Protein-Massenspektrometrie

gngewandte
Ch

DOI: 10.1002/ange.201207325

Screening und Charakterisierung von Protein-modifizierenden
Naturstoffen durch MA LDI-Massenspektrometrie bringen starke
SIRT1- und p300-Inhibitoren hervor**
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Naturstoffe stellen eine reichhaltige Ressource fiir Substan-
zen dar, die bei der Entwicklung von chemischen Sonden,
funktionellen Lebensmitteln oder Arzneimitteln Verwen-
dung finden.' Die auBergewohnliche strukturelle Vielfalt
von Substanzbibliotheken, die auf Naturstoffen oder deren
Derivaten basieren, spricht fiir deren Einsatz in verschiede-
nen Anwendungen,'®? z. B. in Wirkstoffscreenings.”!

Enzyme, die Proteine oder Nukleinsduren posttransla-
tional modifizieren konnen, stellen interessante Zielproteine
fiir Medikamente dar und umfassen unter anderem Kinasen
und Phosphatasen,) Methyltransferasen® oder Acetyltrans-
ferasen und Deacetylasen.’! Neuere Studien deuten darauf
hin, dass Histon-modifizierende Enzyme, wie die Deacetylase
Sirtuin 1 (SIRT1), als Zielproteine geeignet sind, um alters-
bedingte Erkrankungen, wie neuropathogene Erkrankungen,
metabolische Erkrankungen oder Krebs, medikamentds zu
behandeln.”! Substanzscreenings auf mogliche SIRT1-Mo-
dulatoren brachten vielversprechende Enzymaktivatoren wie
den Naturstoff Resveratrol oder die synthetische Substanz
SRT1720 hervor. Allerdings sind diese Ergebnisse aufgrund
in den letzten Jahren beschriebener Methodenartefakte noch
immer hochumstritten. Die verwendeten Screeningmethoden
basierten auf dem FEinsatz fluoreszenzmarkierter Peptidsub-
strate und resultierten in einer angeblichen, jedoch artifizi-
ellen enzymatischen Aktivierung von SIRT1, was zahlreiche
Forscher iiber Jahre hinweg in die Irre fiihrte.[

Neben der Generierung von Artefakten, wie sie speziell
fir verschiedene SIRT1-Assays beobachtet wurde, besteht
ein zweiter genereller Nachteil in der Anwendung fluores-
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zenzbasierter Methoden, der im Allgemeinen unterschitzt
wird: Die in Substanz- und insbesondere Naturstoffbiblio-
theken haufig auftretende Autofluoreszenz kann nidmlich
weithin eingesetzte optische Verfahren,” wie den TR-FRET
(,,time-resolved fluorescence resonance energy transfer®),
beeintrichtigen.!'”

Dagegen stellt die Massenspektrometrie (MS) eine at-
traktive Alternative dar, da sie eine direkte Detektion von
Substraten ermoglicht. In der MS werden Peptide ionisiert
und anhand ihres Masse-zu-Ladungs-Verhiltnisses (m/z) de-
tektiert.'!! So kann etwa die Deacetylierung eines Peptid-
substrates anhand der Verschiebung des Substratpeaks um
eine Masse von 42 Da direkt detektiert werden (Abbil-
dung 1).
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Abbildung 1. Deacetylierung und Acetylierung von Peptidsubstraten
durch SIRT1 bzw. p300. Sowohl die Deacetylierung als auch die Acety-
lierung resultieren in einer um 42 Da verinderten Peptidmasse, die im
Massenspektrum beobachtet werden kann.

Massenspektrometrische Methoden wie Elektrospray-
ionisierung (EST)!"! oder Matrix-assistierte Laserdesorption/
Ionisierung (MALDI)™ haben sich in der biologischen
Grundlagenforschung zu weitverbreiteten Techniken entwi-
ckelt. Die ESI-MS beruht auf der Injektion geloster Analyte
und erfordert zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen
Waschschritte zwischen den einzelnen Probeninjektionen.
Dies kann in der Praxis den Probendurchsatz begrenzen. Die
MALDI-MS basiert auf der einfachen, raumlich getrennten
Priaparation von Proben auf einer Metallplatte, wobei jede
Probe aus Matrix- und Analytmolekiilen besteht. Da auf
einer Platte viele Probenpunkte nebeneinander angeordnet
werden konnen, ermoglicht die aufeinanderfolgende Ionisie-
rung der Analytproben mithilfe eines Lasers miihelos eine
Hochdurchsatz-Detektion mit einem reduzierten Risiko fiir
eine mogliche Kreuzkontamination. Obwohl die Quantifi-
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zierung von Analyten mit MALDI-MS anfénglich mit Her-
ausforderungen verbunden war, wurden hierfiir im Laufe der
Zeit verschiedene Ansitze entwickelt, insbesondere fiir
Proben von geringer Komplexitit.'¥ Auf diese Weise konn-
ten in den letzten Jahren etliche neue Quantifizierungstech-
niken entwickelt werden, etwa in der genetischen Diagnos-
tik.*! Weiterhin ist die MALDI-MS aufgrund ihrer einfachen
Instandhaltung und Handhabung auch fiir Nicht-Experten
auf dem Gebiet der MS interessant.

Wir entwickelten und validierten in dieser Studie eine auf
MALDI-MS basierende Methode zum Hochdurchsatz-
Screening von Leitstrukturen und zur Charakterisierung von
Substanzen, die die Deacetylaseaktivitdt von SIRT1 modifi-
zieren konnen (siehe die Hintergrundinformationen, Abbil-
dung S1). Weiterhin wendeten wir das Methodenprinzip fiir
die entsprechende Umkehrreaktion an, d. h. die Acetylierung
durch die Acetyltransferase p300.

Wir testeten die Aktivitdt der oben genannten angebli-
chen SIRT1-Aktivatoren Resveratrol und SRT1720 mit
MALDI-MS unter Einsatz verschiedener Peptidsubstrate mit
oder ohne Fluoreszenzmarkierung. In Ubereinstimmung mit
neueren Studien, die radioaktive Markierungen®® oder
HPLC®! verwendeten, konnten wir beobachten, dass ver-
schiedene Fluoreszenzmarkierungen divergierende Aktivie-
rungsartefakte produzierten, wiahrend das unmarkierte na-
tirliche Peptid keine SIRT1-Aktivierung, sondern im Ge-
genteil sogar eine Inhibierung zeigte (Abbildung 2).

falls ein SIRT1-Inhibitor, der ICs,-Wert ermittelt. Auch dieser
befand sich mit (0.58 £0.03) um in der GroBenordnung be-
reits beschriebener Daten.” Die Genauigkeit dieser mit
MALDI-MS erhaltenen Werte wurde zudem mit ESI-MS
validiert (Tabelle S1).

Die Ermittlung von Enzymkinetiken sowie der Wir-
kungsstdrke von Substanzen erfordert exakte Quantifizie-
rungstechniken. Die Quantifizierung mit MALDI-MS wurde
bereits erfolgreich fiir komplexe Peptid- oder andere biolo-
gische Proben eingesetzt.”!! Wir konnten acetylierte und de-
acetylierte Peptide durch die Erstellung von Peptid-, Kali-
brierkurven“ (CCs) verldsslich quantifizieren, wie in den
Hintergrundinformationen beschrieben. Dafiir wurden die
gemessenen gegen die berechneten Werte aufgetragen (Ab-
bildung 3 und S5) und nachfolgend eine Korrektur der Pro-
bendaten anhand der CC durchgefiihrt. Um eine einheitliche
Detektion der Proben zu erzielen, optimierten wir die Pra-
parationsbedingungen unter Anwendung einer homogenen
Ultradiinnschicht-Priparation (UTL).”?! Eine weiterfiihren-
de detaillierte Beschreibung und Diskussion beziiglich der
Quantifizierung von Peptiden ist Teil der Hintergrundinfor-
mationen.

Unter Anwendung der beschriebenen Methode durch-
suchten wir eine aus 5500 Naturstoffen bestehende Sub-
stanzbibliothek" nach SIRT1-Modulatoren. Um den
Durchsatz zu erhohen, vereinigten wir jeweils fiinf Substan-
zen und verwendeten MALDI-Targetplatten im 384er-
Format. Entsprechende Substanzgemische (,,Pools“), die

mogliche Screeninghits enthielten, wurden sodann als
Einzelsubstanzen iiberpriift. Wiahrend die Reaktion

Fluor-de-LysMarkierung TAMRA-Markierung keine Markierung und die Aufreinigung der Proben jeweils etwa eine
1 :: b 1 1 » 1 ] h.albe St.unde in Ansprucl.l .nahmen, konnten wir in
> 05 o 00 ° " einem einfachen, automatisierten MS-Lauf von etwa
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3 :: % h i % 05 - Substanzen detektier.en. .
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Abbildung 2. Vergleich von SIRT1-Aktivatoren unter Anwendung verschiedener

f(n) = (1=p)"—=(1/n) 1)

Substratpeptide und der MALDI-MS-Detektion. Als Substrate wurden fluores-

zenzmarkierte und unmarkierte Peptide verwendet. Die Reaktionen enthielten
1% DMSO, die Behandlungen 100 um Resveratrol (RSV) bzw. 100 um SRT1720.

Um die Methode fiir Screening-Anwendungen zu opti-
mieren, verwendeten wir das unmarkierte Histon H4-Peptid,
dessen Sequenz auf einem bekannten Zielprotein von SIRT1
basiert,"! in einer Konzentration von 0.5 pum. Diese Konzen-
tration liegt weit unterhalb des K,-Wertes ((16 £2) um; Ab-
bildung S2) und ermoglicht die Detektion kompetitiver
Inhibitoren.'”) Die prozentuale Deacetylierung wurde auf ca.
40% festgelegt (10 nm SIRT1, 30 min; Abbildung S3a), um
eine robuste Detektion der Stidrke von Inhibitoren zu er-
moglichen. Die Robustheit dieser Reaktionsbedingungen
wurde durch einen Z'-Wert!"® von 0.5 bestitigt (Abbil-
dung S4). Weiterhin ermittelten wir einen ICs-Wert von
(026 £0.02) um fiir Suramin, einen bekannten SIRT1-Inhi-
bitor, der mit dem Literaturwert von (0.297 £ 0.01) pum weit-
gehend iibereinstimmt."” Zudem wurde fiir EX-527, eben-
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miert wird.?!

p steht darin fiir die erwartete Screeninghit-Rate
einer bestimmten Substanzbibliothek und # steht fiir
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Abbildung 3. Die Peptid-,Kalibrierkurve“ stellt das Verhalten der ge-
messenen Peptidverhiltnisse zu den berechneten Werten dar und
dient der Interpolation der gemessenen Probenwerte. Pro Datenpunkt
wurden 12 MALDI-Messungen durchgefiihrt.
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die Zahl der vereinigten Substanzen. Die optimale Poolgréie
ist definiert als das Maximum der aufgetragenen Kurve. Die
fir unsere Naturstoffbibliothek festgestellte Screeninghit-
Rate lag bei 0.15 %, was in einer optimalen Poolgrofie von n =
26 resultiert (Abbildung S6). Wir testeten Pools in Gr6Ben
von bis zu 30 Substanzen, und konnten die Positivkontrolle
Suramin jeweils erfolgreich identifizieren (Abbildung S7).
Dieser Ansatz ermoglicht somit ein Screening von mehr als
10000 Substanzen innerhalb weniger Stunden.

Anhand unseres Screenings wurden acht SIRT1-Inhibi-
toren identifiziert (1-8; Tabelle 1; Tabelle S2), die anschlie-
Bend in Zellen auf ihre cytotoxischen Eigenschaften hin un-
tersucht wurden (Abbildung S8). Die toxischen Substanzen
wurden von der weiteren Charakterisierung ausgeschlossen.
Die ICs-Werte der {iibrigen fiinf Inhibitoren befanden sich
zwischen 9.7 um und 49 um (Tabelle 1). SIRT1-Inhibitoren
solcher Stiarke konnen wertvolle biologische Effekte erzie-
len.!

Wir testeten daher den stirksten Inhibitor 1 (Abbil-
dung 4 a) hinsichtlich seiner Féhigkeit, die p53-Acetylierung
in humanen Leberzellen (HepG2) zu steigern. Dafiir wurden

a) b)
0 501 ICs0 = (9.7 £ 0.7) pm 1 0157 *x
a\a 40_ ﬁ
£ 3 1
§ 3
3 20 S
= 0.05-
Q o) "
8 10 2
0 . T T , 0.00-
A1 0 1 2 3 eo N
log (Konz. | ymol L™") —> xox“ Q}o"
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Abbildung 4. a) Mit MALDI-Quantifizierung generierte 1Cso-Kurve fiir

1 und SIRT1 unter Anwendung des Histon H4-Peptides
(SGRGKGGKGLGKGGA-K(Ac)-RHRK). b) Densitometrische Analyse
des Western-Blots, die den Effekt einer Behandlung von HepG2-Zellen
mit 30 um 1 iiber 16 h auf den Acetylierungszustand von p53 (Lys382)
in der Zellkernfraktion aufzeigt (Rohdaten: Abbildung S9). Die basale
p53-Acetylierung wurde durch gleichzeitige Behandlung mit 20 pm Eto-
posid (Eto) induziert.

die Zellen 16 Stunden lang mit 30 um 1 behandelt. Mit einer
densitometrischen Western-Blot-Analyse konnten wir einen
signifikanten Anstieg der pS3-Acetylierung in der Kernfrak-
tion feststellen (Abbildung 4b).

Wir verwendeten die beschriebene MALDI-MS-Methode
zudem fiir die Umkehrreaktion, d.h. die Acetylierung eines
Substratpeptides durch die Acetyltransferase p300. Hierfiir
wurden 0.5 uM eines p53-basierten Substratpeptides (HAT-
Peptid: STSRHKKL) eingesetzt. Weiterhin wurde eine pro-
zentuale Acetylierung von 35% (250 nm p300, 60 min; Ab-
bildung S3b) gewihlt, um sowohl eine Inhibierung als auch
eine Aktivierung des Enzyms detektieren zu konnen.

Wir entdeckten einen neuen p300-Inhibitor (9; Abbil-
dung 5a; Tabelle S2) und bestimmten dessen 1Cs,-Wert mit
(1.71 £0.07) um (Abbildung 5b).

Wir validierten diesen Wert unter Anwendung einer ra-
dioaktivititsbasierten Methode ((2.1£0.4) um). Das Quer-
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Tabelle 1: SIRT1-Screeninghits.

Strukturt? 1Cso [uM]

1 9.7+0.7
2 28+9
3 36+6
4 464
5 49+£3

6 n.b.®l
7 n.b.®l
8 n.b.®

[a] Die Strukturen wurden mit ChemDraw Ultra 9.0 erstellt. [b] n.b.: nicht
bestimmt.
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Abbildung 5. a) Struktur des neuen p300-Inhibitors 9. b) Mit MALDI-
Quantifizierung generierte 1Cso-Kurve fiir 9 und p300.

cetin-Derivat 9 ist somit etwa 4-mal stiarker als Anacardin-
sdure (ICs, 8.5 um), die in der Schale der Cashewnuss vor-
kommt,®! und etwa 3.5-mal stirker als Garcinol (ICs, 7 pum),
das in der Fruchtschale eines immergriinen tropischen
Baumes gefunden wurde.” 9 ist auBerdem etwa 17-mal
stiarker als Quercetin, das die Kernstruktur dieses Natur-
stoffes darstellt und ebenfalls hemmend auf p300 wirkt.?” In
der radioaktivitdtsbasierten Methode wies Quercetin ledig-
lich einen ICs-Wert um 34 um auf. In Zellen zeigte 9 einen
signifikant antiinflammatorischen Effekt, indem es die
TNFa-Sekretion aus THP-1-Zellen reduzierte (Abbil-
dung S10). Dies ist eine interessante Eigenschaft von p300-
Inhibitoren, die kiirzlich fiir den p300-Inhibitor Curcumin
gezeigt wurde.®

Die in dieser Studie beschriebenen Naturstoffe konnten
als chemische Hilfsmittel im Bereich der Epigenetik genutzt
werden. Im Speziellen konnten sie eingesetzt werden, um die
Rolle von Histondeacetylasen, wie SIRT1, oder von Histon-
acetyltransferasen, wie p300, in diversen biologischen Pro-
zessen zu untersuchen. Weitere Studien werden bendtigt, um
die pharmakologischen Profile sowie potenzielle gesund-
heitsfordernde Effekte der Substanzen zu sondieren.

Wir haben hier eine direkte MALDI-MS-basierte Me-
thode vorgestellt, die ein Screening und die Charakterisie-
rung von Substanzen, die die Aktivitdt von Proteinen modi-
fizieren, in unverfélschter Weise ermoglicht. Durch Anwen-
dung dieses Verfahrens konnten wir analytische Probleme
umgehen, die aus dem Einsatz autofluoreszierender Sub-
stanzen herriihren. Unter Verwendung geeigneter Substrat-
peptide und Versuchsbedingungen kann auf die hier gezeigte
Weise eine grofie Vielfalt posttranslational aktiver Enzyme,
wie Deacetylasen, Acetyltransferasen, Kinasen, Phosphata-
sen oder Methyltransferasen untersucht werden.

Eingegangen am 11. September 2012,
verdnderte Fassung am 12. Dezember 2012
Online verdffentlicht am 8. April 2013
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