
sieren auf Zelloberflachenproteinen. Daher kann die Differentialanalyse von Zelloberflachenproteinen zwi-
schen normalen und kranken (beispielsweise Krebs) Zellen wichtige diagnostische oder therapeutische Tar-
gets identifizieren. Wahrend die Wichtigkeit von Zelloberflachenproteinen zur Diagnose und Therapie von
Krebs erkannt worden ist, sind Membranproteine schwierig zu analysieren gewesen. Aufgrund ihrer allgemein
schlechten Léslichkeit werden sie gewdhnlich in Standard-2D-Gelelektrophoresemustern unterreprasentiert,
und Versuche, 2D-Elektrophoresebedingungen der Trennung von Membranproteinen anzupassen, trafen auf
eingeschrankten Erfolg. Das erfindungsgemalf3e Verfahren kann die in den traditionellen Techniken inharenten
Einschrankungen Gberwinden.

[0064] Die Analyse von Membranproteinen ist anspruchsvoll, da es im allgemeinen schwierig ist, sie in L6-
sung unter Bedingungen aufrechtzuerhalten, die mit hochempfindlichen Analysegeraten, wie Massenspektro-
metern, kompatibel sind. Die Anwendung der erfindungsgemalfen Verfahren auf die Analyse von Membran-
proteinen wird unter Verwendung der humanen T-Zellymphom-Zellinie Jurkat zum Membranproteinmarkieren
und Extraktion und die gut charakterisierte humane Prostataepithelzellinie P69SV40T und zwei
P69SV40T-Sublinien veranschaulicht, die sich bei der IGF-1-Rezeptorexpression durch den Faktor 10 unter-
scheiden, um quantitative Differentialanalyse von Membranproteinen zu veranschaulichen.

[0065] Jurkat-Zellen sind ein geeignetes Modellsystem, da die Zellen leicht in grof3er Anzahl wachsen, und
da die Modulation von Zelloberflachenproteinen als Antwort auf die unterschiedlichen Reize und experimen-
tellen Bedingungen in T-Lymphozyten gut charakterisiert worden ist. Kommerziell erhaltliche biotinylierte Rea-
genzien oder allgemeiner affinitatsmarkierte Reagenzien werden eingesetzt, um Lysinreste und die freien
N-Enden zu derivatisieren. Wasserlosliche biotinylierte Reagenzien, wie Sulfo-NHS-(N-Hydroxysuccini-
mid-)-biotin, und Analoga (Sulfosuccinimidyl-6-(biotinamido)-hexanoat, Pierce, Rockford, IL), die zum Markie-
ren von Zelloberflachenproteinen umfangreich verwendet worden sind, kdnnen eingesetzt werden. Die Reak-
tion von NHS-Estern mit primaren Aminen ist am besten bei neutralen pH-Werten und dartber, und ist mit der
Gegenwart von organischem Lésungsmittel, wie DMSO oder DMF, kompatibel. Die Biotinylierung von Zello-
berflachenproteinen von Jurkat-Zellen wird in PBS-Puffer bei einem pH von 7,2 durchgefiihrt. Zellen (1 x 107)
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werden mit PBS-Puffer gewaschen, um kontaminierendes Serum und andere Proteine aus dem Kulturmedium
zu entfernen. Die Zellen werden bei 25 x 10° Zellen/ml resuspendiert und mit 0,5 mg/ml Sulfo-NHS-Biotin
(Pierce, Rockford, IL) 30 min bei RT umgesetzt. Die markierten Zellen werden zweimal mit kaltem PBS gewa-
schen, um nicht-umgesetztes Biotinylierungsreagenz zu entfernen. Biotinylierte Zellen werden bei 5 x 107 Zel-
len/ml in Lysispuffer, der 1% Triton X-114 enthalt, 16slich gemacht. Triton X-114 hat die Eigenschaft der Pha-
senverteilung in eine Detergenzphase und eine wasserige Phase bei 30°C. Nach der Phasenverteilung wird
die Detergenzphase aus der wasserigen Phase durch Zentrifugation bei 300 xg entfernt. Phasenverteilung ist
zuvor erfolgreich verwendet worden, um die Zellmembran anzureichern. Ebenso wurde festgestellt, dal® diese
Technik Membranproteine aus Jurkat-Zellysaten anreichert. Die Tritonphase wird 1:5 (v/v) unter Verwendung
von 50 mM Ammoniumbicarbonatpuffer, pH 8,5, verdinnt, und hochreines modifiziertes Schweinetrypsin wird
zugegeben, um die Proteine bei einer Konzentration von 12,5 ng/ml tber Nacht bei 37°C aufzuschlieen. Das
Trypsin wird durch Zugabe eines Cocktails aus Serinproteaseinhibitoren neutralisiert und Trypsinpeptide wer-
den durch Avidinaffinitatschromatographietechniken isoliert. Eluierte Peptide werden beispielsweise durch
MLC-Verfahren getrennt und durch Forschungspeptidsequenzdatenbanken unter Verwendung von beispiels-
weise dem Sequestprogramm identifiziert.

[0066] Die humane Prostataepithelzellinie P69SV40T, die mit SV 40 T-Antigen immortalisiert wurde, ist gut
charakterisiert worden. Diese Zellinie ist unsterblich, aber nicht tumorerzeugend und exprimiert Typ 1 insulin-
ahnlichen Wachstumsfaktorrezeptor (IGF-1R) bei 2 x 10* Rezeptoren pro Zelle. Eine Sublinie, M12 genannt,
stammte aus P69SV40T durch sequentiellen Durchlauf bei mannlichen athymischen Nacktmausen. Diese Zel-
linie ist stark tumorerzeugend und metastatisch und exprimiert 1,1 x 10° IGF-1R pro Zelle. Der relative Unter-
schied in der Haufigkeit von IGF-1R in den Zellinien P69SV40T und M12 kann unter Verwendung erfindungs-
gemalier Verfahren, die zur Anwendung auf Membranproteine angepal3t werden, quantitativ bestimmt werden.
Da die Anzahl an IGF-1R bereits fir diese Zellen bestimmt worden ist, kann dieses gut charakterisierte System
eine Referenz bereitstellen, um die Wirksamkeit der erfindungsgemafen quantitativen Verfahren zu bestati-
gen.

[0067] P69SV40T-Zellen (1 x 107) werden mit einem isotopenschweren, biotinmarkierten, reaktiven Aminore-
agenz biotinyliert und die M12-Zellen (1 x 10”) werden mit einem entsprechenden isotopenleichten, Amin-re-
aktiven, biotinmarkierten, Amino-reaktiven Reagenz biotinyliert. IGF-1R wird dann aus dem kombinierten Lysat
von beiden Zellinien unter Verwendung eines Antikdrpers gegen humanes IGF-1R immunausgefallt, und die
Gesamtmasse an immunausgefallten Proteinen wird mit Trypsin aufgeschlossen. Trypsin wird dann beispiels-
weise durch die Zugabe von Inhibitoren neutralisiert und markierte Peptide werden durch Biotin-Avidin-Affini-
tatschromatographie markiert. Die eluierten Peptide werden durch LC-MS und LC-MS" zur Peptidquantifizie-
rung bzw. -identifzierung analysiert, wie es oben beschrieben worden ist. Die Quantifizierung wird in diesem
Experiement durch die Option, selektives lonenliberwachen in der MS zu verwenden, erleichtert. In dieser Wei-
se brauchen nur die Massen an markierten Peptidionen, bei denen erwartet wird, daf} sie aus IGF-1R stam-
men, Uberwacht zu werden.

[0068] Die beschriebene Technik kann zum Vergleich der Unterschiede in der relativen Haufigkeit von Zello-
berflachenproteinen zischen der parenteralen Prostatazellinie (P69SV40T) und M12-Zellen angewendet wer-
den, um diese Zelloberflachenproteine, deren Expressionsniveau in den zwei Zellinien unterschiedlich ist, und
die fur die unterschiedlichen Zellzustande charakteristisch sind, nachzuweisen und zu identifizieren. Unter Ver-
wendung der hierin beschriebenen Verfahren kann die globale, relative Quantifizierung der Zelloberflachenpro-
teine in zwei oder mehr Zellinien analysiert werden, um diese Zelloberflachenproteine, die fir die unterschied-
lichen Zellzustadnde charakteristisch sind, nachzuweisen und zu identifizieren. Die Ergebnisse kénnen unter
Verwendung der Verfahrensweise, wie 1D- oder 2D-Gele, wenn anwendbar, oder quantitativem Western-Blot-
ting unabhangig voneinander bestatigt werden, um die Quantifizierungsergebnisse zu bestatigen.

[0069] Es wird erwartet, daf} die experimentelle Variabilitat der Quantifizierung von Zelloberflachenproteinen
betrachtlich besser sein wird als die Genauigkeit der Quantifizierung, die durch die derzeit verfigbare cD-
NA-Anordnungstechnik erreicht wird. Zusatzlich zur relativen Proteinmenge und -identitat kann das Verfahren
ebenso verwendet werden, um die Orientierung des Proteins in der Membran zu offenbaren, basierend auf der
Vermutung, daf intakte, lebende Zellen das Biotinylierungsreagenz ausschlief3en.

[0070] Alternative Verfahren kénnen angewendet werden, um die Selektivitat fir markierte Peptide, die aus
den Zelloberflachenproteinen stammen, zu verbessern. Beispielsweise kénnen markierte Zelloberflachenpro-
teine, wie erlautert, direkt auf den intakten Zellen trypsiniert, um markierte Peptide zu erzeugen, gereinigt und
analysiert werden. Aul3erdem konnen traditionelle Zellmembranpraparate als Ausgangsschritt verwendet wer-
den, um die Zelloberflachenproteine anzureichern. Diese Verfahren kénnen vorsichtige Zytolyse mit einer
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Dounce-Homogenisiervorrichtung und Reihen von Dichtegradientenzentrifugationen umfassen, um Membran-
proteine vor der Proteolyse zu isolieren. Dieses Verfahren kann hoch angereicherte Praparate von Zelloberfla-
chenproteinen bereitstellen. Affinitadtsmarkierte Proteine kdnnen ebenso durch Affinitdtschromatographie vor
der Proteolyse sowie nach der Proteolyse isoliert werden. Diese Chromatographie kann in Gegenwart von
grenzflachenaktiven Mitteln, wie TX-100, NP-40 oder Tween-20, durchgefihrt werden, um die Proteinldslich-
keit aufrechtzuerhalten. Die sequentielle Anwendung von Affinitdtschromatographieschritten (einen fur das in-
takte Protein und einer fir die markierten Peptidfragmente) stellte einen hohen Selektivitdtsgrad bereit. Diese
alternativen Verfahren sind fiir den Nachweis von Membranproteinen mit geringer Haufigkeit leicht skalierbar,
und die relative Menge von markierten Peptiden wird durch die selektiven Anreicherungsschritte aufrechterhal-
ten.

[0071] Wenn bei der Anwendung dieser erfindungsgemafen Verfahren auf Zelloberflachenproteine die mar-
kierten Proteine einmal fragmentiert sind, verhalten sich die markierten Peptide nicht anders als die Peptide,
die aus léslicheren Proben erzeugt wurden.

Synthese von affinitatsmarkierten reaktiven Proteinreagenzien, die fur bestimmte Proteingruppen selektiv sind

[0072] Synthesewege flr beispielhafte affinitdtsmarkierte Reagenzien, die zur Verwendung bei den erfin-
dungsgemalien Verfahren geeignet sind, werden in den Schemen 2 bis 3 bereitgestellt, wo allgemein bekannte
Synthesetechniken bei der Synthese von nicht-deuterierten und deuterierten Reagenzien eingesetzt werden.

[0073] Biotinyl-iodacetylamidyl-4,7,10-trioxatridecandiamin-4 (Schema 3) besteht aus einer Biotingruppe, ei-
nem chemisch inerten Spacer, der fahig ist, mit stabilen Isotopen isotopenmarkiert zu werden, bzw. einer lo-
dacetamidylgruppe. Die Biotingruppe wird zur Affinitdtsanreicherung von Peptiden, die mit dem Reagenz de-
rivatisiert sind, verwendet, der Ethylenglykollinker wird zur Massenspektralanalyse unterschiedlich isotopen-
markiert, und die lodacetamidylgruppe stellt die Spezifitat des Reagenz fir Sulfhydryl-enthaltende Peptide be-
reit. Das Reagenz kann in einer reinen Wasserstofform (isotopenleichte Form) mit 1 bis 20, und vorzugsweise
4 bis 8 Deuteriumatomen in dem Linker (isotopenschwere Formen) synthetisiert werden.

Beispielhafte MSN-Techniken und Vorrichtungen

[0074] Ein automatisiertes LC-MS/MS-System zur Identifizierung von Proteinen durch deren Aminosaurese-
quenz ist entwickelt worden. Eine schematische Darstellung wird in Eig. 7 gezeigt. Das System, das aus einem
Autosampler, einem Kapillar-HPLC-System, das an eine ESI-Dreifach-Quadrupol-MS/MS-Vorrichtung on-line
gebunden ist, und einem Datensystem besteht, wird in der folgenden Weise betrieben: Proteine (typischerwei-
se durch 1D- oder 2D-Gelelektrophorese abgetrennt) werden mit einer speziellen Protease, normalerweise
Trypsin, gespalten. Die resultierenden Spaltungsfragmente werden in einen Autosampler eingebracht. Alle 37
Minuten injiziert der Autosampler eine Probe in das HPLC-System und die Peptide werden durch Kapillar-Um-
kehrphasen-Chromatographie abgetrennt. Da abgetrennte Peptide aus der Chromatographiesaule eluieren,
werden sie durch das ESI-Verfahren ionisiert, treten in die MS ein und das Masse zu Ladungsverhaltnis (m/z)
wird gemessen. Irgendein Peptidion, dessen Intensitat einen vorbestimmten Intensitatsschwellenwert tUber-
steigt, wird automatisch durch die Vorrichtung ausgewahlt und in der Kollisionszelle mit Inertgas kollidiert. Die-
se Kollisionen fihren zur Peptidfragmentierung, in erster Linie an den Bindungen der Peptidhauptkette (stof3-
induzierte Dissoziation, CID). Die Massen der CID-Fragmente werden gemessen und in dem Datensystem
aufgezeichnet. Das CID-Spektrum eines Peptids enthalt ausreichende Informationen, um das Protein durch
Forschungssequenzdatenbanken mit den nicht-ausgewerteten MS/MS-Spektren zu identifizieren. Dies wird
mit dem Sequenz-Programm erreicht. Das Programm identifiziert jedes Peptid in einer Sequenzdatenbank,
das dieselbe Masse wie das Peptid aufweist, das in der MS fir CID ausgewahlt wurde, und sagt das
MS/MS-Spektrum fir jeweils eine der isobaren Peptide voraus. Durch Vergleichen des experimentell bestimm-
ten CID-Spektrums mit den computererzeugten theoretischen CID-Spektren wird das Protein, aus dem das be-
obachtete Peptid stammt, identifiziert. Das System ist zum Analysieren von Proteinproben in einer vollstandig
automatisierten Weise bei einer Geschwindigkeit von weniger als 40 min pro Probe fahig. Da jedes Peptid eine
unabhangige Proteinidentifizierung darstellt und normalerweise mehrfache Peptide aus einem Protein stam-
men, ist die Proteinidentifizierung durch dieses Verfahren tberflissig und tolerant zu Proteinen, die in ein Gel
komigrieren. Das System ist zum Nachweis und zur Charakterisierung von modifizierten Resten innerhalb der
Polypeptidketten gut geeignet. Die LC-MS/MS-Technik und automatisierte Analyse von erzeugten CID-Spek-
tren kénnen fiir die erfindungsgemaRen Verfahren verwendet werden.
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Identifizierung von Proteinen bei sub-femtomol-Empfindlichkeit durch Festphasenextraktion-Kapillarelektro-
phorese-Tandem-Massenspektrometrie (SPE-CE-MS/MS)

[0075] Die Proteinidentifizierung durch dieses Verfahren basiert auf demselben Prinzip, wie oben beschrie-
ben, auler dal® die Peptidtrennung und -ionisierung bei signifikant héherer Empfindlichkeit durchgefiihrt wer-
den. Fig. 8 zeigt eine schematische Darstellung des Schlisselkonstruktionselements. Die Konstruktion des
Systems und seine Betriebsweise ist veroffentlicht worden. Peptide, die aus Proteinaufschlissen stammen,
werden durch SPE konzentriert, durch CE getrennt und durch ESI-MS/MS analysiert. Die resultierenden
nicht-ausgewerteten CID-Spektren werden verwendet, um Sequenzdatenbanken mit dem Sequest-Softwa-
re-System zu erforschen. Die SPE-Exraktionsvorrichtung ist eine kleine Umkehrphasen-Chromatographiesau-
le mit Dimensionen von 0,18 x 1 mm, die direkt in eine Quarzglastrennungskapillare gepackt wird. Peptide, die
in einer Probeldsung enthalten sind, werden adsorbiert und auf der SPE-Vorrichtung konzentriert, in geschatz-
ten 100 bis 300 nl organischen Lésungsmittels eluiert und aulerdem durch elektrophoretisches Stapeln
und/oder Isotachophorese auf ein geschatztes Volumen von 5 bis 30 nl konzentriert. Die Peptide werden dann
durch CE in einer Kapillare mit einem Innendurchmesser von 20 um oder 50 pm getrennt und direkt durch ESI
ionisiert, da sie die Kapillare verlassen (siehe Referenz 13 zur Konstruktion der Mikrospruhionisierungsquelle).
Mit diesem System kénnen Peptidmassen bei der Empfindlichkeit von 660 Attomol (ungefahr 500 fg fir einen
Peptidrest von 20) bei einer Konzentrationsgrenze von 33 amol/ul bestimmt werden, und diese Proteine kon-
nen durch die CID-Spektren von automatisch ausgewahlten Peptiden bei weniger als 10 fmol (0,5 ng fur ein
Protein von 50 kDa) der Probe bei einer Konzentrationsgrenze von weniger als 300 amol/pl identifiziert werden.
Diese Technik wird fiir die Analyse bei sehr hoher Empfindlichkeit der Peptidproben, die durch die Experimente
erzeugt wurden, verwendet. Es ist ebenso gezeigt worden, dal} die Analysezeit, die fir automatisierte CID-Ex-
perimente verflgbar ist, durch die datenabhangige Modulation der CE-Spannung signifikant ausgedehnt wer-
den kann. Wenn mehrere Peptidionen gleichzeitig bei der MS nachgewiesen werden, wird die CE-Spannung
automatisch verringert. Dies fuhrt zur Reduktion des elektroosmotischen Flusses aus der Kapillare und daher
zur Verlangerung des Zeitraums, der zur Auswahl der Peptidionen fir CID verfiigbar ist. Die Nettowirkung die-
ser Peak-parkenden Technik ist eine Erweiterung des dynamischen Bereiches der Technik, da die verfugbare
erhdhte Zeit zum CID von lonen mit einem geringen lonenstrom verwendet wird. Wenn alle Peptidionen anayl-
siert werden, wird die Elektrophorese automatisch durch Erhéhen der CE-Spannung auf den urspriinglichen
Wert erneut beschleunigt.

Tabelle 1: Relative tberflissige Quantifizierung von a-Lactalbuminhaufigkeit (nach dem Mischen mit bekannter
Menge desselben Proteins mit Cysteinen, modifiziert mit isotopenschwerem Biotinylierungsreagenz)

Peptid m/z Ladungs- | Peptidsequenz Verhéltnis
# (leicht) | zustand (schwer : leicht)
1 518,4 2+ (K) IWCK 2,70
2 568,4 2+ (K) ALCSEK 2,68
3 570,4 2+ (K) CEVFR 2,90
4 760,5 2+ (K) LDQWLCEK 2,82
5 710,1 3+ (K) FLDDDLTDDIMCVK 2,88
6 954,2 3+ (K) DDQNPHSSNICNISCDK 2,90
7 1286,9 4+ (K) GYGGVSLPEWVCTTFHTSGY NA?
DTQAIVQNNDSTEYGLFQINNK

dlsotopenverhaltnis wurde nicht analysiert, da auf einem 4-- Peptid die Isotopmuster stark Gberlappend waren
aufgrund der Unterschiede von nur 2 amu zwischen schweren und leichten lonen.
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Tabelle 2: Sequenzidentifizierung und Quantifizierung der Komponenten eines Proteingemisches in einer Ein-

zelanalyse
Genname* identifizierte Peptid- beobachtetes Mittelwert erwartetes %
sequenz Verhdltnis +SD Verhéltnis  Fehler
(d0/d8)* (d0/d8)~
LCA_BOVIN  ALC#SEK 0,94 0,96+0,06 1,00 4,2
C#EVFR 1,03 ‘
FLDDLTDDIMC#VK 0,92
OVAL_CHICK ADHPFLFC#IK 1,88 1,92+0,06 2,00 4,0
YPILPEYLQC#VK 1,96
BGAL_ECOLI LTAAC#FDR 1,00 0,98+0,07 1,00 2,0
IGLNC#QLAQVAER 0,91
IFDGVNSAFHLWC#NGR 1,04
LACB_BOVIN WENGEC#AQK 3,64 3,55+0,13 4,00 11,3
LSFNPTQLEEQC#H!I 3,45
G3P_RABIT  VPTPNVSVVDLTC#R 0,54 0,56+0,02 0,50 12,0
IVSNASC#TTNC#LAPLAK 0,57
PHS2_RABIT IC#GGWQMEEADDWLR 0,32 0,32+0,03 0,33 3,1
TC#AYTNHTVLPEALER 0,35
WLVLC#NPGLAEIIAER 0,30

*Gennamen nach Swily Prot-Nomenklatur (www.expasy.ch)
*Verhaltnisse wurden fiir jedes Peptid berechnet, wie in Fig. 3 gezeigt.
“Erwartete Verhaltnisse wurden aus den bekannten Mengen an Proteinen, die in jedem Gemisch vorliegen,

berechnet.

# ICAT-markierter Cysteinylrest.
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Tabelle 3: Proteinprofile aus Hefe, die auf Galaktose oder Ethanol als Kohlenstoffquelle wachst.

Genna- identifizierte Peptidsequenz beobachtetes  Galaktose- Glukose-
me* Verhaltnis*  unterdriickt® unterdriickt®
(Eth:Gal)™
ACHA1 KHNC#LHEPHMLK >100:1 v
ADH1 YSGVC#HTDLHAWHGDWPLPVK 0,57 :1
C#C#SDVFNQVVK 0,48 : 1
ADH2  YSGVC#HTDLHAWHGDWPLPTK >200:1 v v
C#SSDVFNHVVK >200: 1 ‘
ALD4 TFEVINPSTEEEIC#HIYEGR >100:1 v v
BMH1  SEHQVELIC#SYR 0,95:1
CDC19 YRPNC#PIILVTR 0,49:1
NC#TPKPTSTTETVAASAVAAVFEQK 0,65:1
AC#DDK 0,67 :1
FBA1 SIAPAYGIPVVLHSDHC#AK 0,60:1
EQVGC#K 0,63:1
GAL1 LTGAGWGGC#TVHLVPGGPNGNIEK 1:>200 v
GAL10 HHIPFYEVDLC#DR 1:>200 v
DC#VTLK 1:>200
GCY1 LWC#TQHHEPEVALDQSLK 0,34:1 v
GLK1 IC#SVNLHGDHTFSMEQMK 0,65:1
GPD1 IC#SQLK 0,54 :1 v
ICL1 GGTQC#SIMR >100:1 v
IPP1 NC#FPHHGYIHNYGAFPQTWEDPNVS- 0,76 : 1
HPETK
LPD1 VC#HAHPTLSEAFK 1,30 :1 v
PEP4 KGWTGQYTLDC#NTR 2,60:1 v
PSA1 SVVLC#NSTIK 0,56 : 1
PGM2  C#TGGIILTASHNPGGPENDMGIK 0,58 : 1 v
LSIC#GEESFGTGSNHVR 0,62:1
PCK1 C#PLK 1,569:1 v
IPC#LADSHPK 1,47 :1
C#INLSAEKEPEIFDAIK 1,52:1
C#AYPIDYIPSAK 1,41 :1
IVEEPTSKDEIWWGPVNKPC#SER 1,85:1
QCR6  ALVHHYEECH#AER 1,30:1 v
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RPL1A°®  SC#GVDAMSVDDLKK 0,82:1
SAH1 ~ HPEMLEDC#FGLSEETTTGVHHLYR 0,62:1
EC#INIKPQVDR 0,74 : 1
SOD1  GFHIHEFGDATNGC#VSAGPHFNPFK 0,46: 1 v
TEF1  RGNVC#GDAK 0,81:1
C#GGIDK 0,70: 1
FVPSKPMC#VEAFSEYPPLGR 0,74:1
VMA2  IPIFSASGLPHNEIAAQIC#R 0,70: 1
YHB1  HYSLC#SASTK 0,69: 1

*Gennamen nach Yeast Proteom-Datenbank (YPD) (19).
# Cysteinylrest ist ICAT-markiert.

“Proteinexpressionsverhaltnisse wurden, wie in Fig. 3 beschrieben, berechnet.
“Kohlenstoffquelle fir Hefewachstum war 2% Ethanol (Eth) oder 2% Galaktose (Gal).

SGen ist bekannt, Galaktose- oder Glukose-unterdriickt zu sein (19).

°Acht andere ribosomale Proteine wurden bei ahnlichen Genexpressionsniveaus nachgewiesen.

Schema 1
/lO]\
HN NH
0
S
BIOTIN LINKER (schwer, weist 8 Deuteriums auf)

0

N/\/\O/\/O\/\o/\/\N/u\/’
H H

FUNKTIONELLE GRUPPE
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Flielschemadarstellung fiir die Verfahrensweise flir quantitative Proteinprofilmessungen, basierend auf stabi-
len Isotopenverhaltnissen durch Massenspektrometrie

Probenproteingemisch Referenzproteingemisch

- Derivatisierte Cysteine mit Derivatisierte Cysteine mit
leichtem Isotopreagenz / schwerem Isotopreagenz

enzymétisch abgespaltenes Protein

l

Affinitatsisolation von derivatisierten
Peptiden

l

Analyse und Quantifizierung von derivatisierten Peptiden
durch LC-MS/MS
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Schema 2

Gewohnliche chemische Synthese von Sulfhydryl-reaktivem Biotinylierungsreagenz. Der Linker kann entwe-
der isotopenschwer (d8) oder -leicht (d0) hergestellt werden.
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Schema 3

Synthese eines Reagenz, spezifisch fiir Biotinylierung von freien Aminogruppen. Das Reagenz wird sowohl in
isotopenschwerer (d8) als auch -leichter (d0) Form synthetisiert.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Untersuchung relativer Expressionsniveaus von Proteinen in zwei oder mehr Proben, die
Proteine enthalten, welches die Schritte umfalit
(a) das Bereitstellen eines affinitatsmarkierten, im wesentlichen chemisch identischen und mit Isotopen unter-
schiedlich markierten, reaktiven Proteinreagenz fiir jede Probe, wobei das Reagenz die allgemeine Formel auf-
weist

A-B'-X'-(CH,),-[X*-(CH,),J,-X*-(CH,),-X"-B*-PRG

worin A eine Affinitatsmarkierung ist, welche selektiv an ein Abfangreagenz bindet,
PRG eine reaktive Proteingruppe ist, welche selektiv mit bestimmten funktionellen Proteingruppen reagiert,
und

B'-X'~(CH,),-[X(CH,) - X-(CH,),-X*-B?

eine Linkergruppe ist, welche mit stabilen Isotopen unterschiedlich markiert sein kann, und wobei

X', X2, X3 und X* unabhangig voneinander und X? unabhangig von anderem X? aus O, S, NH, NR, NRR", CO,
COO, COS, S-S, SO, SO,, CO-NR', CS-NR', Si-O, Aryl- oder Diarylgruppen ausgewahlt sein kénnen, oder X'
bis X* nicht vorhanden sein kdnnen,

B' und B? unabhéngig voneinander optionale Gruppen sind, ausgewahlt aus COO, CO, CO-NR', CS-NR',
(CH,),-CONR', (CH,),-CS-NR', oder (CH,),,

n, m, p, g und x ganze Zahlen sind, welche Werte von 0 bis 100 annehmen kénnen, wobei die Summe von n
+ xm + p + q weniger als 100 ist,

R eine Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Alkoxy- oder eine Arylgruppe ist, welche gegebenenfalls mit einer oder meh-
reren Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl- oder Alkoxygruppen substituiert ist, und

R' ein Wasserstoffatom, eine Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl-, Alkoxy- oder eine Arylgruppe ist, welche gegebenenfalls
mit einer oder mehreren Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl- oder Alkoxygruppen substituiert ist,

wobei eine oder mehrere der CH,-Gruppen im Linker gegebenenfalls mit Alkyl-, Alkenyl-, Alkoxygruppen, einer
Arylgruppe, welche gegebenenfalls mit einer oder mehreren Alkyl-, Alkenyl-, Alkinyl- oder Alkoxygruppen, ei-
ner sauren Gruppe, einer basischen Gruppe oder einer Gruppe, welche eine bleibende positive oder negative
Ladung tragt, substituiert ist, substituiert sein kénnen, wobei eine oder mehrere Einfachbindungen, welche
nicht benachbarte CH,-Gruppen im Linker verbinden, durch eine Doppel- oder Dreifachbindung ersetzt werden
kdnnen, und wobei eines oder mehrere der Atome im Linker mit einem stabilen Isotop substituiert sein kénnen,
und

(b) das Reagieren jeder Probe mit einem der reaktiven Proteinreagenzien, um affinitadtsmarkierte Proteine in
der Probe bereitzustellen, wobei affinitdtsmarkierte Proteine in verschiedenen Proben dadurch mit stabilen Iso-
topen unterschiedlich markiert sind,

(c) das Kombinieren der unterschiedlich markierten Proben und das Behandeln der kombinierten Probe, um
die Proteine darin zu spalten und Peptide zu erzeugen,

(d) das Abfangen affinitatsmarkierter, unterschiedlich markierter Peptide der kombinierten Probe unter Verwen-
dung des Abfangreagenz, welches selektiv A bindet,

(e) das Freisetzen abgefangener, affinitatsmarkierter, unterschiedlich markierter Peptide vom Abfangreagenz
durch Unterbrechen der Wechselwirkung zwischen den affinitdtsmarkierten Peptiden und dem Abfangreagenz,
und

(f) das Nachweisen und Identifizieren der freigesetzten, affinitdtsmarkierten unterschiedlich markierten Peptide
durch Massenspektrometrie, und

(g) das Messen der relativen Haufigkeit der isotopisch verschiedenen lonenpeaks, welche durch ein affinitats-
markiertes, unterschiedlich markiertes Peptid erzeugt werden, um relative Expressionsniveaus des Proteins,
von welchem das affinitatsmarkierte, unterschiedlich markierte Peptid stammt, zu untersuchen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die affinitdtsmarkierten Proteine in den Proben vor oder nach ihrem
Abfangen enzymatisch oder chemisch bearbeitet werden, um sie in affinitditsmarkierte Peptide umzuwandein.
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3. Verfahren nach Anspruch 1, welches weiter den Schritt des Einfihrens einer bekannten Menge eines
oder mehrerer interner Standards in eine Probe fir jedes der zu quantifizierenden Proteine umfalit, wobei der
interne Standard ein affinitatsmarkiertes Peptid ist, welches in der chemischen Struktur identisch zum affini-
tatsmarkierten, zu quantifizierenden Peptid ist, mit der Ausnahme, daf der interne Standard entweder im Pep-
tid- oder im Affinitatsmarkierungsanteil mit Isotopen unterschiedlich markiert ist, um es vom affinitatsmarkier-
ten, zu quantifizierenden Peptid zu unterscheiden.

4. Verfahren nach Anspruch 1, welches die relativen Mengen von Membranproteinen in einer oder mehre-
ren unterschiedlichen Proben bestimmt.

5. Verfahren nach Anspruch 1, wobei unterschiedliche Proben Proteine, welche aus unterschiedlichen Or-
ganellen oder unterschiedlichen subzellularen Fraktionen stammen, enthalten.

6. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Affinitdtsmarkierung Biotin oder ein modifiziertes Biotin ist.

7. Verfahren nach Anspruch 1, wobei PRG eine Sulfhydryl-reaktive Gruppe oder eine Amin-reaktive Grup-
pe ist.

8. Verfahren nach Anspruch 1, wobei PRG eine Sulfthydryl-reaktive Gruppe ist.

9. Verfahren nach Anspruch 1, wobei PRG eine Amin-reaktive Gruppe, eine Gruppe, welche mit einem Ho-
moserinlakton reagiert oder eine Gruppe, welche mit einer Carbonsauregruppe reagiert, ist.

10. Verfahren nach Anspruch 1, wobei eines aus n, m, p oder q nicht O ist.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

Fig. 1A Fig. 1B
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Standardkurve, erzeugt mit einem Cystein-biotinylierten Peptid, und Quantifizierung
durch stabile Isotopenverdiinnung. A) Zoom-Scann aus einem lon-Trap-
Massenspektrometer, das eine 4 amu Isotopverteilung fur die [M+2H]2*-Ionen des
Peptids zeigt, das mit den isotopenleichten (1457,9 u) und -schweren (1461,8) Bioti-
nylierungsreagenzien modifiziert wurde. Das Verhaitnis (d0/d8) betrug 4,54. B) Kur-
ve, erzeugt aus der Analyse von Isotopenverhaltnissen aus den Zoom-Scanns von 5
unterschiedlichen Konzentrationen des d0-markierten Peptids, gemessen in Gegen-

wart einer bekannten Menge an Peptid, das mit dem isotopenschweren Reagenz

markiert wurde.
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Tandem-Massenspektrum eines Cystein-modifizierten Peptids aus o-Lactalbumin.
Die Modifikation des Cysteinrestes mit dem gewohnlich synthetisierten Biotinylie-
rungsreagenz beeinfluBte nicht die Fahigkeit des Sequest-Computerprogramms,

dieses Peptid mit einer Datenbanksequenz genau zu vergleichen.

Fig. 2
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Relative Haufigkeit

Fig. 4B
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