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Die Endeckung neuer Arzneistoffe
hidngt wesentlich von der Entwicklung
und Verbesserung schneller und ver-
lasslicher Methoden ab, die ein Scree-
ning von Protein-Ligand-Wechselwir-
kungen ermoglichen. Eine wichtige
Methode zum Studium von Wechsel-
wirkungen zwischen biologisch aktiven,
kleinen Molekiilen und ihren Zielpro-
teinen ist dabei die Photoaffinitidtsmar-
kierung.! Bei der Photoaffinititsmar-
kierung wird durch Bestrahlung mit UV-
Licht eine kovalente Bindung zwischen
einem Liganden und einem Protein ge-
bildet. Die Voraussetzungen fiir ein
ideales Photoaffinititsreagens sind che-
mische Stabilitdt vor der Photoaktivie-
rung, leichte Photolyse bei Wellenlédn-
gen, die das Protein nicht beschédigen,
sowie hohe Reaktivitdt des gebildeten
Zwischenproduktes mit C-H-Gruppen
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sowie mit nucleophilen X-Atomen aus
X-H-Gruppen. Zudem sollten die Re-
aktionen des Photoaffinititsreagens mit
Proteinen zu stabilen und homogenen
Produkten fithren, um ihre Isolierung,
Reinigung und nachfolgende massen-
spektrometrische Analyse zu ermogli-
chen. Eine reproduzierbare, hocheffizi-
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ente Markierung von Zielproteinen ge-
lingt mit Phenylaziden, Diazirinen und
Benzophenon-Photophoren.*?!

Fiir In-vivo-Studien von Protein-
Protein-Wechselwirkungen wurden Di-
aziringruppen in die Aminosduren Me-
thionin, Leucin und Isoleucin einge-
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Abbildung 1. |sotopenmarkierte Photoaffinitatsreagentien 11 und 2. Die verschiedenen Struk-
turelemente sind wie folgt bezeichnet: A) Reaktionsstelle 1 (grauer Kreis), B) Photoreaktionsstel-
le (graues Rechteck), C) Biotineinheit zur affinitdtschromatographischen Reinigung (graues
Dreieck) und D) Isotopenmarkierung (offener Kreis).
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toaffinitédtsreagentien, die eine Biotin-

gruppe enthalten, ermoglichen eine

Anreicherung der gebildeten Produkte

durch affinitdtschromatographische Rei-

nigung an Avidin. Aulerdem kann eine

Spaltstelle im Molekiil enthalten sein,

um den Biotinrest freizusetzen."
Lamos etal. stellten kiirzlich ein

neuartiges Photoaffinitdtsreagens 1

(Abbildung 1) vor, das folgende Kom-

ponenten enthilt:

® A) eine reaktive Gruppe fir die
Kupplung des biologisch aktiven Li-
ganden,

e B) cine photoreaktive Gruppe fiir
die Reaktion mit dem Zielprotein,

e C) eine Biotingruppe zur affinitéts-
chromatographischen Reinigung des
Protein-Ligand-Komplexes an Avi-
din,

o D) ecine stabile Isotopenmarkierung
zur Erleichterung der massenspek-
trometrischen Identifizierung des
Protein-Ligand-Komplexes.

Die Strukturmerkmale A-D sind
auch in 2 vorhanden (Abbildung 1), das
von Trester-Zedlitz etal. entwickelt
wurde, um Protein-Protein-Wechselwir-
kungen durch chemische Vernetzung zu
untersuchen.” Allerdings beobachteten
die Autoren eine geringe Kupplungsef-
fizienz fiir 2 bei der Verkniipfung eines
heterodimeren Proteinkomplexes sowie
ein breites Spektrum an Vernetzungs-
produkten.”!

Das Photoaffinititsreagens 1, mit
dem Schlagwort ,,Target-Identification
Probe (TIP)“ bedacht, wurde erfolg-
reich fiir die Identifizierung der Wech-
selwirkungsregion zwischen dem im-
munsuppressiven Wirkstoff Cyclospo-
rin A (CsA) und seinem Bindungspro-
tein Cyclophilin (CypA) in Gegenwart
der drei nicht an CsA bindenden Pro-
teine Ovalbumin, Carboanhydrase und
FK-bindendes Protein (FKBP) einge-
setzt.) Die Strategie ist in Abbil-
dung 2 A dargestellt. Im ersten Schritt
wird die 1:1-Mischung aus nichtdeute-
riertem und deuteriertem Photoaffini-
tiatsreagens an den bioaktiven Liganden
gekuppelt. Nach der Kupplung wird das
Konjugat mit einer Proteinmischung
inkubiert, und durch Bestrahlung der
Mischung mit langwelligem UV-Licht
wird die Photoreaktion induziert. Nur
das Zielprotein, das spezifisch mit dem
Liganden wechselwirkt, geht die Pho-
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Abbildung 2. A) Strategie fiir die Analyse von Protein-Ligand-Wechselwirkungen unter Verwen-
dung von 1 als 1:1-Gemisch des [Dy]- und [D,;]-Derivates, wie in Lit. [6] fiir die Analyse der
CypA-CsA-Wechselwirkung dargestellt. B) Strategiekonzept fiir die Untersuchung von Protein-
Protein-Wechselwirkungen mit Photoaffinititsreagentien wie 1 oder 2. Die Strukturelemente des
Photoaffinititsreagens sind schematisch analog zu Abbildung 1 dargestellt.
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tovernetzung ein, nichtbindende Pro-
teine bleiben unverdndert. Der gebil-
dete Protein-Ligand-Komplex  wird
durch Affinitditschromatographie an
Avidin gereinigt und anschlieBend en-
zymatisch gespalten, z. B. durch Trypsin,
das C-terminal an Lysin- und Arginin-
Resten spaltet. Die Massenspektrome-
trie (MS) unter Verwendung der ,,sanf-
ten* Ionisationsmethoden ESI (Elek-
trospray-lonisation)® oder MALDI
(Matrix-assistierte ~ Laser-Desorption/
Ionisation)® ermoglicht die Analyse der
gebildeten Peptidgemische. MS ist die
Methode der Wahl fiir die Analyse die-
ser komplexen Gemische, nicht zuletzt
wegen ihrer hohen Geschwindigkeit und
Empfindlichkeit, was sie besonders ge-
eignet fiir eine Hochdurchsatzanalyse
geringster Probenmengen macht. Tan-
dem-Massenspektrometrie ~ (MS/MS)
kann durchgefiihrt werden, um Se-
quenzinformationen der proteolyti-
schen Peptide des Zielproteins zu er-
halten und um die Aminosduren zu
identifizieren, die durch die Photoaffi-
nitdtsmarkierung modifiziert wurden.””

Die Anwendung des Photoaffini-
tiatsreagens in einem festen Verhéltnis
aus nichtdeuteriertem und deuteriertem
Derivat erleichtert die MS-Identifizie-
rung von Peptid-Ligand-Addukten an-
hand der charakteristischen Isotopen-
muster der modifizierten Peptide we-
sentlich. Signale, die wegen der durch
die Isotopenmarkierung verursachten
charakteristischen Massenidnderung
Addukten zwischen Peptiden des Ziel-
proteins und dem Liganden zugeordnet
wurden, liefern Informationen tiber die
Ligandenbindungsstelle innerhalb des
Zielproteins. Das Zielprotein eines be-
stimmten Liganden, das aus der Pro-
teinmischung ,,gefischt“ wurde, indem
der Ligand als ,,Koder* eingesetzt wur-
de, wird anhand seiner unmodifizierten
Peptide identifiziert (Abbildung 2).

Diese Strategie konnte dazu ver-
wendet werden, nach Proteinbindungs-
partnern eines Zielproteins zu suchen
und die Wechselwirkungsregion(en) in-
nerhalb des Protein-Protein-Komplexes
zu kartographieren (Abbildung2B).
Fiir dieses Konzept gibt es jedoch bis-
lang noch keine erfolgreiche Anwen-
dung.

Die Kupplungseffizienz bei der
Photoaffinitdtsmarkierung mit 1, das fiir
die Analyse der Wechselwirkung zwi-
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schen CypA und CsA verwendet wurde,
ist relativ gering,’! was den Einsatz sehr
empfindlicher analytischer Methoden
fir die Identifizierung der gebildeten
Produkte nétig macht. Zudem kann die
Komplexitdt der gebildeten Gemische
die Analyse der Reaktionsprodukte der
Photoaffinitdtsmarkierung erschweren.

Der Einsatz von mit stabilen Isoto-
pen (D, '*O, *C) markierten Reagentien
in einem festgelegten Verhiltnis zu den
nichtmarkierten Molekiilen ermdglicht
eine rasche Detektion der Reaktions-
produkte in den Massenspektren an-
hand der definierten Isotopenmuster,
nachdem der Protein-Ligand-Komplex
enzymatisch gespalten wurde.™”'"! Man
sollte sich allerdings dariiber im Klaren
sein, dass durch den Einbau einer Iso-
topenmarkierung die MS-Signalintensi-
tdt eines spezifischen Reaktionspro-
duktes wegen der Aufspaltung des ur-
spriinglichen Signals in zwei Signale re-
duziert wird. Bei 1 fiihrt der Einbau von
elf Deuteriumatomen zu einer grof3en
Massendnderung im Reaktionsprodukt.
Daher ist die charakteristische Massen-
differenz zwischen nichtdeuterierter
und deuterierter Spezies sogar in mehr-
fach geladenen Ionen, wie sie wiahrend
des FElektrospray-lonisationsprozesses
entstehen konnen, sofort erkennbar.

Man konnte sich vorstellen, Photo-
affinititsreagentien, die eine grof3e Zahl
an schweren Isotopen enthalten, fiir die
Analyse von Protein-Ligand-Komple-
xen in ,,Top-Down“-Ansétzen zu ver-
wenden.!"! Dabei werden die zu unter-
suchenden Proteine nicht enzymatisch
gespalten, vielmehr werden die intakten
Protein-Ligand-Komplexe  innerhalb
des Massenspektrometers fragmentiert.
Fourier-Transformations-Ionencyclotron-
resonanz(FTICR)-""!  oder Orbitrap-
Massenspektrometer''?! haben sich als
besonders geeignet fiir ,, Top-Down*-
Analysen erwiesen.

Der Einbau von Deuteriumatomen
als Isotopenmarkierung hat den erheb-
lichen Nachteil, dass deuterierte Mole-
kiile andere Retentionszeiten als nicht-
deuterierte Derivate wéhrend der fliis-
sigkeitschromatographischen Trennung
aufweisen konnen.™ Wenn die Zahl der
Deuteriumatome im Molekiil vergro-
Bert wird, um die Massendifferenz zwi-
schen deuteriertem und nichtdeuterier-
tem Derivat zu erhohen, unterscheiden
sich die Retentionszeiten der beiden
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Spezies zunehmend, was die Bestim-
mung der Isotopenverhiltnisse in den
Massenspektren erschwert. Daher diirf-
te der Einbau von “C- oder ®*O-Ato-
men, die keine Isotopeneffekte wihrend
der LC/MS-Analyse aufweisen, vorteil-
hafter fiir das Design weiterer isoto-
penmarkierter Reagentien sein.!'¥

Die Strategie auf der Basis isoto-
penmarkierter  Photoaffinititsreagen-
tien in Kombination mit Massenspek-
trometrie ist, wie hier gezeigt, eine
vielseitige und schnelle Methode zur
Untersuchung von Protein-Ligand-
Wechselwirkungen geringer Proben-
mengen.
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