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Die Proteomanalyse, eine der leistungsf�higsten Techniken
der Postgenom-�ra, basiert auf der zweidimensionalen
Trennung von Proteinen.[1] Da eine Zelle gew#hnlich mehr
als 10000 unterschiedliche Proteine gleichzeitig exprimiert,
bleibt die Aufl#sung jedoch oft unvollst�ndig. Ein weiteres
Problem betrifft die sensitive Detektion und Quantifizierung,
da konventionelle F�rbemethoden nicht selektiv und mitun-
ter schwer reproduzierbar sind. Detektionsmethoden mit
fluoreszierenden Farbstoffen sind hochempfindlich, doch ist
die Quantifizierung schwierig, da der Farbstoff vor der
Trennung unspezifisch kovalent mit den Proteinen verkn,pft
wird und eine einheitliche Markierung schwer zu erzielen ist.
Extensive Markierung kann zu Fluoreszenzl#schung und
L#slichkeitsproblemen f,hren.[2] Folglich ist eine selektive
Markierung mit Reportergruppen (z.B. Fluoreszenzfarbstof-
fen, radioaktiven Markern oder Biotin) auf einer mecha-
nistischen Grundlage w,nschenswert.

Ein erfolgversprechender Ansatz ist die Verkn,pfung der
Reportergruppe mit irreversiblen Enzym-Inhibitoren, da so
im Verlauf der Enzymreaktion eine kovalente Bindung zum
Enzym entsteht. Der aktivit�tsbasierte Nachweis hat sich bei
der Markierung von Serinproteasen mit Fluorphosphonaten[3]

und von Cysteinproteasen mit Epoxiden[4] als irreversiblen
Inhibitoren als tauglich erwiesen (Abbildung 1a). Dieses
Konzept hat jedoch den Nachteil, dass irreversible Enzym-
Inhibitoren erforderlich sind. Dies schr�nkt seine Anwend-

barkeit erheblich ein, da f,r viele Proteinklassen keine
irreversibel bindenden Liganden bekannt sind. Des Weiteren
geht die Trennung von Proteinmischungen mit 2D-PAGE
(2D-Polyacrylamid-Gelelektrophorese) ,blicherweise mit
denaturierenden Bedingungen einher, sodass die Methode
auf die ,berwiegende Mehrheit der Proteinfamilien nur nach
erheblichen �nderungen anwendbar ist.

Wir haben diese Strategie f,r die Anwendung in der
Proteomforschung verallgemeinert. Da eine kovalente Bin-
dung zwischen Protein und Reportergruppe notwendig ist,
damit unter den Bedingungen der 2D-Elektrophorese keine
Dissoziation eintritt, ist ein zus�tzlicher chemischer Schritt
erforderlich. Nur wenige chemische Reaktionen sind f,r diese
Art der Proteinmodifizierung geeignet; zu diesen z�hlen die
Photoreaktionen, die in der Biochemie h�ufig f,r Photoaffi-
nit�tsmarkierungen eingesetzt werden.[5] Auf dieser Basis
wurde eine maßgeschneiderte chemische Sonde entworfen,
bestehend aus einem reversibel bindenden Proteinliganden
(Inhibitor), verkn,pft mit einer Reporter- und einer Reak-
tivgruppe (Photoaffinit�tsmarker) (Abbildung 1b). Dieses
Konzept ist f,r viele Proteinklassen anwendbar und d,rfte
auch die Auffindung neuer Mitglieder einer Proteinfamilie
erleichtern. Jede Methode, die die Datenmenge reduzieren
und mechanistisch verwandte Proteine in 1D- oder 2D-PAGE
detektieren kann, wird f,r die Auffindung bisher unbekann-
ter Proteine und die zuk,nftige Entwicklung der Proteomfor-
schung hilfreich sein. Zur Erprobung unseres Konzepts
wurden die Isochinolinsulfonamide der H-Serie (H-8, H-9
usw.)[6] als erste Modell-Inhibitoren herangezogen.

Isochinolinsulfonamide inhibieren kompetitiv eine große
Auswahl von Kinasen, darunter Proteinkinasen, indem sie die
ATP-Bindungsstelle besetzen. Kinasen spielen in vielen
regulatorischen Vorg�ngen aller lebender Zellen eine bedeu-
tende Rolle. Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungs-
reaktionen steuern wichtige Stoffwechsel- oder Krankheits-
prozesse und sind an internen und externen Anpassungsme-
chanismen beteiligt. J,ngste Fortschritte in der Kinasefor-
schung beruhen auf der systematischen Analyse vollst�ndig
sequenzierter Genome, allerdings bleibt die Korrelation von
Genom und Proteom schwierig.

Unsere ersten Experimente galten der Detektion von
Kinasen in Pflanzen. Obwohl die Funktionen von Proteinki-
nasen in Pflanzen mittlerweile gut verstanden werden, bleibt
die Zuordnung vieler k,rzlich durch systematische Genom-

Abbildung 1. Mechanismusbasierte Markierung von Proteinen mit
a) irreversiblen und b) reversiblen Inhibitoren.
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analyse identifizierter Kinase-Gene problematisch. Von
besonderem Interesse in Pflanzen sind Serin- und Threonin-
kinasen, die in mehr als zw#lf Gruppen unterteilt werden.
Insbesondere in Chloroplasten sollen etliche Serin- und
Threoninkinasen an Anpassungsmechanismen als biologische
Antwort auf ver�nderte Umweltbedingungen (z.B. Licht)
beteiligt sein.[7–9] Die Sensitivit�t der Proteinphosphorylie-
rung der Lichtsammelproteine (LHCs) und der Proteine des
Photosystems II gegen Inhibitoren der Kinase C und cAMP-
abh�ngige Kinasen ist beschrieben worden.[10,11] Der Inhibitor
H-9 (1a ; Schema 1)[12] vom Isochinolinsulfonamid-Typ inhi-
biert die Phosphorylierung von LHCII-Proteinen in Kon-
zentrationen von 50–100 mm vermutlich durch Wechselwir-
kung mit der ATP-Bindungsstelle membranassoziierter
Threoninkinasen. Bis vor kurzem – als durch einen genom-
basierten Ansatz die Identifizierung einer Kinase gelang, die
Annahmen zufolge an der LHC-Phosphorylierung beteiligt
ist – gab es keinen eindeutigenNachweis f,r eineKinase in den
Thylakoidmembranen von Chlamydomonas reinhardtii.[13]

Das Konjugat 7, bestehend aus H-9, einem polaren
Linker, einer photoreaktiven Gruppe und einem Fluorophor,
wurde als maßgeschneiderte chemische Sonde zur Identifi-
zierung von Kinasen nach kovalenter Markierung und Pro-
tein-Trennung mit SDS-PAGE (SDS=Natriumdodecylsul-
fat) entwickelt. Die Ankn,pfstelle f,r den Linker wurde auf
Basis der Kristallstruktur eines Proteinkinase-Inhibitor-Kom-
plexes (mit H-8, 1b) so gew�hlt, dass die Bindung des
Inhibitors durch die Verkn,pfung nur minimal beeinflusst

wird.[14] 4-Benzoylphenylalanin wurde als photoreaktive
Gruppe ausgew�hlt, da es reversibel in Anregungs-Relaxa-
tions-Zyklen aktiviert werden kann und im Triplettzustand
bevorzugt in C-H-Bindungen inseriert, die bis zu 3.1 K vom
Carbonylsauerstoff entfernt sein k#nnen. Es ist in protischen
L#sungsmitteln stabil und f,hrt zu effizienter Modifizierung.[5]

Die Synthese von 7 beginnt mit dem Dde-Schutz (Dde=
2-(4,4-Dimethyl-2,6-dioxocyclohexyliden)ethyl) der prim�ren
Aminogruppen von 2 (Schema 1). Butoxycarbonyl(Boc)-
Schutz der sekund�ren Aminogruppen ergibt den orthogonal
gesch,tzten Linker 3. Die Hydrazinolyse der Dde-Gruppen
f,hrt zu 4, das mit 5-Isochinolinsulfonylchlorid zu 5 umgesetzt
wird. Das Isochinolinsulfonamid 5 wird dann mit 9-Fluore-
nylmethoxycarbonyl(Fmoc)-gesch,tztem l-4-Benzoylphenyl-
alanin (Fmoc-Bpa-OH) verkn,pft. Durch Abspaltung der
Fmoc-Gruppe wird das freie Amin 6 erhalten, das mit dem
Isomerengemisch von 5- und 6-Carboxyfluorescein gekuppelt
wird. Es k#nnen beliebige Reportergruppen (z.B. Farbstoffe)
eingesetzt werden. Im letzten Schritt wird durch die Entfer-
nung der Boc-Gruppen das Zielmolek,l 7 erhalten.

Die Affinit�t des modifizierten H-9 (7) zu Kinasen wurde
mit Oberfl�chenplasmonresonanz nachgewiesen (Abbil-
dung 2). Die Synthese des Konjugats 8, einem immobilisier-
baren Analogon von 7 (Schema 1), erfolgt durch Kupplung
von 6 mit Fmoc-6-aminohexans�ure, gefolgt von vollst�ndi-
gem Entsch,tzen.

Es wurde gezeigt, dass Proteinkinase A (PKA) und
Kreatinkinase[15] konzentrationsabh�ngig binden (Abbil-

Schema 1. Synthese der chemischen Sonde 7, bestehend aus dem Kinase-Inhibitor H-9 (1a), der photoreaktiven Gruppe 4-Benzoylphenylalanin
und der fluoreszierenden Reportergruppe 5(6)-Carboxyfluorescein. Das Konjugat 8, ein Derivat von 7, kann auf einem Oberfl&chenplasmonreso-
nanz-Sensorchip immobilisiert werden. a) 2-Acetyldimedon, DMF, 74%; b) Boc2O, CH2Cl2, 89%; c) N2H4·H2O, CH2Cl2, 45%; d) 5-Isochinolinsulfo-
nylchlorid·HCl, NEt3, CHCl3, 63%; e) EDC·HCl, NMM, Fmoc-Bpa-OH, HOBt·H2O, DCM, 68%; f) 4-(Aminomethyl)piperidin, CH2Cl2, 85 %;
g) EDC·HCl, NMM, 5(6)-Carboxyfluorescein (Isomerengemisch), HOBt·H2O, CH2Cl2/DMF (1:1), 45%; h) TFA (30% in CH2Cl2), 99%; i) EDC·HCl,
NMM, Fmoc-6-aminohexans&ure, HOBt·H2O, CH2Cl2, 52 %; j) 4-(Aminomethyl)piperidin, CH2Cl2, 92%; k) TFA (30% in CH2Cl2), 98%. NMM=N-
Methylmorpholin, EDC·HCl=1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid-hydrochlorid, TFA=Trifluoressigs&ure.
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dung 2a). Durch Vorinkubation des entsprechenden Proteins
mit einer Reihe von l#slichen Liganden wie H-9 (1a ;
Abbildung 2b), 7 und 8 konnte die Bindung reduziert oder
sogar aufgehoben werden.[15] Diese Experimente belegen
eindeutig, dass die Konjugation von H-9 (1a) mit Bpa und
Reportergruppen die Bindung an die Modellkinasen nicht
signifikant beeinflusst. Der KD-Wert f,r die Wechselwirkung
von PKA mit immobilisiertem 8[16] betr�gt (2� 3) L 10�7

m

und �hnelt dem f,r 1a und PKA in der Literatur angegebenen
KD von 1.9 L 10�6

m.[12] Dar,ber hinaus konnte f,r eine Reihe
von Proteinen (H�moglobin, Ovalbumin, Rinderserumalbu-
min, a-Glucosidase) gezeigt werden, dass die unspezifische
Bindung an immobilisiertes 8 unbedeutend ist.

Um die Effekte eines m#glichen strahlungslosen Fluores-
zenzresonanzenergietransfers (FRET) in 7 zu untersuchen –
insbesondere zwischen dem Triplettzustand des Benzophe-
nons und dem benachbarten Fluorescein –, wurde die
Anregungs-Emissions-Spektroskopie (EES) eingesetzt.[15,17]

Es wurde herausgefunden, dass die Fluoreszenz-Quanten-
ausbeute sowohl f,r 1a als auch f,r 4-Benzoylphenylalanin
sehr gering ist (FFl� 10�4).

Durch Vergleich der normalisierten Emissionsspektren
von 7 und der analogen Verbindung ohne Photoreaktiv-
gruppe konnte bei lex= 350 nm (FFRET� 10�2) kein signifi-
kanter FRET festgestellt werden. Der Energietransfer zwi-
schen H-9 und Fluorescein erwies sich in allen F�llen als
unbedeutend (FFRET� 10�4). Folglich sind Quenching und
chemische Reaktion die entscheidenden Verlustwege nach
Photoaktivierung bei dieser Wellenl�nge.

Im n�chsten Schritt wurden aufgereinigte Proteine f,r
Markierungsexperimente mit 7 eingesetzt. Vier kommerzielle

Kinasen wurden verglichen, um die Spezifit�t der Photoaffi-
nit�tsmarkierung mit dem photoreaktiven fluoreszierenden
Inhibitor 7 zu belegen. Drei Kinasen (Abbildung 3, Bahnen 1,
2, 4) wurden durch die Photoaffinit�tsmarkierung mit 7 in
hohem Ausmaß fluoreszenzmarkiert, w�hrend die vierte

(Bahn 3) nur eine sehr schwache Markierungseffizienz f,r 7
aufwies, obwohl sie h#her konzentriert vorlag. Die Spezifit�t
der Photoaffinit�tsmarkierung bestimmter Kinasen mit 7
wird nochmals best�tigt durch die Tatsache, dass im Fall der
Hexokinase und der cAMP-abh�ngigen Proteinkinase A nur
die katalytische Untereinheit markiert wird, w�hrend die
regulatorische Untereinheit unmarkiert bleibt.

Um zu zeigen, dass unsere Methode zur affinit�tsbasier-
ten Identifizierung mutmaßlicher Kinasen geeignet ist, wurde
Kreatinkinase vor der Inkubation und Photoreaktion mit 7
mit SDS behandelt (Abbildung 4a, Bahnen 2, 4). Die dras-
tische Abnahme der Fluoreszenz in der vorinkubierten Probe
(Bahn 4) im Vergleich zur Referenz (Bahn 3) macht deutlich,

Abbildung 2. Oberfl&chenplasmonresonanz-Sensorgramme: a) konzen-
trationsabh&ngige Bindung der cAMP-abh&ngigen Proteinkinase A
(PKA) an immobilisiertes 8 : 1) 120 nm, 2) 60 nm, 3) 30 nm, 4) 15 nm,
5) 7.5 nm ; KD= (2�3) L 10�7

m. b) Kompetition mit H-9 (1a): 6) 24 nm
PKA, 7) 24 nm PKA+19 nm H-9, 8) 24 nm PKA+184 nm H-9, 9) 24 nm
PKA+1.85 mm H-9. RU=Response Unit.

Abbildung 3. Spezifische Photoaffinit&tsmarkierung von Kinasen mit
dem H-9-Derivat 7. Links: Silberf&rbung, rechts: Fluoreszenzbild.
Bahn 1: Hexokinase, Bahn 2: Kreatinkinase, Bahn 3: 3PGA-Phospho-
kinase, Bahn 4: cAMP-abh&ngige Proteinkinase A, M: vorgef&rbter Pro-
teinmarker.

Abbildung 4. Selektive Photoaffinit&tsmarkierung mit 7. a) Vergleich
der Effizienz der Photoaffinit&tsmarkierung von nativer und denaturier-
ter Kreatinkinase. Bahn 1: Silberf&rbung, native Kreatinkinase; Bahn 2:
Silberf&rbung, denaturierte Kreatinkinase; Bahn 3: Fluoreszenzbild,
native Kreatinkinase; Bahn 4: Fluoreszenzbild, denaturierte Kreatin-
kinase. b) Nachweis von hinzugef)gter Kreatinkinase aus Thylakoid-
membran-Pr&paraten nach der Photoaffinit&tsmarkierung. Bahn 5: Sil-
berf&rbung; Bahn 6: Silberf&rbung, mit zus&tzlichen 150 ng Kreatin-
kinase; Bahn 7: Fluoreszenzbild; Bahn 8: Fluoreszenzbild, mit zus&tzli-
chen 150 ng Kreatinkinase (siehe Pfeil).
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dass die Photoaffinit�tsmarkierung mit 7 spezifisch erfolgt, da
das SDS-denaturierte Protein nicht markiert wurde. In einem
zweiten Ansatz wurde vor der Markierung Kreatinkinase zu
isolierten Thylakoidproteinen gegeben. Die Ergebnisse
zeigen, dass durch das H-9-Derivat 7 mehrere Thylakoid-
membranproteine mit einem Molekulargewicht ,berwiegend
zwischen 40 und 80 kDa markiert wurden (Abbildung 4b,
Bahn 7). Die zu dem Thylakoidmembranpr�parat gegebene
Kreatinkinase konnte wiedergefunden werden (Abbil-
dung 4b, Bahn 8). Die markierte Proteinbande bei 45 kDa
wurde anschließend mit MALDI-TOF-MS-Fingerprint-Ana-
lyse[15] als die hinzugef,gte Kreatinkinase identifiziert,
wodurch die Funktionalit�t der Markierungsmethode in
Kombination mit der Massenspektrometrie eindeutig demons-
triert wird.[18] Die Identifizierung und Charakterisierung der
anderen markierten Proteine ist derzeit im Gange.

Die Selektivit�t des Markierungsprozesses mit 7 wird
auch dadurch belegt, dass die LHC-Proteine (Abbildung 4,
Molmassen < 33 kDa) nicht markiert werden. Um auszu-
schließen, dass andere photochemische Prozesse (z.B. Pho-
tooxidation) die gew,nschte C-H-Insertion des Benzophe-
non-Tripletts ,berwiegen, wurden Photoaffinit�tskontrollex-
perimente mit einem Konjugat ohne den Inhibitorteil
(Linker-Bpa-Carboxyfluorescein) sowie mit Carboxyfluores-
cein allein durchgef,hrt.[15]

Die maßgeschneiderte chemische Sonde 7, die aus dem
reversibel bindenden Proteinliganden H-9, einer fluoreszie-
renden Reportergruppe und einer photoreaktiven Gruppe
besteht, erm#glicht die affinit�tsbasierte Markierung von
Kinasen. Die selektive Detektion von Kinasen in der funk-
tionellen Proteomik ist damit m#glich. Das Konzept ist
dar,ber hinaus allgemein anwendbar f,r das affinit�tsbasierte
Markieren von Proteinen. Es wird in unseren Arbeiten
zun�chst Anwendung finden auf plastid�re pflanzliche
Serin- und Threoninkinasen unter Verwendung neuer Tech-
niken[18] f,r die Thylakoidproteintrennung mit 2D-Gelelek-
trophorese, gefolgt von Isolierung und weiterer Identifizie-
rung. Die Anwesenheit basischer Gruppen in 7 kann nach der
Markierung zu einer Ver�nderung des pI-Wertes des Proteins
f,hren. Dies k#nnte in einer Entkopplung von markierten
und unmarkierten Proteinen w�hrend der isoelektrischen
Fokussierungsphase der 2D-Gelelektrophorese resultieren.
Weitere Experimente zur Behebung dieses Mangels werden
derzeit durchgef,hrt. Dennoch kann die Methode in ihrer
gegenw�rtigen Form zur Auffindung neuer Kinasen einge-
setzt werden.

Eingegangen am 10. Juni 2003,
ver�nderte Fassung am 15. September 2003 [Z52084]
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