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Abstract: Mithilfe eines Pikosekunden-IR-Lasers (PIRL)
konnen Proteine in weniger als einer Millisekunde aus intakten
Geweben in die Gasphase katapultiert werden. Die ultra-
schnelle Desorption erfolgt durch eine impulsive Anregung
intramolekularer Vibrationszustinde (DIVE) der Wassermo-
lekiile, die die Proteine innerhalb des Gewebes umgeben.
PIRL-DIVE extrahiert mit hohen Ausbeuten eine grofie Viel-
zahl unterschiedlicher Proteine, von wenigen kDa bis zu
mehreren MDa. Die chemische Zusammensetzung der Pro-
teine wird durch die Energie des PIRL nicht verindert. Der
Nachweis von Enzymaktivititen in den PIRL-Extrakten weist
darauf hin, dass die Konformation der Enzyme erhalten bleibt.

Die Extraktion von Proteinen aus biologischen Geweben ist
ein kritischer und zeitaufwendiger Schritt in jedem protein-
analytischen Experiment. Die Proteine miissen aus ihren
zelluldren Kompartimenten freigesetzt werden, was ein Auf-
brechen der zelluldren Strukturen durch Homogenisierung
des Gewebes erfordert. Die Art der Homogenisierung hingt
von der Beschaffenheit des Gewebes ab. Wihrend ein Auf-
schluss von Gehirn- und Lebergewebe durch Ultraschalbe-
handlung moglich ist,"! werden fiir Muskel-, Knochen- und
Knorpelgewebe mechanische Homogenisatoren benotigt.”
Fiir eine effiziente Proteinisolierung ist die Wahl des Ex-
traktionspuffers von grofler Bedeutung. So kann eine Ab-
weichung vom physiologischen pH-Wert zu einer Denatu-
rierung der Proteine fithren. Gegebenenfalls miissen dem
Extraktionspuffer Additive zur Stabilisierung von Protein-
Protein-Wechselwirkungen oder Enzymen zugesetzt werden.
Die Proteine sollten zudem durch die Komponenten des
Extraktionspuffers nicht chemisch modifiziert werden.”!
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Nach erfolgtem Zellaufschluss miissen Zellbruchstiicke und
andere unlosliche Komponenten entfernt und die Proteine
von anderen Biomolekiilen und organischen Verbindungen
abgetrennt werden. Dies kann durch Zentrifugations- und
Prézipitationsverfahren oder einer Kombination aus beiden
erreicht werden.™

Aufgrund der unterschiedlichen physiko-chemischen Ei-
genschaften der Proteine ist es fast unmoglich, die Gesamt-
heit aller vorhandenen Proteine aus einem Gewebe mit einer
einzigen Methode zu extrahieren. Die meisten Protokolle
sind auf die Extraktion einer definierten Gruppe von Pro-
teinen optimiert.”” Es wiire daher erstrebenswert, Methoden
zu entwickeln, die es ermoglichen, eine moglichst grofle Zahl
individueller Proteine zu extrahieren. Die Extraktion sollte
unter sanften Bedingungen erfolgen, um Enzymaktivititen zu
erhalten. Um den nativen Zustand von Proteinen analysieren
zu konnen, sollten chemische und enzymatische Reaktionen
wihrend der Extraktion vermieden werden.

Romano und Levis haben gezeigt, dass es mit einem UV-
Laser und der Verwendung eines Chromophors moglich ist,
hochmolekulare DNA-Einzelstrangmolekiile zu ablatieren
und fiir weitere Untersuchungen aufzufangen.’! Andere
Gruppen nutzten die Laserablation (,,laser ablation sample
transfer, LAST) zur Probenvorbereitung fiir die massen-
spektrometrische MALDI-Bildgebung (MALDI-MSI) oder
fiir ESI-MS-Analysen.’ ¥ MALDI-MSI ermoglicht prinzi-
piell die Desorption und Analyse intakter Peptide und Pro-
teinen aus intakten Geweben.'>'® In den erwiihnten Arbei-
ten wurden die Proteine allerdings nicht direkt, sondern
mithilfe zusitzlicher Reagentien wie der MALDI-Matrix aus
dem intakten Gewebe ablatiert (siche die Hintergrundinfor-
mationen fiir eine detailliertere Diskussion).

Kiirzlich hat die Forschungsgruppe von Dwayne Miller
ein neues Konzept in der Laserchirurgie entwickelt. Dabei
wird ein Pikosekunden-IR-Laser (PIRL) so abgestimmt, dass
er speziell die Vibrationsmoden der O-H-Bindung in den
Wassermolekiilen anregt. Durch diesen duBlerst gewebe-
schonenden Ablationsprozess lassen sich Proteine intakt aus
dem bestrahlten Gewebe in die Gasphase iiberfithren.'”! Ein
wesentliches Merkmal des Ablationsprozesses ist der impul-
sive und selektive Phaseniibergang der sich im Gewebe be-
findenden Wassermolekiile. Hierdurch wird eine unkontrol-
lierte Nukleation verhindert, die sonst zu extrem starken
Schockwellen fithren wiirde, wodurch sowohl das angren-
zende Gewebe als auch die darin enthaltenen Proteine be-
schidigt werden wiirden.'®?"l Der Ablationsprozess liuft
schneller ab als der akustische Energietransfer an das anlie-
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gende Gewebe, und die erzeugten akustischen Wellen im 100-
GHz-Bereich tragen ebenso zum Ablationsprozess bei. Die
gesamte eingestrahlte Energie wird bevorzugt in Transla-
tionsfreiheitsgrade der Wassermolekiile umgewandelt und
geht nicht durch thermische und akustische Ubertragung an
das anliegende Gewebe verloren. Dariiber hinaus ist die
Zeitskala des Ablationsprozesses so kurz, dass die thermische
Energie der Wassermolekiile nicht durch Kollisionen auf die
Proteine im Gewebe iibertragen werden kann. Hierfiir sorgt
eine einzigartige Eigenschaft der Wassermolekiile: Die Vib-
rationszustinde des Wassermolekiils sind sowohl innerhalb
eines einzelnen Molekiils als auch unter benachbarten Was-
sermolekiilen stark gekoppelt, was zu extrem kurzen Rela-
xationszeiten fiihrt. Die Ubertragung der Laserenergie iiber
die direkte Anregung von Vibrationszustanden des Wasser-
molekiils hin zur Translationsenergie geschieht auf einer
Zeitskala von 100 fs, was um etwa ein hundertfaches schneller
ist als die thermische Relaxation der Proteine.”**! Durch
diesen quantenmechanischen Effekt werden bei der De-
sorption durch impulsive Anregung von intramolekularen
Vibrationszustanden (,,desorption by impulsive vibrational
excitation“, DIVE) Wassermolekiile zusammen mit Protei-
nen in die Gasphase transportiert, ohne dass die Proteine im
Gewebe durch thermische Ubertragung oder Schockwellen
beschidigt werden.['®! Es wird daher angenommen, dass es zu
einer Desorption der Proteine kommt, ohne dass sich dabei
die chemische Zusammensetzung der Proteine &ndert.

Um die Frage zu beantworten, ob PIRL zur Extraktion
von Proteinen geeignet ist, wurde eine Reihe unterschiedli-
cher Experimente durchgefiihrt. Verschiedene Mausgewebe
(Muskel, Leber) wurden ablatiert und die Ablationsprodukte
mit SDS-PAGE analysiert. Hierdurch sollte untersucht
werden, ob und in welchem Ausmaf} Proteine aus dem
Gewebe extrahiert werden konnten und ob diese mittels
Immunblot nachweisbar sind. Dariiber hinaus wurde die In-
taktheit und Enzymaktivitdt ablatierter Proteine massen-
spektrometrisch untersucht (siche die Hintergrundinforma-
tionen fiir eine Beschreibung der Methoden).

Zunichst wurde bei einem Mausmuskel mit PIRL eine
Fliche von 25 mm? mit 1.5 mm Tiefe ablatiert und die Abla-
tionsprodukte mit einer Kiihlfalle (Abbildung S1) aufgefan-
gen. Das Kondensat hatte ein Volumen von 50 pLL und eine
Proteinkonzentration von 19.33 uguL~'. Somit konnte eine
Proteinmenge von knapp 1 mg in einem einzigen Schritt aus
37.5 mm® Gewebe extrahiert werden. Zum Vergleich betrug
die extrahierte Proteinmenge des gleichen Gewebsvolumens
bei der konventionellen Extraktion mittels Morsers und Pi-
still 175 pg. Die konventionelle Isolierung benétigte mehr als
drei Tage, wohingegen die Extraktion mit PIRL nur 5 Mi-
nuten dauerte und eine knapp 6mal so hohe Ausbeute lie-
ferte. Fir die SDS-PAGE wurden 7.5 uL. des Kondensati-
onsvolumens ohne weitere Probenvorbereitung verwendet.
Die SDS-PAGE zeigt eine Vielzahl von Banden iiber den
gesamten Trennbereich des Gels (Abbildung 1). Die Banden
wurden tryptisch verdaut und massenspektrometrisch analy-
siert. Die LC-ESI-MS/MS-Analyse ergab, dass die Bande
knapp unterhalb der 250-kDa-Markerbande verschiedene
Myosin-Proteine enthielt. Die Position der Bande stimmt mit
dem theoretischen Molekulargewicht der Proteine (M,=
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222 kDa) iberein. Die Sequenzab- kba
deckung von Myosin-4 (35%, M,= 2°° — g -

222720 Da) sowie die Anzahl der 0 i
identifizierten Peptide (n=66) und 100 — I
deren Verteilung iiber das gesamte B— -
Protein deuten darauf hin, dass es o
intakt und in groBer Menge aus dem 50 — = e
Gewebe extrahiert werden konnte. 3 — VI
In der obersten Bande direkt unter x::l
der Ladungstasche wurde das
Muskel-assoziierte  Protein  Titin 25 — E ))Ei
nachgewiesen. Es wurden 86 ver- 59 —
schiedene Peptide dieses 3.9 MDa g
groen Proteins identifiziert. Die 15 —

— X1

Peptide decken einen Sequenzbe-
reich von 32212 Aminosiduren ab,
was M,;=3.57 MDa entspricht. Auf-
grund der Ergebnisse und der Posi-
tion des Titins im Gel kann ange-
nommen werden, dass das Protein
wie die Myosin-Proteine intakt de-
sorbiert wurde.

Ein Vergleich der SDS-PAGE
des PIRL-Extrakts mit der SDS-
PAGE des konventionellen Extrakts
(Abbildung S3) ergab, dass alle aus-
gepriagten Banden im Gel der kon-
ventionellen Extraktion auch im Gel
der ablatierten Probe detektiert
werden konnten. Dies spricht dafiir,
dass beide Verfahren eine dhnliche
Mischung von Proteinen extrahier-
ten. Dariiber hinaus zeigt die SDS-
PAGE des PIRL-Extrakts fiinf aus-
geprdgte Banden, die bei der konventionellen Extraktion
nicht detektiert werden konnten.

Um zu untersuchen, ob nach der PIRL-Extraktion Pro-
teine mit der Western-Blot-Analyse nachweisbar sind, wurde
das Gewebe einer Mausleber ablatiert, fiir den Immunblot
40 pg auf ein SDS-Gel aufgetragen und die Proteine nach
dem Transfer auf die Blotmembran mit einem Anti-
CEACAMI1-Antiserum-P1-Antikorper inkubiert.”” In Ab-
bildung 2 ist das Lebergewebe nach dem Ablationsprozess

10 —

Abbildung 1. SDS-PAGE
von Proteinen, die mit
PIRL extrahiert wurden.
Links: Proteinstandard.
Rechts: extrahierte
Mausmuskelproteine
(145 pg). Rémische Zif-
fern: Banden, die
sowohl in der Gelelek-
trophorese der ablatier-
ten als auch in der Gel-
elektrophorese der kon-
ventionell extrahierten
(Abbildung S3) Gewebs-
probe detektiert wurden,
sind mit identischen Zif-
fern gekennzeichnet.

Abbildung 2. Mit PIRL bestrahltes Mauslebergewebe. Eine Fliche von
5 mmx5 mm wurde mit PIRL fiir 5 min bestrahlt. Die Abbildung zeigt
die ablatierte Flache des Lebergewebes.
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Abbildung 3. Detektion von ablatierten CEACAM1 aus Lebergewebe
mit Anti-CEACAM1-Antiserum P1. Links: Proteinstandard. Rechts: Ab-
latierte Mausleberproteine (m =40 ug). Die Bande in der rechten Spur
lauft knapp tiber 100 kDa und wird hervorgerufen durch das glykosy-
lierte Leberprotein CEACAM1.

dargestellt; die ablatierte Fliche von 25 mm? ist deutlich zu
sehen. Das Kondensat hatte ein Volumen von 40 pL und eine
Proteinkonzentration von 20.1 ugul.~'. Der Western-Blot in
Abbildung 3 zeigt knapp iiber der 100-kDa-Markerbande ein
Signal fiir das glykosylierte Leberprotein CEACAM]1.[%24
Das Molekulargewicht von nichtmodifiziertem CEACAMI1
betrdgt 53517.8 Da. Die Detektion des Proteins bei knapp
iiber 100 kDa deutet darauf hin, dass labile posttranslationale
Modifizierungen wie die Glykosylierung den DIVE-Prozess
intakt liberstehen.

Die Ergebnisse zeigen, dass mit PIRL eine groe Vielfalt
unterschiedlicher Proteine — einschlieBlich Proteine im MDa-
Bereich — ohne signifikante Fragmentierung extrahiert
werden. Der Nachweis ablatierter Proteine mittels Immun-
blot lasst vermuten, dass der Laser die Struktur der Epitope,
die fiir die Antikérperbindung entscheidend sind, nicht ver-
andert.

Mithilfe der Massenspektrometrie wurde untersucht, ob
die Energie des PIRL einen Einfluss auf die chemische Zu-
sammensetzung der Proteine hat, da eine Extraktionsme-
thode die chemische Zusammensetzung der Proteine nicht
verdndern sollte. Hierfiir wurde ablatierte und nicht-abla-
tierte RNase A mit der MALDI-MS und LC-ESI-MS analy-
siert. Die MALDI-Spektren der ablatierten und nicht-abla-
tierten Probe sind nahezu identisch und zeigen Signale fiir die
einfach, zweifach und dreifach protonierte Form der intakten
RNase A (Abbildung 4).

Eine genauere Charakterisierung der chemischen Zu-
sammensetzung der ablatierten und nicht-ablatierten
RNase A erfolgte per LC-MS-Analyse auf der Protein- und
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Abbildung 4. MALDI-TOF-Massenspektren der mit PIRL-ablatierten
RNase A (Ablation) und nicht-ablatierter RNase A (Kontrolle). Matrix:
2,5-Dihydroxyacetophenon (DHAP).
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per LC-MS/MS-Analyse auf der Peptidebene. Ein Vergleich
der Chromatogramme und Massenspektren der intakten
Proteine und tryptischen Peptide ergab, dass keine signifi-
kanten Signale in den ablatierten Proben detektiert wurden,
welche nicht auch in den nicht-ablatierten Proben vorhanden
waren und umgekehrt (Abbildung S4 und S5 sowie Sche-
ma S1 und S2).

Dariiber hinaus wurde PIRL-ablatiertes und nicht-abla-
tiertes Alpha-S1-Casein mit der MALDI-MS analysiert. Die
Spektren zeigen Signale fiir die einfach und zweifach proto-
nierte Variante des intakten Alpha-S1-Caseins mit 8 Phos-
phatgruppen (Abbildung S12). Beide Spektren sind nahezu
identisch, und die Detektion des mehrfach phosphorylierten
Alpha-S1-Caseins in beiden Proben bestitigt den sanften
Prozess der PIRL-Ablation.

Zusitzlich wurde untersucht, ob ablatierte Proteine ihre
Enzymaktivitdat behalten. Hierfiir wurde Trypsin mit PIRL
ablatiert, das Ablationsprodukt mit Alpha-Casein inkubiert
und per LC-ESI-MS/MS analysiert. Nicht-inkubiertes Alpha-
Casein wurde als Kontrolle ebenfalls per LC-ESI-MS/MS
analysiert. Das Chromatogramm des Inkubats zeigt eine
Reihe von Signalen tryptischer Casein-Peptide, wohingegen
keine Signale der intakten Casein-Proteine detektiert werden
konnten (Abbildung S13, Abbildung S15 und Schema S3-4).
Im Unterschied dazu konnten in der Kontrolle keine trypti-
schen Peptide identifiziert werden, wohingegen sowohl in den
Massenspektren als auch in dem Chromatogramm auftre-
tende Signale der intakten Casein-Proteine nachgewiesen
wurden (Abbildung S13 und S14 sowie Schema S5). Dieses
Ergebnis zeigt, dass das Trypsin nach der PIRL-Ablation
enzymatisch aktiv war.

Um zu untersuchen, ob Angiotensin I (Ang 1-10) meta-
bolisierende proteolytische Aktivititen®™ nach PIRL-Ex-
traktion aus humanem Blutplasma nachgewiesen werden
konnen, wurde dieses mit PIRL ablatiert. Das ablatierte
Plasma wurde mit Ang 1-10 inkubiert. Im MALDI-Spektrum
des Inkubats nach 6 Stunden Inkubationszeit wurden Signale
fiir Angiotensin IT (Ang 1-8, m/z 1047.5) und Ang 6-9 (m/z
651.12) detektiert (Abbildung 5). Es waren daher nach der
Ablation mindestens zwei verschiedene Plasmaproteasen
enzymatisch aktiv (Abbildung 5). Die zusitzlichen Signale fiir
Ang 4-10 (m/z 927.47) und Ang 1-7 (m/z 900.48) im MALDI-
Spektrum des Inkubats nach 24 Stunden Inkubationszeit
weisen auf die Aktivitidten zweier weiterer Proteasen hin. Als
Kontrollexperiment wurde die gleiche Menge nicht-ablatier-
tes humanes Plasma mit der gleichen Menge Ang 1-10 in-
kubiert. Im MALDI-Spektrum des Inkubats nach 24 Stunden
ist ein vergleichbares Muster von Angiotensin-Peptidsignalen
zu sehen (Abbildung S16), was darauf hin deutet, dass nahezu
die gesamte Enzymaktivitdt nach der PIRL-Bestrahlung er-
halten blieb.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse, dass es sich bei
PIRL-DIVE um ein sehr effektives und schonendes Extrak-
tionsverfahren handelt. Die Proteine werden schnell und
direkt aus dem Gewebe heraus in die Gasphase transportiert,
ohne dass dabei ihre chemische Zusammensetzung veréndert
wird. Der Nachweis enzymatischer Aktivitdten in den abla-
tierten Proteinfraktionen unterstreicht die sanfte Natur des
Ablationsprozesses. Insgesamt war sowohl die qualitative als
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Abbildung s. MALDI-TOF-Massenspektren von Ang 1-10 (c=10"m)
inkubiert mit ablatierten humanen Plasmaproteinen. Die Reaktionspro-
dukte wurden mit MALDI-TOF-MS nach O h (A), 6 h (B) und 24 h (C)
detektiert. Signale fiir entstandene Angiotensin-Peptide sind mit Pfei-
len markiert. Matrix: 2,5-Dihydroxybenzoesiure (DHB).

auch die quantitative Ausbeute der extrahierten Proteine sehr
hoch. Die PIRL-basierte Proteinextraktion konnte daher fiir
viele Anwendungen interessant sein, bei denen es darum
geht, Proteine aus Geweben zu isolieren. Hierzu zéhlen
sowohl proteomanalytische Ansédtze in der Grundlagenfor-
schung als auch der gezielte Nachweis diagnostischer Bio-
marker.
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