BIOTEKNOLOGI

Biomolekylaer massespektrometri

til karakteriserin

af proteinmolekyler i cellen

Kemi i cellen styres af cellens mange proteiner. Ved hjelp af massespektrometri kan
man nu fa detaljeret indsigt i disse proteiners identitet samt strukturelle og funktionelle
egenskaber. Viden om disse komplekse makromolekyler skaber en dyhere forstdelse for

cellvlzert liv og sygdom

Af Kasper D. Rand, Protein Research Group, Institut for biokemi og molekylzr biologi, Syddansk Universitet og Department of

Haemostasis Biochemistry, Novo Nordisk A/S

Massespektrometri er en teknik til maling af molekylers masse. Meto-
den har lzenge veeret et vigtigt redskab inden for traditionel analytisk

kemi og har de senere &r oplevet en rivende udvikling. Det har mulig-
gjort identifikation og karakterisering af cellens meget vigtige bio-
molekyler, proteinerne. Sekventering af arvematerialet (DNA) for et
stigende antal organismer har skabt et stort behov for karakterisering af
de proteiner, generne koder for. Proteinmassespektrometri er bade en
hurtig og felsom analyseteknik, der bliver brugt i stigende grad inden
for proteinfokuseret forskning péa bade universiteter og i bioteknologisk
og farmaceutisk industri.

lonisering af proteinmolekylet: Den tekniske udfordring
En massespektrometrisk méling af molekylmassen kraver, at molekylet
bringes over i gasfasen, og at det far en ladning (dvs. ioniseres). Sma
apolare molekyler bringes intakte over i gasfasen ved opvarmning.
Fordampningen giver neutrale gasformige molekyler, der efterfglgende
ioniseres ved f.eks. elektronbeskydning. Proteiner er imidlertid store
polare molekyler, der ikke kan fordampe vha. almindelig opvarmning.
Hvis et protein opvarmes, vil det i stedet forkulle (som det kendes fra
madlavning). 70 ar efter at massespektrometri blev opfundet, havde
man stadig ikke lgst det problem. Lasningen kom forst i 1988, da det
lykkedes John B. Fenn og hhv. Michael Karas og Franz Hillenkamp,
uafhaengigt af hinanden, at ionisere proteinmolekyler i gasfasen. | 2003
modtog John B. Fenn nobelprisen i kemi for sit arbejde. Deres frem-
gangsmader var imidlertid fundamentalt forskellige.

Principperne bag Electrospray lonization (ESI), udviklet af Fenn,
0g matrix-assisted-laser-desorption ionization (MALDI), oprindeligt
udviklet af Karas og Hillenkamp er illustreret i figur 1.

Ved ESI-MS ledes proteinoplgsningen ud gennem en meget tynd
kapilleer. Der placeres en stor spaending mellem spidsen af kapil-
leeren og en modelektrode et stykke fra kapilleeren. Spaendingen ger,
at vaeskedraben i spidsen af kapilleeren far en hgj positiv ladning og
vaesken forlader kapillzeren i en spray af mikroskopiske dréber med en
hgj positiv ladning. | selve ioniseringskammeret vil vand fordampe fra
mikrodraberne, hvorved den elektrostatiske frastadning mellem ladnin-
gerne (f.eks. H* og Na*) vil forages. Nar den elektrostatiske frastadning
overstiger drabens overfladespaending, gar draben i stykker ved en
proces kaldet coulombic fission. Herved dannes mindre draber, der
igen undergar coulombic fission. Til sidst vil man have en nanodréabe
indeholdende et enkelt proteinmolekyle, og néar vandet fra denne drabe
er fordampet har man den intakte »nggne« positivt ladede proteinmole-
kyle i gasfasen, dvs. en proteinion.

Ved MALDI-metoden ioniseres proteiner ikke direkte fra vaesken.
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Figur 1. lonisering af proteinmolekyler ved electrospray ionization eller ma-
trix-assisted-laser-desorption ionization. (modificeret fra [1])

Ved ESI ledes proteinoplgsningen ud gennem en meget tynd kapilleer. Pga. en
stor speending mellem spidsen af kapilleeren og en modelektrode vil vaske-
draben forlade kapilleeren i en spray af mikroskopiske draber med hgj positiv
ladning. Fordampning af vand fra mikrodraberne vil medfgre en proces
kaldet coulombic fission, hvormed proteinioner dannes i gasfasen (se tekst for
detaljer).

Ved MALDI krystalliseres proteinet under tilstedevarelse af et stort molert
overskud af specifikke lavmolekylere stoffer, der er specielt egnede til at
absorbere energi fra laserlys. Nar den krystalliserede prave beskydes med en
laser, omdannes laserenergien til vibrationsenergi, hvilket resulterer i eksplo-
sioner pa overfladen af krystallen, hvorved proteinmolekylerne ioniseres og
bringes op i gasfasen.
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Figur 2. Et simpelt proteomics-eksperiment (modificeret fra [1]).
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overskud af specifikke lavmolekylare stoffer (matrixmolekyler), som ) ¢

er specielt egnede til at absorbere energi fra laserlys. Nar den krystal-
liserede prave beskydes med en laser, vil matrixmolekylerne omdanne
laserenergien til vibrationsenergi, hvilket resulterer i lokale eksplosio-
ner pa overfladen af protein-matrixmolekyle-krystallen. Bade matrix-
molekyler og proteinmolekylerne ioniseres og bringes op i gasfasen.

Proteinioner i gasfasen (dannet enten ved ESI eller MALDI) OLYMPUS
ledes herefter ind i massespektrometeret via et vakuum og en raekke
spaendingsgradienter. (Se faktaboks | for opbygningen af et massespek-
trometer). Bade ESI- og MALDI-MS bruges inden for biomolekylaer
massespektrometri og har begge deres fordele. ESI er ofte koblet til
vaeskekromatografisk udstyr, saledes at komplekse biologiske praver
kan fraktioneres inden masseanalyse (LC-MS). Sadanne LC-MS-sy-
stemer kan operere automatisk og analysere et stort antal prever pa
kort tid, men kreever jeevnlig vedligeholdelse af kvalificeret personale.
En simpel MALDI-MS-analyse er derimod oftest let at udfare og kan
gares rutinemaessigt af selv uerfarne brugere. MALDI-MS kraver dog
mere manuelt arbejde og er mindre egnet til automatisering.

Your Vision, Our Future

Identif kation af proteiner i komplekse

biologiske prover (proteomics)

Det er vigtigt at kunne méle den molekylare masse af peptidfragmen-
terne fra et givent protein, fordi peptidfragmenter fra proteinet bl.a. kan
>

FAKTABOKS I: Massespektrometerets opbygning

Et typisk massespektrometer til analyse af proteiner kan deles op i
tre sektioner. Farste sektion er ioniseringskilden, hvor proteinionerne
dannes vha. electrospray ionization (ESI) eller matrix-assisted-laser-
desorption ionization (MALDI). Anden sektion kaldes instrumentets
masseanalysator, hvor ionerne selekteres efter deres masse-ladnings-
forhold (m/z). Tredje sektion er detektoren, hvor ionerne registreres.
Foruden maling af m/z for intakte protein-peptidioner kan de fleste
nyere instrumenter inducere fragmentering af protein-peptidioner
(typisk ved kollision med tilstedeveerende inerte gas atomer). |

disse sakaldte MS/MS-eksperimenter males massen af de dannede
peptidnedbrydningsprodukter. Disse malinger giver rekkefalgen af
aminosyrerne i peptidet.
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fungere som et fingeraftryk for det pagaldende protein i komplekse
biologiske blandinger. Studier i en organismes genom (genomics)
giver desverre sjeeldent et ngjagtigt billede af, hvilke proteiner der er
udtrykt i cellen pa et givent tidspunkt. Regulering af proteinniveauer i
cellen er oftest yderst dynamiske, og dette er centralt for cellefunktion
og overlevelse. Studier af proteinsammensgtningen (proteomet) i en
organismes celler, sakaldt proteomics, har derfor veret et forsknings-
omréde i enorm vaekst i de senere r, og her har massespektrometri
spillet en central rolle. Proteomics omfatter bl.a. undersggelser i cel-
luleer funktion, udvikling, differentiering og sygdom (bl.a. cancer) [1].
Et simpelt proteomics-forsgg er illustreret i figur 2 og involverer typisk
6 trin. Farst isoleres proteinerne fra celleekstraktet. Herefter fraktio-
neres proteinerne vha. gel-elektroforese. Far eller efter fraktionering
klgves polypeptidkeaeden i proteinerne selektivt med et protease-enzym
(typisk trypsin). Herefter adskilles de dannede peptider ved vaskekro-
matografi kombineret med MS-analyse (LC-MS). Fragmentering i en
kollisionscelle i MS-instrumentets mass-analyzer vil typisk bruges til at
sekventere peptiderne ud fra peptidnedbrydningsprodukterne. Amino-
syresekvensen fra peptidstykkerne kan via computeralgoritmer bruges
til at sgge i proteindatabaser (fra genomics), og herved kan individuelle
proteiner i den oprindelige pregve identificeres. Interesserede laesere
henledes til en tidligere artikel i Dansk Kemi (2005, 86 nr. 9) for detal-
jer og praktiske eksempler pé studier inden for proteomics.

Naturlige proteinmodif kationer

Proteiner, der udtrykkes i eukaryote celler, bliver typisk modificeret
efter selve proteinsyntesen (translationen) ved pahaftning af op til
flere forskellige modifikationer (sakaldte post-translationelle modifika-
tioner, PTMs). En PTM bestar oftest af en glykosylering, acetylering,
methylering eller fosforylering, men der findes mange andre. Disse er
yderst vigtige for proteinets funktion, intracellulaere beliggenhed eller
vekselvirkninger (signalering) med andre proteiner i cellen [2] (se
figur 3). Massespektrometri har vist sig at veere serdeles velegnet til

at identificere og lokalisere sadanne modifikationer. Protein Research
gruppen pa Syddansk Universitet har bl.a. specialiseret sig i denne type
MS-analyse med serligt fokus pa fosforyleringen af proteiner, som er
yderst vigtige inden for celluleer signalering [2].

Industrielle enzymer og proteinbaserede legemidler
Rekombinant proteinfremstilling har gjort det muligt at benytte pro-
teiners unikke egenskaber i et bredt spektrum af applikationer, fra
industrielle enzymer i bl.a. vaskemidler til terapeutiske proteiner i
leegemidler. Denne udvikling har is&r gjort sig geeldende i Danmark,
hvor flere starre biotek- og farmavirksomheder baserer deres forretning
pé rekombinant fremstillede proteiner (f.eks. insulin fra Novo Nor-
disk). Massespektrometrisk analyse af proteiner er et vigtigt redskab til
at kontrollere homogeniteten og holdbarheden af fremstillede rekombi-
nante proteiner med fokus pa at identificere evt. nedbrydningsprodukter
eller kemiske modifikationer sdsom oxidering, amidering, methylering
etc. Dette er is@r vigtigt inden for proteinbaserede laegemidler, hvor
der stilles meget hgje krav til renhed. Disse leegemidler produceres

FAKTABOKS Il: Populere instrumenttyper

Figur 3. Post-translationelle modifikationer (PTMs) af proteiner i cellen (re-
produceret med tilladelse fra Nature Reviews Molecular Cell Biology [2]).
Et udvalg af vigtige PTMs er anvist som falgende: Fosforylgruppe (P), Ace-
tylgruppe (Ac), Ubiquitin (Ub) (paheaftning af proteinet Ubiquitin), Methyl-
gruppe (Me), Glycosylfosfatidylinositol (GPI).

oftest rekombinant fra mammale celler, da de herved modificeres med
PTMs pa samme made som de naturligt forekommende proteiner.

Det er vigtigt for deres terapeutiske funktion. Eksempelvis kan det
navnes, at Koagulations Faktor V1la, som szlges af Novo Nordisk
som NovoSeven til behandling af blgderpatienter, er modificeret

med op til flere PTMs, deriblandt N og O-bundne kulhydrater samt
gammacarboxyleringer.

Visuulisering‘ af proteiners vekselvirkninger
og strukturelle dynamik
Et proteins funktion dikteres af dets tredimensionelle struktur. Man har
i de sidste 40 ar, primeert vha. rgntgenkrystallografi, kunnet bestemme
krystalstrukturen af proteiner (dvs. den tredimensionelle struktur af
et protein i en proteinkrystal). Det er imidlertid et statisk billede af
proteinet, og i det vandige miljg inde i cellen er proteinets struktur
meget dynamisk. Dynamiske strukturomlejringer vil ofte forekomme
som falge af funktion eller ved vekselvirkninger med andre proteiner
og ligander.

Ved at kombinere massespektrometri med isotopudveksling kan man
imidlertid male og visualisere den dynamiske struktur og derved gge

Overordnet set kan starstedelen af de mest populere instrumenter til biomolekylaer massespektrometri deles ind i tre hovedkategorier, som

typisk kan fas bade med ESI- og MALDI-ionkilder:

Quadrupole time-of-flight (Q-TOF)-instrumenter: Disse instrumenter er populere i analyseafdelinger i bade industrien og akademiske
forskningsinstitutioner. Instrumentets masseanalysator er en sakaldt quadropol hvor ionerne ledes ind imellem 4 parallelle elektroder, der er
placeret pa langs med ionstremmen. De 4 elektroder danner et oscillerende elektrisk felt, der fungerer som et massefilter. Efter passagen gen-
nem quadropolen ledes ionerne ind i det sakaldte time-of-flight (TOF)-kammer, hvor ionerne accelereres i et elektrisk felt og deres masse-lad-

ningsforhold (m/z) méles efter deres flyvetid.

Quadropol ion trap-instrumenter: | denne type massespektrometere fungerer en sakaldt »ion trap« som instrumentets masseanalysator. En
ion trap bestar af mindst tre elektroder, der i princippet virker som et quadropol masse-filter, men som i stedet fanger ionerne i det oscilleren-
de elektriske felt. Mens ionerne bevares inden for det lille volumen i ionfaelden, kan antallet af ioner akkumuleres for at f& bedre falsomhed
pé den efterfalgende massemaling. Yderligere kan ionerne, der er fanget i ionfeelden, udsettes for flere cykluser af fragmentering (MS") for at

gge den strukturelle information.

Fourier Transform-lon cyclotron resonance (FT-ICR)-instrumenter: Denne type instrumenter er karakteriseret ved at veere udstyret med
en sékaldt ICR-celle. | ICR-cellen udnytter man, at en ion i et homogent magnetfelt beskriver en cirkuleaer beveaegelse, og frekvensen af den
sakaldte cyklotronbeveaegelse er omvendt proportional med ionernes m/z. lonbevagelserne i ICR-cellens magnetfelt inducerer en oscillerende
strem, som kan detekteres, og ved en Fourier Transformation (FT) af dette signal kan m/z-veerdierne for ionerne males med meget stor ngjag-

tighed (ned til 2 ppm).
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forstéelsen af, hvordan proteiner udgver deres funktion. Denne nye di-
sciplin inden for protein massespektrometri kaldes hydrogen-exchange
mass spectrometry (HX-MS).

Aminosyrerne i et protein i oplgsning udveksler kontinuert labile
hydrogenatomer med vand (solventet). Hastigheden pa den udveksling
er primeert afhaengig af, hvor fleksibel strukturen er, dvs. det er solvent-
tilgeengeligheden, der bestemmer udvekslingskinetikken. Aminosyrer i
fleksible omréder vil derfor have en hurtigere hydrogenudveksling end
aminosyrer begravet inde i teetpakkede regioner af proteinstrukturen.

BIOTEKNOLOGI

Figur 4. Visualisering af proteinfunktion med hydrogen-exchange mass spec-
trometry (HX-MS).

(A) Lokalisering af funktionelle strukturomlejringer i et protein med HX-MS.
(B) Kortlegning af protein-ligand/protein-protein bindingsflader med
HX-MS.

Et protein fortyndes ud i deuterium (?H) under specifikke betingelser (dan-
nelse af en specifik form af proteinet eller i tilstedeverelse af en given ligand).
Hydrogener (*H) pa proteinet vil nu udveksle med deuterium. Fra denne
hydrogenudvekslingsreaktion udtages lgbende praver ved givne tidsinterval-
ler. Hydrogenudvekslingen stoppes i disse praver ved afkeling og senkning
af pH. Herefter klgves proteinet i praven med pepsin og vha. et specialiseret
LC-MS-apparatur males peptidernes masse ved hvert enkelt tidsinterval.
Lokale @ndringer i hydrogenudveksling som fglge af strukturelle omlejringer
eller ligandbinding vil kunne males ved en a@ndret deuterium-inkorporering
som funktion af tid i de pagaldende peptider.

Udvekslingshastigheden eller kinetikken giver derfor direkte informa-
tion om det lokale strukturelle og dynamiske miljg, hvor aminosyren er
lokaliseret.

Danmark har stolte traditioner for brugen af hydrogenudveksling til
studier af proteiners dynamiske struktur. Kaj Ulrik Linderstrgm-Lang
og Aase Hvidt fra Carlsberg-laboratorierne beskrev i 1950’erne den
grundleeggende teori for proteiners hydrogenudveksling og anvendte
isotopudvekslingsforsgg pa bl.a insulin til gennembrydende studier af
proteiners struktur i oplgsning [3]. P& trods af stor innovation og op-
findsomhed var mélingen af et proteins hydrogenudveksling besverlig-
gjort af datidens teknologiske begransninger.

Biomolekylar massespektrometri har imidlertid vist sig at veere
seerligt velegnet til at male hydrogenudveksling i proteiner. Ved at pla-
cere proteinet i tungt vand (D,O) vil hydrogenudveksling medfare en
udskiftning af proteinets hydrogenatomer (*H) med hydrogenisotopen,
deuterium (2H eller D). Da deuterium vejer 1 Da mere end et hydro-
gen (*H) atom sa kan hydrogenudvekslingskinetikken méles ved en  p
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FAKTABOKS llI: Research Consortium for Mass
Spectrometry of Biological Macromolecules (BAMSE)
BAMSE-konsortiet har til formal at fremme forskningen inden for
biomolekyler massespektrometri. BAMSE-konsortiet er et samar-
bejde mellem Protein Research gruppen ved Institut for Biokemi
og Molekylerbiologi, Syddansk Universitet og en raekke danske
firmaer inden for bioteknologisk og farmaceutisk industri: Novo-
zymes, Danisco, Chr. Hansen, Ferring, Alk Abello, Leo Pharma og
Novo Nordisk.

http://www.protein.sdu.dk/Bamse/Bamse.html

forggelse i massen af proteinet. Ved at klippe det deuterium-markede
protein med en protease (typisk pepsin) og méle deuterium-indholdet
i de resulterende peptider (vha. et specialiseret LC-MS-apparatur) kan
hydrogenudvekslingsinformationen lokaliseres til forskellige omrader
af proteinet.

Lokale &ndringer i hydrogenudveksling vil veere et udtryk for struk-
turelle omlejringer i det pageeldende omrade af proteinet. For et givent
protein, der kan antage en til flere funktionelle former (f.eks. inaktiv
form og aktiv form), kan man ved sammenligning af hydrogenudveks-
lingsprofilerne mellem de respektive former af proteinet lokalisere
strukturelle forskelle (se figur 4A).

Zndringer i hydrogenudveksling vil ligeledes forekomme i et
omrade af proteinet, der er involveret i vekselvirkninger med et andet
protein eller en ligand. Ved at sammenligne et proteins hydrogenud-
vekslingsprofil med og uden en interaktionspartner kan man kortleegge
bindingsfladen. Dette skyldes, at aminosyrer i bindingsfladen vil ud-
veksle langsommere, da de ikke leengere er eksponerede mod solventet
(se figur 4B).

HX-MS er et virkeligt nyttigt supplement til de mere instrument-
og analyseomfattende redskaber til studier af proteinstruktur sésom
rantgenkrystallografi eller NMR (Nuclear Magnetic Resonance). Det
skyldes bl.a., at HX-MS-studier kan foretages pa relavtivt sma mang-
der protein, da man udnytter den hgje falsomhed ved MS-analyse.
Yderligere kan HX-MS-studier foretages pé proteiner eller proteinkom-
plekser af stor stgrrelse (1-10 MDa) og ved vilkarlige prgvebetingelser
(pH, temperatur osv.).

HX-MS-teknikken finder i dag stadig starre anvendelse, ikke alene
inden for biokemisk grundforskning, men ogsa i den farmaceutiske
industri (bl.a. pA Novo Nordisk), hvor viden om proteiners struktur og
vekselvirkninger skaber basis for design af nye og bedre proteinbase-
rede lzegemidler.

Interesserede leesere henvises til [4,5] for et review og et praktisk
eksempel pa applikationer af HX-MS-teknikken.

Tak til: Thomas J.D. Jgrgensen (Syddansk Universitet) og Mette D.
Andersen (Novo Nordisk) for kommentarer og forslag til artiklen.

E-mail-adresse
Kasper Rand: kprn@novonordisk.com
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til 3 billeder pr. sekund og i 8-10
eller 12-bit oplgsning.

Alle kameraets funktioner er
frit programmerbare og med en
ny flat field korrektions-feature
er det muligt at korrigere for de
variationer, der kan opsté i lys-
leegningen af storre flader.

Gigabit Ethernet-teknologien,
GigE, ger det muligt at overfare
de digitaliserede billeder pa af-
stande op til 100 meter uden brug
af repeatere. Kameraet leveres i
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bade monokrom- og farveversion
med software
drivere til: La-
bView, Image
Pro, Halcon,
Video Savant,
MIL, eVision,
Common Vi-
sion og Sapera.
Kameraet
leveres med
et standard
software developers ToolKit
til Visual Basic og C++ og
understgtter Red Hat Linux og
Windows 2000/XP.
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