Proteinkarakterisering
ved massespektrometr

- fra fadevarer til kraeftforskning
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Viden om proteiner er vigtig i mange forskellige sammenhange.
Er det rekombinante protein korrekt udtrykt? Er proteinkilden i
ravaren som forventet? Hvad er det for et protein, madkesyre-
bakterien udskiller - og hvilken rolle spiller det? Hvilke protei-
ner interagerer med hinanden? Teknol ogisk I nstitut har gennem
de sidste ar har opbygget en ekspertise, der kan give svar pa
mange af de spgrgsmal, der opstar i en forsknings- og
udviklingsproces.

For mange bioteknol ogiske virksomheder er viden om protei-
ner essentiel - lige fraopdagel sen af et potentielt medicinsk
produkt til introduktionen af produktet pdmarkedet. Og dele af
fadevareindustrien har et stort behov for at kunne karakterisere
proteiner, b&dei forhold til kvalitetskontrol, men ogsd mhp. at
give proteiner nye egenskaber og dermed skabe hgjvaerdipro-
dukter.

Opbygning af proteiner

Proteiner og deres funktioner i levende organismer er staarkt
varierede. Nogle proteiner er samlet i strukturer som muskel-
fibre eller bundet i cellemembraner og fungerer som receptorer.
Andre har friere bevagyelighed og deltager i signalkaskader
indei cellerne eller som enzymer i biokemiske omsagnings-
veje, og endnu andre, f.eks. antistoffer, transporteres rundt i
helekroppen.

Alle proteiner har dog byggestenenetil fadles, nemlig de 20
forskellige aminosyrer, som kan sammensadtes pd s mange
méder, at de tusindvis af proteiner, der er defineret af en orga-
nismes DNA, er unikke.

Beslaggtede arter kan have homologe proteiner, der er no-
genlunde ensi opbygning og virkeméade. Deindeholder ofte
meget konserverede omréder, hvilket betyder, at aminosyrese-
kvensen stort set er uforandret. Mellem homologe proteiner er
der typisk forskellei bestemte omrader. Nogle gange ikke ret
meget - det kan vaare en udskiftning eller udeladel se af en
aminosyre, eller det kan vaere en tilfgjelse af en hel raskke af
aminosyrer. Det er interessant rent evolutionsmaessigt, men
kan ogsa bruges direkte il at identificere proteiner ved se-
kvenssammenligning. S&ud over at kunneidentificere et gi-
vet protein er det derfor ogsa ofte muligt at afgare, hvilken art
det stammer fra, hvis man kender dele af proteinets aminosy-
resekvens.

AAS - ICP/MS
UV-VIS - LC/MS
GC/MS - FT-IR/NIR
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Karakterisering af proteiner
Tidligere har det vaeret et stort arbejde at identificere et protein.
Der kunne forega et stort karakteriseringsarbejde bestaende af
aktivitetsmalinger, sterrel sesseparation og affinitetsoprensning.
Det gik forud for sekventering af en mindre del af proteinet
med Edman-degradering, hvor aminosyrer spaltes fra proteinet
én efter én og bestemmes. Den opnéede aminosyresekvens
kunne derefter sammenholdes med de relativt fa kendte se-
kvenser, for at opndidentifikation af proteinet.

| dag er mange organismers genom sekventeret og oversat til
proteinsekvenser, som er tilgangelige i databaser. Dette, sam-
menhol dt med udviklingen inden for massespektrometri, har
betydet, at proteiner kan identificeres hurtigere end nogensinde
[1]. Ud over at vaere hurtigere end tidligere anvendte metoder
udmaerker massespektrometri sig ved stor specificitet og brug
af en meget lille provemaengde og er derfor blevet »the method
of choise«til identifikation af proteiner.

Selvom man kan undgden stor del af det tidligere karakteri-
seringsarbejde, er de klassi ske proteinkemiske metoder imid-
lertid ofte relevante, ndr proteiner af searlig interesse skal isole-
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Figur 1. Eksempel pa separation af proteiner ved todimensionel gelelektroforese.
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res og karakteriseres. Kromatografi, i soelektrisk fokusering og
gelelektroforese bruges ofte til at separere proteiner far en
massespektrometrisk identifikation.

| soel ektrisk fokusering og gel el ektrof orese anvendes oftei
kombination, og kal destodimensional -gel el ektroforese (2DE).
Ved 2DE separeres proteinerne farst i forhold til deres isoelek-
triske punkt, hvorefter de separeres efter starrelse (figur 1).
Forskning, der tager udgangspunkt i at sammenligne en celles
eller en organismestotal e proteinindhold (proteomet) under
forskellige pavirkninger, anvender ofte 2DE til at sammenligne
maengden af de enkelte proteiner udtrykt ved forskellige betin-
gelser. Interessante protein-pletter p& gelen kan dernaest skagres
ud til massespektrometrisk analyse.

Proteinidentifikation ved massespektrometri

Identifikation af proteiner med massespektrometri indledes
med en enzymatisk spaltning af proteinet til peptider (figur 2,
side 16). Det gares for at opnd mindre fragmenter i nogenlunde
ensartet starrelse, som derefter ioniseres og analyseresi
massespektrometret.

Det hyppigst anvendte enzym er trypsin, der klgver efter
aminosyrerne arginin og lysin. Den gnskelige starrel se pa pep-
tiderne er 7-15 aminosyrer, men stgrre og mindre peptider kan
ogsa analyseres.

Deresulterende peptider introduceresi massespektrometret
pato forskellig méder, enten ved »matrix assisted |aser desorp-
tion« (MALDI) eller ved »elektrospray-ionisering« (ESI).

Ved MALDI fordampes og ioniseres peptiderne ved beskyd-
ning med en laserstréle, hvorefter de detekteresi massespektro-
metret. Teknikken er hurtig, men giver kun information om,
hvor store de analyserede peptider er - sdkaldt »peptide map-
ping«. ESI adskiller sig ved, at peptidernetilfgresi en veeskefa-
seogioniseresi spaendingsfeltet ved indgangen til massespek-
trometret. ESI er en langsommere teknik, men giver ogsa mu-
lighed for at f&information om aminosyreraskkefglgen af de
enkeltepeptider.

Pa Teknologisk Institut karakteriseres proteiner med et mas-
sespektrometer med ESI, hvor der far instrumentet er tilkoblet
en nanoflow HPL C. Herved separeres den komplekse peptid-
blanding paen nano-L C-kolonne med en indre diameter pA75
um og ved flow p& 250 nl/min fgr M S-analyse. Farst bestem-
mes peptidernes masser (masse/ladningsforhold), og derefter
fragmenteres de ved tandem-massespektrometri (MS/MS). Det
resulterer i forskellig starrelse af peptidfragmenter, som detek-
teres og samlestil praecis information om peptidets aminosyre-
sekvens. Med disseinformationer kan proteinet identificeres
ved sggning i sekvens-databaser med forskellige sggeal gorit-
mer.

Post-translatoriske modifikationer
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Figur 2. Proteinidenti-
fikation ved masse-
spektrometri.
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at se pa de kemiske modifikationer. Detilfares ofte reversibelt
til proteinet efter endt proteinsyntese, de sakal dte posttrans-
latoriske modifikationer (PTM). Typer af modifikationer om-
fatter bl.a. fosforylering, acetylering, methylering og
glykosylering.

Modifikationernebidrager til yderligereat differentiere protei-
nerne efter proteinsyntesen og har bl.a. til formal at regulere de-
res funktion og aktivitet. PTM er essentielle, nér det drejer sig

om f.eks. signaloverfarsel i cellen, enzymaktivitet, hormonsti-
mulering og regulering af cellevakst. Underspgel ser af PTM er
derfor vigtige for forstael sen af en rackke cellulaare processer.

M assespektrometri er et naturligt vaerktgj til at analysere
PTM [2]. En modifikation afslaresi MS/M S-spektret ved at
den aminosyre, hvorpa modifikationen er placeret, opnar en
masseforagel se, svarendetil den pagad dende kemiske gruppe.

Det kan vare vanskeligt at male, at et protein er modificeret,

idet det ofte kun er en mindre del af
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den samlede maangde, der er modifi-
ceret. Derfor kan den modificerede
fraktion opkoncentreres paforskellig
made inden massespektrometrisk ana-
lyse. Affinitetsoprensning er ofte be-
nyttet. F.eks. kan fosfopeptider opren-
ses effektivt med Immobilized Metal
Affinity Chromatography (IMAC) in-
den MS-analyse.

Patenterbare resultater
Ovennaevnte teknikker anvendesi vo-
reslaboratorium til |gsning af mange




forskelligartede problemstillinger, badei langvarige forsk-
ningsprojekter med virksomheder, sektorforskningen og uni-
versiteter, men ogsd i korterevarende, rekvirerede ad hoc-
opgaver. Der er mange forskellige eksempler pa samarbejds-
projekter, der har fart til spaandende, patenterbare resultater.

Et samarbejde med en bioteknol ogisk virksomhed havdetil
formal at karakterisere overfladeproteiner fra mad kesyrebakte-
rier. Disse bakterier indtages sammen med syrnede madkepro-
dukter og har en helbredsfremmende, en sdkal dt probiotisk ef-
fekt. Vha. bakteriernes specielle overfladeassoci erede proteiner
kan de hadfte sig til slimlaget i tarmen og giver dermed en gn-
skelig bakterieflora. Viden om disse proteiner muligger en mal-
rettet forskning i at @ge den probiotiske effekt.

En anden bioteknol ogisk virksomhed, der arbejder inden for
kragftforskning, er interesseret i at kende en bestemt post-trans-
lationel modifikation paet protein. Denne modifikation har ef-
fekt pacancercellerslevedygtighed, og resultaterne skal bruges
til at udvikle ny medicin.

Inden for fadevareforskningen har vi isoleret og karakterise-
ret skimmelhaammende proteiner fra plantefrg. Disse proteiner
er en naturlig del af spirende fras forsvarsmekanisme mod net-
op skimmelsvamp, og det forretningsmaessige gnske er at kun-
ne bruge disse proteiner som erstatning for nuvaarende konser-
veringsmidler.

Proteinandringer i fisk
Fryselagringsforsgg med fisk har vist tab af strukturelle og
smagsmasssige egenskaber [3]. Danmarks Fiskeriunder-
sagel ser har gennem flere ar arbejdet med proteinkvalitet af
fisk med en proteomics-orienteret vinkel for at forsta og img-
degdkvalitetsandringer paproteinniveau. £ndringernekan
omfatte oxidation, krydsbinding eller nedbrydning af prote-
inerne. Viden, om hvilke proteiner, der aandrer sig, er vigtig
for at kunne forstd mekanismeni kvalitetsandringen under
lagring.

| samarbejde med Teknologisk Institut er der identificeret fle-
re proteiner, der aandrer maangde ved langtidsopbevaring, bl.a.
aktin og tropomyosin, der stammer fra fiskens muskelveaev. | fi-
gur 3 ses udsnit af 2D-geler, hvor intensiteten af de markerede
pletter angiver en andring. Proteom-gelerne er lavet pd Dan-
marks Fiskeriundersggelser og analyseret af Inger V. H. Kjaas-
gard. En narmere beskrivelse af proteomanalysen og MS/IMS
af torskeproteinerne er beskrevet i [4].

Fra forskning til kvalitetskontrol
Karakterisering og identifikation af proteiner ved massespek-
trometri er relevant i mange forskellige discipliner, bade pa
det klassiske proteinkemiske omrade, i den bioteknologiske
forskning, men ogsdi den fadevareteknol ogiske udviklings-
proces.

Anvendel sesomradet strakker sig fraforskning til kvalitets-
kontrol.
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