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Zusammenfassung

Der SMN-Komplex ist eine makromolekulare Einheit, die aus neun festen Untereinheiten (SMN,
Gemin2-Gemin8, Unrip) und verschiedenen transienten Faktoren (SmB/B’, SmE, SmF, SmG,
SmD1-D3) aufgebaut ist. Die Hauptaufgabe des ubiquitdren Komplexes umfasst die Assem-
blierung der U snRNPs im Cytoplasma und ihre Translokation in den Zellkern, wo sie am
Aufbau des Spleiffosoms beteiligt sind. Durch Mutation oder Deletion des SMN1-Gens kann
dieser Prozess gestort sein und dadurch Spinale Muskelatrophie (SMA) auslésen. SMA ist die
zweithdufigste autosomal rezessiv vererbbare Krankheit mit Todesfolge nach Mukoviszidose, die
zu einer Degeneration der a-Motorneuronen des Riickenmarks und damit zu einer Schwéchung
und einem Abbau der Muskulatur fiihrt.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung des humanen Survival of Motor
Neuron-Komplex (SMN) hinsichtlich Zusammensetzung und Stochiometrie mittels Anwendung
von massenspektrometrischen Methoden. In diesem Zusammenhang wurde die native stéchio-
metrische Zusammensetzung des zentralen SMN-Komplexes mit zwei rekombinanten Komple-
xen verglichen, die beide eine in Verbindung mit SMA bekannte Mutation (Y272C, E134K)
integriert hatten. Zu diesem Zweck wurden Wildtyp-SMN und die mutierten SMN-Analoga
als GST-Fusions-Proteine zusammen mit Wildtyp-Gemin2, -Gemin6, -Gemin7 und -Gemin8 in
Escherichia coli exprimiert. Nach Ernte und Lyse der Zellen wurde SMN auf einer Glutathion-
Sepharose-Matrix angereichert und anschlieftend mittels verschiedener Methoden (Carbamido-
methylierung, Trypsin-Verdau) fiir die massenspektrometrische quantitative Analyse vorberei-
tet. Des Weiteren wurden die Unterschiede zwischen dem cytoplasmatischen und dem nukle-
aren SMN-Komplex, welche durch Zellkern-Cytoplasma-Trennung von HeLa-Zellen mittels eines
modifizierten Roeder-Protokolls und anschliefsende Co-Immunoprazipitation gegen den SMN-
spezifischen Antikorper 7B10 erhalten wurden, untersucht.

Fiir die Quantifizierung der SMN-Komplexe wurde Absolute Quantifizierung (AQUA) ange-
wendet. Synthetische stabilisotopenmarkierte Petidanaloga wurden mit den nativen Proben in
definierten Konzentrationen verdiinnt und konnten wéihrend der massenspektrometrischen Ana-
lyse durch ihre Massendifferenz von 6 bis 10 Dalton im Vergleich zu den endogenen Peptiden
detektiert werden. Zuvor mussten jedoch geeignete Peptidsequenzen ausgewéahlt werden, um
eine reproduzierbare Quantifizierung zu gewéhrleisten. Dazu mussten die Peptide definierten
Spezifikationen entsprechen (z.B. keine leicht modifizierbaren Aminosauren oder keine iiberle-
senen tryptischen Schnittstellen beinhalten). Die MS-Analyse wurde mittels Selected Reaction
Monitoring (S/MRM) auf zwei unterschiedlichen Triple-Quadrupol-Systemen durchgefiihrt. Zu
diesem Zweck wurden die Ubergéinge und Systemparameter ( Declustering Potential und Kolli-
sionsenergie) fiir jedes einzelne Peptid optimiert und festgelegt.

Alternativ wurde markierungsfreie Quantifizierung auf einem LTQ Obitrap Velos System ange-
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wandt. Die hohe Massengenauigkeit und Sensitivitdt des Hybrid-FT-MS-Systems erlaubt eine
Quantifizierung der entsprechenden Mutterionen direkt aus der MS1-Spur (ohne Anwendung
von Tandem-MS-Experimenten).

Beide Strategien, S/MRM und MSI1, erlauben eine Quantifizierung von Peptiden mit Kon-
zentrationen bis 250 amol. Durch Optimierung des dargestellten Protokolls, war es moglich
den Einfluss bekannter Patientenmutationen des SMNI1-Gens auf die Stochiometrie des SMN-
Komplexes zu untersuchen, sowie den Unterschied zwischen SMN-Komplexen des Cytoplasmas
und des Zellkerns zu bestimmen.

Dieses Projekt kann dazu beitragen sowohl die Assemblierung der U snRNPs besser zu verste-
hen, als auch neue Zielmolekiile fiir Diagnose und Therapie von genetischen Krankheiten wie
SMA bereitzustellen.
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Summary

The SMN complex is a macromolecular protein entity consisting of nine fixed subunits (SMN,
Gemin2-Gemin8, Unrip) and several transient factors (SmB/B’, SmE, SmF, SmG, SmD1-D3).
The main function of this housekeeping complex comprises the assembly of U snRNPs in the
cytoplasm and their export to the nucleus where they build up the spliceosome. As a result of
mutations in the SMN1 gene this process can be defective and elicits Spinal Muscular Atrophy
(SMA). SMA is the second most common autosomal recessive hereditary disease beside cystic
fibrosis resulting in death. It leads to a degeneration of the a-motor neurons of the spinal cord
and subsequently to muscular weakness and wasting.

The aim of this study was the characterization of the human Survival of Motor Neuron (SMN)
complex composition and stoichiometry by mass spectrometry. In this context, the native stoi-
chiometric composition of the SMN core complex was compared with two recombinant comple-
xes, each incorporating a known mutation (Y272C, E134K) involved in SMA. For this purpose
wildtype SMN and mutated versions thereof were expressed as GST-fusion proteins together
with full length Gemin2, Gemin6, Gemin7 and Gemin8 in F.coli. After harvesting and lysis of the
cells the SMN complex was enriched on a glutathione-sepharose resin and further prepared by
carbamidomethylation and tryptic digestion for a quantitaive massspectrometric analysis. Fur-
thermore, the differences between the cytoplasmic and the nuclear SMN complex both derived
from nuclei-cytoplasm separation of HeLa cells by a modified Roeder protocol and subsequent
Co-immunoprecipitations against the SMN-specific antibody 7B19 were examined .

In order to quantify the SMN core complex absolute quantification (AQUA) was applied. Stable-
isotope labeled peptide analogs were spiked to the native sample in defined amounts thus in-
troducing a mass difference of 6-10 Da during the massspectrometric analysis. Preliminarily,
appropriate peptides that meet several conditions (e.g. no labile amino acids, no missed tryptic
digestion sites) to allow for a confident quantification were chosen. As MS-analysis was per-
formed by Selected Reaction Monitoring (S/MRM) on two different triple quadrupol systems,
transitions and parameters (Declustering Potential and Collision Energy) for each respective
peptide were optimized .

Alternatively, label-free quantitation on the LTQ Orbitrap Velos was applied. The high mass
accuracy and sensitivity of this hybrid FT MS allows quantifying the respective parent ions
directly from the MS1 trace.

Both strategies, S/MRM and MS1, provide a linear quantification of peptides down to a con-
centration of 250 amol. By optimizing the current workflow, it was possible to determine the
stoichiometry of SMN-complexes containing several known patient mutations within the SMN1
gene as well as discovering the differences between SMN-complexes originating either from cy-

toplasm or from nucleus.
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This project may help to throw a light on the assembly of U snRNPs and provide new targets
in diagnosis and therapy for genetic diseases like SMA.
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1 Einleitung

1.1 Spinale Muskelatrophie

Spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine autosomal rezessiv vererbbare Erkrankung, die durch ei-
ne homozygote Genalteration (Deletion, Konversion oder Punktmutation) im Survival of Motor
Neuron 1 (SMN1) Gen [Entrez Gene ID Nr. 6606] hervorgerufen wird [4-6]. Diese neurodege-
nerative Storung ist charakterisiert durch die Riickbildung spinaler (im Riickenmark gelegener)
a-Motorneuronen [siche Abb. 1.1]. SMA verursacht im Verlauf der Krankheit sekundére Leiden
wie Hypotonie und Muskelschwéche und fiithrt abhéngig vom klinischen SMA-Typ [siche Kap.
1.1.1] in den meisten Féllen zu einem frithen Tod [4]. Die Inzidenz liegt bei ca. einer von 6.000
bis 10.000 Lebendgeburten mit einer Tragerhaufigkeit von 1:50 [4]. SMA ist damit eine der

héufigsten genetischen Ursachen fiir Sduglingssterblichkeit nach Mukoviszidose.

Abb. 1.1: SMA-Phénotyp am Beispiel des Tiermodells Zebrafisch - seitliche Ansicht auf das Riickenmark der
Fische mit den Motoraxonen A Gesunder Embryo mit geraden, unverzweigten Motoraxonen B SMN-defizienter
Embryo durch Injektion von SMN-Morpholinos (entsprechen kurzen RNA-Oligos, die die Translation des SMN-
Gens unterdriicken). Die Motoraxonen werden verkiirzt und verzweigt ausgebildet. In Anlehnung an Winkler et
al. [6].

1.1.1 SMA-Typen

Im Allgemeinen wird SMA in vier verschiedene klinische Varianten eingeteilt: Typ I (Werdnig-
Hoffmann) [7,8], Typ II [9], Typ III (Kugelberg-Welander) und eine adulte Form der Stérung
Typ IV [10].

Typ I bezeichnet dabei die schwerwiegendste und gleichzeitig haufigste Variante (>50% aller

SMA-Patienten) von SMA. Sie tritt meistens bereits im Fotus oder innerhalb der ersten drei
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Lebensmonate auf und ist durch eine Lebenserwartung von unter 2 Jahren gekennzeichnet. Pa-
tienten leiden zumeist an schwerer Hypotonie und Léhmungserscheinungen. Sie sind nicht in
der Lage, Kopfbewegungen zu kontrollieren und erlernen niemals das Sitzen ohne Unterstiit-
zung. Weitere Einschrankungen zeigen sich im bulbédren System, d.h. Ldhmungen der Zunge,
Gesichtsmuskeln und Lippen, die zu Schwierigkeiten beim Saugen und Schlucken fiihren. Die
schwach ausgepréigten Muskeln im Brustkorb fiihren oftmals zu schweren Atemstérungen und
Verformungen des oberen Torsos (Glockenform)[sieche Abb. 1.2]. Bulbéarerscheinungen und Aspi-
rationsschwierigkeiten erh6hen das Risiko von Lungenentziindungen und sind eine der haufigsten
direkten Todesursachen beim SMA Typ I [11].

Typ II kennzeichnet eine intermedidre Stérung von SMA. Charakteristisch ist ein Auftreten
der Krankheit zwischen dem 7. und 18. Lebensmonat. Typll-Patienten sind in der Lage zu
sitzen, einige konnen sogar mit Unterstiitzung stehen, aber ein eigenstédndiges Laufen gelingt
auch diesen Betroffenen nicht. Bei vielen entwickelt sich durch die progressive Degeneration der
Motorneuronen und dem damit einhergehenden Muskelabbau eine Skoliose, d.h. eine Deforma-
tion der Wirbelsiule, so dass héaufig chirurgische oder orthopédische Eingriffe erforderlich sind
[siche Abb. 1.2]. Auch beim Typ II beobachtet man héufig leichte Schluckbeschwerden, was oft
Untergewicht zur Folge hat. Des Weiteren treten bei dieser klinischen SMA-Variante ebenfalls
Atemstorungen mit vermindertem Abhusten der Atemwege auf, so dass auch hier Pneumonie
als eine der haufigsten Todesursachen festzustellen ist. Der Todeszeitpunkt der Patienten liegt
meistens in der Pubertét [12].

Typ III SMA beschreibt eine mildere Form und zeigt eine hohe Heterogenitéit an Krankheits-
symptomen. Charakteristisch ist ein Auftreten der Krankheit im jugendlichen Alter. Patienten
kénnen in Bezug auf ihre korperliche Entwicklung alle Stufen bis zum eigensténdigen Laufen
erreichen. Nur wenige benétigen in der Kindheit einen Rollstuhl. Analog zum Typ II entwi-
ckeln auch diese Betroffenen in vielen Féllen eine Skoliose, die drztlicher Behandlung bedarf.
Im Allgemeinen haben Typ III-Patienten eine normale Lebenserwartung [13].

Typ IV-SMA bezieht sich auf eine spitauftretende Form im Erwachsenenalter. Ahnlich wie bei
Typ III sind die meistens Krankheitssymptome nur sehr mild ausgeprégt, so dass auch diese

Patienten in der Regel laufen kénnen und ein normale Lebenserwartung haben [14].

1.1.2 Genetischer Hintergrund von SMA

Mehrere Studien zur Genotypisierung von Patienten belegen, dass der Schweregrad von SMA
davon abhéngt, wie viele Kopien des zu SMN1 homologen Gens, SMN2 [Entrez Gene ID Nr.
6607] [siche Abb. 1.3], gefunden werden konnen. Je mehr SMN2-Kopien vorhanden sind, desto
weniger ausgepragt sind die einzelnen Krankheitssymptome und desto hoher ist der Einstu-
fungsgrad (Typ I bis Typ IV) der Krankheit. Hierbei ist es allerdings nicht moglich, eine exakte
Einstufung in Bezug auf Anzahl der SMN2-Kopien vorzunehmen. Die Beobachtung gibt le-
diglich einen Trend wieder, der aber durch die Vielzahl an Krankheitssymptomen nicht genau
festzulegen ist. Aufferdem wird vermutet, dass noch weitere Gene eine Abmilderung des Phé-
notyps beeinflussen kénnten [16].

Eine Erklarung fiir den partiellen substituierenden Effekt von SMN2 liegt der Sequenz beider



Kapitel 1 Einleitung 20

Abb. 1.2: SMA-Patienten, die eine typische Deformation des oberen Torsos sowie Muskelschwund an allen
Gliedmafen aufgrund der Motorneuronenatrophie aufweisen. Linke Abbildung: Quelle unbekannt. Rechte Ab-
bildung: Quelle nach Hoffmann [15].

Gene (SMN1, SMN2) zugrunde. Beide Gensequenzen befinden sich auf Chromosom 5q13, wobei
SMN1 im Telomerbereich (lineare Chromosomenden) des Chromosoms zu finden ist, wihrend
SMN2 im Centromer (Zentrum des Chromosoms) liegt [17]. SMN1 und SMN2 unterscheiden
sich lediglich in fiinf Nukleotiden, wobei jedoch nur eine Cytidin (C) — Thymidin (T) Transi-
tion an Position 6 im Exon 7 im kodierenden Bereich des Gens liegt und keine Anderung der
vorhergesagten Aminosduresequenz zur Folge hat [18]. Beide Gene besitzen neun Exons und
acht Introns, die eine 20 kb grofe Gensequenz umfassen [siche Abb. 1.3]. SMNI kodiert fiir
ein 38 kDa grofes Protein [SMN Uniprot Accession Nr. Q16637-1], welches aus 294 Aminosiu-
ren besteht und in allen somatischen Geweben exprimiert wird [siehe Kap. 1.2.1]. Es ist bei
Eukaryoten hochkonserviert [19,20].

Centromer Kopie Telomer Kopie
] =
C272 C272
CATT-1 CMS1 CATT-1 C171 AG1-CA C212 C212 AG1-CA C171 CATT-1 CMS1
Cen % Tel
GTF2H2 NAIP SMIN2 SERF1 SERF1 SMN1 NAIP GTF2H2
- E——— ~ ———— e <

Chromosom 5¢g13

Abb. 1.3: Genkarte Chromosom 5q13 mit den Genen SMNI und SMN2. In Anlehnung an Lunn et al. [4].

SMNZ2 ist einzigartig im Menschen, andere Eukaryoten besitzen entweder nur eine Smn-Kopie
(Maus) oder mehrere Kopien desselben SMN Gens (Affen) [21]. SMN2 wird durch die bereits
erwihnte C-T-Transition alternativ gespleift [22,23]. Dieser Basenunterschied zerstort eine soge-
nannte Fzon Splicing Enhancer Sequenz (ESE), was wiederum die Bindung des Serin/Arginin-
reichen-Proteins Splicing factor 2 (SF2), auch genannt Alternative Splicing Factor (ASF), ver-
hindert. Unter normalen Umsténden interagiert SF2/ASF mit U2 snRNPs und dem Hilfsfaktor
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U2AF am Verzweigungspunkt innerhalb von Intron 6. Dadurch wird ein korrektes pra-mRNA
Spleiften des SMN1 Transkripts gewahrleistet [siche Abb. 1.4]. Es wurde gezeigt, dass durch a)
Inversion des C zu T im SMN2-Gen oder b) Effektormolekiile, die die Funktion der SF2/ASF-
Proteine imitieren, der normale Spleifsvorgang unter Beibehaltung von Exon 7 wiederhergestellt
werden kann [24].

Zusétzlich entsteht durch das Uridin (U) im SMN2-mRNA-Transkript anstelle des C eine so-
genannte Fzxon Splicing Silencer Sequenz, welche wiederum die Bindung des inhibierenden
Faktors hnRNP A1/A2 unterstiitzt. Damit wird das SMN2 Exon7 nicht durch den Introner-
kennungskomplex des Spleiffosoms erkannt [siehe Abb. 1.4]. Experimente mit Interferenz-RNA
(RNAi) zum Knockdown von hnRNP A1/A2 konnten den korrekten Spleifvorgang der SMN2-
Transkripte |25] wiederherstellen.

Durch das Zusammenwirken beider genannter Faktoren fehlt dem resultierenden Transkript
Exon7. Das wiederum resultiert nach der Translation in einem inaktiven SMNAT7-Protein [Uni-
prot Accession Nr. Q1667-3], welches sehr schnell abgebaut wird [26]. Nur 10% bis maximal 50%
der Original-SMN2-pré-mRNA werden korrekt gespleifit und anschlieffend zur aktiven SMN-
Proteinisoform translatiert [sieche Kap. 1.2.1] [27].

Diese Beobachtung erklirt zum einen das Uberleben der SMA-betroffenen Embryos. Der gerin-
ge Anteil von aktivem SMN-Protein ist ausreichend, um eine normale Entwicklung im Uterus
zu gewihrleisten. Um allerdings das Uberleben der Motorneuronen [siehe Abb. 1.1] im Riicken-
mark nach der Geburt zu sichern, ist der Anteil an aktivem SMN zu gering. Dementsprechend
korreliert das erste Auftreten von Symptomen mit der Zahl der vorhandenen SMN2-Kopien, da
diese Zahl gleichbedeutend mit einem hoheren Anteil an aktivem SMN-Protein ist |4, 28].

Zum anderen findet man in dieser Erkldrung auch die Ursache fiir den gewebespezifischen
priméren Phénotyp, der sich nur auf die Degeneration der a-Motorneuronen im Riickenmark
bezieht [siche Abb. 1.1|. Diese Zellen weisen eine sehr hohe Spleifaktivitiat auf und sind deshalb
von der Unterversorgung mit SMN-Protein besonders betroffen. Fiir alle anderen Zellen ist der

geringe Anteil an Protein, der durch Expression des SMN2-Gens erbracht wird, ausreichend [5].

1.1.3 Diagnose von SMA

Eine Diagnose von SMA erfolgt zunéchst durch Elektromyographie (EMG) zur Einschitzung
der Muskelaktivitdt und anhand von Muskelbiopsien. Charakteristisch fiir EMG-Aufnahmen
von SMA Patienten sind spontane Muskelaktivitdten mit positiven Spitzen, Flimmern und Fas-
zikulationen (unwillkiirliche Muskelbewegungen kleinerer Muskelgruppen). Aktionspotentiale
von Muskeln des Bewegungsapparates weisen iiber lange Zeitspannen hohe Amplituden mit
geringer Verstarkung des Muskelimpulses auf. Histopathologisch zeigt die Skelettmuskulatur
gewohnlich atrophische Fasern mit hypertrophischen Inseln; im Riickenmark sind schwerwie-
gende Verluste von Motorneuronen im Bereich des Vorderhorns feststellbar [29] [siehe Abb.
1.1].

Heutzutage kann die Krankheit schnell und sensitiv iiber genetische Analysen nachgewiesen
werden. Zunichst wird mittels PCR-Analyse (engl. Polymerase Chain Reaction) und anschlie-

fendem Restriktionsverdau iiberpriift, ob eine homozygote Gendeletion von SMNI vorliegt.
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Abb. 1.4: Spleifmechanismus der RNA-Transkripte von SMNI und SMN2. In Anlehnung an Lunn et al. [4].
Durch einen Nukleotidunterschied (C zu T) im SMN2-Gen wird dieses nur zu 10% korrekt gespleifit. Ungeféhr
90% der Transkripte fehlt Exon7 und fiihrt nach der Translation zu dem inaktivem SMN2-Protein.

Dabei kann auch untersucht werden, in welchem Verhéaltnis SMN1 und SMN2 im Chromosom
vorliegen. Wird eine Kopie von SMN1 gefunden, muss die Analyse fiir die Suche nach Mutatio-
nen in diesem Gen ausgeweitet werden, in dem eine Gensequenzierung vorgenommen wird. Bei
einer Feststellung von mehreren SMN1-Kopien liegt meist eine andere Krankheit den Sympto-
men zugrunde, z.B. eine spinobulbédre Muskelatrophie vom Typ Kennedy, die ihren Ursprung
in einer Mutation im Chromosom Xq12 hat oder auch eine amyotrophe Lateralsklerose, bei der

beide Typen der Motorneuronen betroffen sind [4, 30].

1.1.4 Therapieansitze zur Behandlung von SMA

Aktuelle Bemithungen zur Entwicklung von SMA-Therapeutika widmen sich vornehmlich dem
Ziel, den Anteil an SMN-Protein [siehe Kap. 1.2.1] durch Erhéhung des Anteils an SMN2-
Transkript einschliefslich Exon7 zu steigern. Dabei werden entweder Methoden gewéhlt, welche
die Transkription direkt beeinfluften oder indirekt eine Einflufnahme tiber post-transkriptionale
Modifikationen ausiiben [4].

Untersuchungen im Zusammenhang mit dem serine-arginine-rich-like Spleififaktor Htra2-(51
ergaben eine Stimulation der Expression von korrekt gespleiffiten SMN2 durch Interaktion mit
ESEs. Die SMN-Gene sind diesbeziiglich die einzigen bekannten Zielsequenzen dieses Spleifs-
faktors. Eine Behandlung durch Hochregulation von Htra2-51 und der damit einhergehenden
Expression von SMN2 kénnte fiir SMA-Patienten einen therapeutischen Effekt haben.

Ein weiterer Behandlungsansatz basiert auf der Verabreichung von Valproinsdure mit dem Ziel,
Histondeacetylierungen zu inhibieren. In 2% aller menschlichen Gene kann eine Histonacetylie-
rung ein Gen flankierende DNA strukturell entspannen und damit der Transkriptionsmaschine-

rie einen Zugang ermdoglichen. Dies fiihrt zu einer erhohten Expression dieses Gens. Experimente
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in M&usen zeigten, dass so auch die SMN2-Expression durch Aktivierung des SMN2-Promotors
hochreguliert und die Translation von komplettem SMN-Transkript unterstiitzt wird. Des Wei-
teren konnte gezeigt werden, dass auch die positiven Spleifsfaktoren Htra2-41 und SF2/AG
durch Verabreichung von Valproinsaure hochreguliert werden. Im Zuge einer Pilotstudie mit
Valproinsaure konnten eine Verbesserung von Lungen- und Muskelfunktion, sowie eine Zunah-
me an Korpergewicht festgestellt werden. Weitere klinische Testreihen mit randomisierten Pla-
cebokontrollgruppen sind jedoch notwendig, um eine Wirksamkeit von Valproinsdure entgiiltig
nachzuweisen, sowie unerwiinschte Nebenwirkungen auszuschliefen [31,32].

Eine Behandlung mit Hydroxycarbamid fiihrt zu einer Verschiebung des SMN1 zu SMNZ2
mRNA-Transkripts Verhéltnisses. Bei unverdnderter Menge an SMN mRNA ist somit eine Zu-
nahme von vollstdndigem SMN-Transkript begleitet von einer Abnahme an verkiirzter SMN
mRNA. Hydroxycarbamid eignet sich ausgesprochen gut fiir die klinische Behandlung, zum
einen durch seine gute Vertraglichkeit, die Moglichkeit der oralen Applikation, sowie durch sei-
ne hohe Bioverfiigbarkeit. Wahrend einer 8-wochigen klein angelegten klinischen Testphase mit
Hydroxycarbaimid konnte jedoch bislang weder eine verbesserte Lungenfunktion, noch ein si-
gnifikanter Anstieg an Muskelfunktion nachgewiesen werden. Gréfere und Placebo-kontrollierte
klinische Testphasen sind daher notwendig, um die in in vitro Experimenten nachgewiesene Wir-
kung auch in vivo aufzuzeigen [33].

Momentan stehen die Bemiihungen, SMA zu heilen bzw. die Symptome abzumildern noch
am Anfang. In naher Zukunft wird es jedoch durch technologische Fortschritte moglich sein,
kleine, nicht-toxische, hochpotente Wirkstoffe zu entwickeln, die den Spleifsvorgang von SMN2
stimulieren und modifizieren. Es gibt auch Uberlegungen, SMN1 im Rahmen einer alternativen
Gentherapie mittels viraler Vektoren direkt in den Kérper einzuschleusen. Des Weiteren wurden
in Laborversuchen Motorneuronen aus Stammzellen geziichtet, die bereits in Tierversuchen
vielversprechende Ergebnisse erbrachten [34]. Diese konnten spéter moglicherweise Patienten

als Transplantat dienen und den Krankheitsverlauf von SMA verzogern.

1.2 Survival of Motor Neuron - Komplex

1.2.1 SMN Protein

Das SMN-Protein besteht aus 294 Aminoséuren und wird ubiquitér produziert. Damit nimmt
das SMN1-Gen die Rolle eines sogenannten Haushaltsgens (engl. housekeeping gene) ein, das
unabhéngig vom Zelltyp, des Zellstadiums sowie duferen Umwelteinfliissen exprimiert wird.
Generell werden konstitutiv aktive Gene dem Grundstoffwechsel von Zellen zugeordnet und
sind oftmals essentiell zur Erhaltung der Zellviabilitdt [35].

In somatischen Zellen wird SMN1 sowohl im Cytoplasma, als auch im Zellkern exprimiert [sie-
he Abb. 1.5|. Das im Nukleus auftretende SMN wird in speziellen Subkompartimenten, den
sogenannten Gems, lokalisiert. Diese Granulate beinhalten mehr als zweihundert Proteine, die
fiir das pr&-mRNA-Spleifsen notwendig sind. Gems befinden sich zudem in direkter Nachbar-
schaft zu anderen Kernstrukturen, den Cajal Bodies, mit denen sie bei Bedarf verschmelzen

konnen [37-40]. Untersuchungen zeigten, dass die zelluldre Distribution von SMN abhéngig von
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Abb. 1.5: Die Lokalisation von SMN in HeLa-Zellen wird gezeigt anhand Immunfluoreszenzstudien unter Ver-
wendung von 7B10 (anti-SMN) als priméren Antikérper. Das SMN-Protein ist sowohl homogen im Cytoplasma
verteilt, als auch angereichert in diskreten Kompartimenten des Zellkerns (sogenannte Gems). Nach Grimmler
et al. [36].

dessen Phosphorylierungsmuster ist. Modifikationen der Serine 28 und 31 kénnen die Aktivi-
tat des SMN-Komplexes beeinflussen. So ist der Komplex in phosphoryliertem Status fahig,
U snRNPs zusammenzulagern, wahrend er in nicht phosphoryliertem Zustand im Zellkern vor-
liegt und nicht an der U snRNP-Assemblierung teilnimmt. Untersuchungen konnten belegen,
dass fiir die Dephosphorylierung im Kern die Phosphatase PPM1G zusténdig ist [41,42].

SMN liegt in den Zellen assoziiert mit weiteren Proteinen (Gemin2 bis Gemin8, Unrip [siehe
Kap. 1.2.2-1.2.9]) in einem makromolekularen Komplex vor [43] [sieche Abb. 1.6], der unter Ver-
wendung von Dichtegradientenzentrifugation in heteroverteilten Partikeln zwischen 30S und 70S
sedimentiert [44]. Die benannten Proteine kolokalisieren mit SMN im Cytoplasma sowie im Nu-
kleus, allerdings mit unterschiedlichen Verteilungen [siehe Abb. 1.5]. So sind Gemin3, Gemin4
und Gemin5 im Nukleus unterreprisentiert [35], wobei Gemin4 das einzige Protein ist, wel-
ches zusétzlich auch im Nukleolus zu finden ist. Mittels Co-Immunoprézipitationen [siehe Kap.
1.3.3.3] konnen alle Bestandteile als assoziierter Proteinkomplex isoliert werden [siche Abb. 1.6],
der selbst unter stringenten Salzbedingungen (bis zu 750 mM NaCl) stabil vorliegt. Die Protei-
ne Gemin2, Gemin3 und Gemin8 interagieren direkt mit dem SMN-Protein. Gemin8 wiederum
bindet das Gemin6/7-Heterodimer und Gemin7 rekrutiert zusétzlich das Protein Unrip durch
direkte Interaktion. Gemin) wird als peripherer Faktor betrachtet, da er im Gegensatz zu allen
anderen Proteinen schon durch geringe Salzkonzentrationen dissoziiert. Er wird iiber schwache
Interaktionen durch Gemin2 gebunden [2]. Neben diesen stochiometrischen Interaktionen inter-
agiert SMN auflerdem mit transienten Proteinfaktoren, den sogenannten Sm-Proteinen [siehe
Kap. 1.2.11]. Die stirkste Affinitét liegt hierbei gegentiber den Sm-Proteinen D1, D3 und B/B’
vor. Alle drei Proteine weisen C-terminale Arginin-Glycin-Motive auf, die durch einen weite-
ren Proteinkomplex, das Methylsome [siehe Kap. 1.2.10], symmetrisch dimethyliert werden, um
dadurch die Affinitdt zu SMN zu erh6hen [45].

Betrachtet man SMN beziiglich struktureller Merkmale, féllt vor Allem eine zentrale Tudordo-

méne ins Auge. Diese ist verantwortlich fiir die genannten SMN-Sm-Protein-Interaktionen. Die
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Abb. 1.6: Interaktionskarte des SMN-Komplexes einschlieflich der Proteine SMN, Gemin2 bis Gemin8 sowie
Unrip. Durch die Pfeile zwischen verschiedenen Proteinen werden Interaktionen verdeutlicht, die mittels ver-
schiedener in vitro molekularbiologischer Techniken ermittelt wurden. SMN und Gemin8 sind aufserdem durch
Selbst-Oligomerisierung charakterisiert. In Anlehnung an Otter et al. [2].

Tudordoméne ist ein konserviertes Motiv aus fiinfzig Aminosduren, deren Oberfliche haupt-
sdchlich negative Ladungen aufweist. Die Faltung der Doméne &hnelt trotz fehlender Sequenz-
merkmale, strukturell den Sm-Proteinen [siche Kap. 1.2.11]. Durch Punktmutationen innerhalb
des SMNI Gens von SMA Patienten kann die Ladungsverteilung der Doméne durch patho-
gene Aminosdurensubstitution (z.B. E134K) zerstort werden, so dass die Interaktion zu den

Sm-Proteinen verloren geht [45].

1.2.2 Gemin2

Gemin2 [Uniprot Accession Nr. 014893, 30 kDa| ist das am hdochsten konservierte Prote-
in des SMN-Komplexes (Maus:Mensch 94% Sequenzhomologie). Studien zur Evolution des
SMN-Komplexes offenbarten eine SMN-Gemin2-Grundstruktur [siche Abb. 1.6], erst im Laufe
der Entwicklung wurden dann blockweise andere Faktoren hinzugefiigt. Dieser SMN-Gemin2
Grundkomplex ist bereits fahig, UsnRNPs zu assemblieren [sieche Kap. 1.2.12]|, was darauf
schliefsen lésst, dass alle weiteren Faktoren des SMN-Komplexes nicht notwendig fiir die eigent-
liche Assemblierungsreaktion sind, sondern andere wichtige Funktionen im Rahmen der weiteren
Biogenese der U snRNPs bis hin zu ihrem Transport in den Nukleus inne haben [1,46,47] [siehe
Kap. 1.2.12.2].

Vor diesem Hintergund nimmt Gemin2 somit eine wichtige Rolle innerhalb des makromoleku-
laren Proteinkomplexes ein. Es trégt zur Stabilisierung des Komplexes bei, in dem es sowohl
das SMN-Protein [siehe Kap. 1.2.1], als auch weitere Untereinheiten strukturell fixiert. Un-

ter Einfluff von Gemin2 wird sowohl die aminoterminale Oligomerisierung von SMN-Proteinen
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unterstiitzt, als auch die Komplexaktivitdt wihrend der Assemblierungsreaktion [siche Kap.
1.2.12.2] aufrechterhalten. Ahnlich wie das SMN-Protein oligomerisiert auch Gemin2 durch
Homo-Dimerisierung. In Folge der Interaktion mit SMN ergibt sich so ein quaterndrer Kom-
plex. Im Gegensatz zu allen anderen Gemins weist Gemin2 allerdings keinerlei Interaktion zu

den Sm-Proteinen auf [48].

1.2.3 Gemin3

Gemin3 [Uniprot Accession Nr. Q9UHI6, 92 kDa| bildet durch direkte C-terminale Interaktion
einen stabilen Komplex mit SMN [siche Kap. 1.2.1]. Es kolokalisiert mit SMN sowohl im Cy-
toplasma, als auch in den nuklearen Gems [siche Abb. 1.5|. Gleichzeitig co-immunoprézipitiert
es mit verschiedenen Sm-Proteinen (SmB/B’ und SmD3) [siche Kap. 1.2.11]. Das DEAD-Box-
Motiv kennzeichnet Gemin3 als RNA-Helikase, zudem besitzt das Protein ATP-bindende Do-
ménen. Es wird vermutet, dass Gemin3 fiir die enzymatische Aktivitdt des SMN-Komplexes von
Bedeutung ist, die eine strukturelle Transition der RNA-Targets verursacht. Bekannte Muta-
tionen innerhalb des SMN1 Gens rufen Aminosduresubstitutionen (z.B. Y272C) hervor, welche
die Bindung zu Gemin3 schwichen und gleichzeitig die Aktivitit des Komplexes negativ beein-
flussen [49-51].

1.2.4 Gemin4

Gemin4 [Uniprot Accession Nr. P57678, 97 kDa| ist sowohl im Cytoplasma, als auch im Nukleus
zu finden [siehe Abb. 1.5]. In beiden Kompartimenten kann es assoziiert mit dem SMN-Komplex
vorliegen. Diese Bindung erfolgt nicht direkt, sondern indirekt iiber Bindung zu Gemin3 [sie-
he Kap. 1.2.3|. In diesem Zusammenhang wird vermutet, dass Gemin4 ein Co-Faktor fiir die
putative RNA-Helikase Gemin3 ist. Neben der Lokalisation in den nuklearen Gems wird Ge-
mind als bisher einziges Protein des SMN-Komplexes auch in den Nukleoli angereichert, was
eine Verkniipfung mit der Assemblierung von snoRNPs bzw. mit der Biogenese von Ribosomen
vermuten lasst. PullDown-Experimente zeigten aufierdem direkte Interaktionen mit U snRNAs
und Sm-Core-Proteinen (SmB, SmD1, SmD2, SmD3, SmE) [siche Kap. 1.2.11|. Daraus lasst
sich schliefsen, dass Gemind die Assemblierung der U snRNPs fordert [siehe Kap. 1.2.12.2], in
dem es eine Verbindung zwischen den RNA- und Proteinkomponenten bereitstellt. Kiirzlich
wurde in Gemin4 eine bekannte nukledre Importsequenz entdeckt und damit erstmalig funk-
tionale Nuklei-Importsequenzen innerhalb des SMN-Komplexes nachgewiesen [52]. Die Autoren
spekulieren, dass Gemin4 direkt im nukledren Import der assemblierten U snRNPs involviert
ist. Trotz fehlender eindeutiger Doménen innerhalb der Proteinsequenz ist Gemin4 neben der
U snRNP-Assemblierung aufserdem bei weiteren wichtigen zelluldren Aufgaben beteiligt, z.B.

der Apoptose, der Transkription sowie innerhalb von RNAi-Mechanismen [52,53].

1.2.5 Geminb

Geminb |Uniprot Accession Nr. Q8TEQ6, 196 kDa| ist ein sogenanntes WD repeats Protein,

welches Tryptophan-Asparaginsiure-Wiederholungen innerhalb der Sequenz aufweist. Die Hau-
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figkeit dieses Motivs innerhalb einer Proteinsequenz schwankt zwischen 4 und 16 Kopien. WD
repeats sind bekannte Protein-Protein-Interaktionsdoménen und bestehen aus einem 40-60 lan-
gen Aminosdurekern, der von GH- oder WD-Dipeptiden eingeschlossen ist. Dabei sind jedoch
weder die GH- noch die WD-Sequenzen hochkonserviert, die einzelnen Aminoséuren kénnen viel-
mehr auch durch solche ersetzt werden, welche die Tertidrstruktur unverdndert lassen. Diese,
auch als Propellerstruktur beschriebene Tertidrstruktur, steht als Assemblierungsplattform zur
Verfiigung und unterstiitzt die eigentliche Bindung der Proteintargets. Experimentell zeigt sich
jedoch, dass Gemind keine Protein-Protein-Interaktion, sondern Protein-snRNA-Interaktionen
aufweist. Reduktion von Geminb in der Zelle fiihrt zu einer Schwéichung sowohl der Bindung
von snRNAs an den SMN-Komplex, als auch der U snRNP-Assemblierungsreaktion [siehe Kap.
1.2.12.2]. Folglich ist die Anwesenheit von Geminb fiir die spezifische Rekrutierung der snRNA
an den SMN-Komplex von Bedeutung [54, 55|

Neben der pragnanten Propellerstruktur enthilt Gemin5 eine Coiled-Coil-Doméne (engl. Dop-
pelwendel). Solche Doménen stehen héufig im Zusammenhang mit funktionellen Proteinen des
Cytoskelett, mit Membran-Fusions-Proteinen oder mit Proteinen der Transkriptionsmaschine-
rie. Tatséchlich liegt ein grofser Anteil des Gemin5 ungebunden im Cytoplasma vor und kénnte
ein Indiz fiir weitere Aufgaben unabhéngig von der U snRNP-Assemblierung innerhalb der Zelle
darstellen.

Die Bindung von Geminb an SMN ist im Vergleich der anderen Gemins sehr schwach ausge-
priagt und kann bereits durch Salzkonzentrationen von 500 mM aufgeldst werden. Im Zellkern
ist Gemin5 unterreprasentiert, beispielsweise enthalten HeLa-Zellen nur <1% der Gesamtpro-
teinmenge an Gemin) in den nukledren Gems [sieche Abb. 1.5]. Die Vermutung liegt nahe, dass
Geminb nach erfolgreicher Assemblierung und Transport der U snRNPs in den Zellkern keine
tragende Rolle mehr innerhalb des SMN-Komplexes spielt und deshalb nur noch schwach oder
gar nicht gebunden vorliegt [56,57].

1.2.6 Gemin6

Gemin6 [Uniprot Accession Nr. Q8WXD5, 16 kDal kolokalisiert mit SMN [sieche Kap. 1.2.1]
im Cytoplasma wie auch in den nukledren Gems [siehe Abb. 1.5]. Die Bindung an den SMN-
Komplex erfolgt hierbei nicht iber SMN selbst, sondern iiber Gemin?7 [siche Kap. 1.2.7] und
Gemin8 [siche Kap. 1.2.8|. Daneben interagiert Gemin6 spezifisch mit den Sm-Proteinen SmD2
und SmE und, in einem geringeren Mafs, mit SmD1, SmF und SmG [58] [siche Kap. 1.2.11].

1.2.7 Gemin7

Gemin7 [Uniprot Accession Nr. Q9H840, 15 kDa| kolokalisiert ebenfalls mit SMN [siehe Kap.
1.2.1] im Cytoplasma und in den nukledren Gems [siehe Abb. 1.5|. Es liegt schwach assoziiert
mit SMN vor, wobei die Bindung vermutlich iiber symmetrisch dimethylierte N-terminale RG-
Dipeptidsequenzen erleichtert wird. Die konservierte Y G-Doméne des SMN-Proteins unterstiitzt
ebenfalls die Bindung an Gemin?7. Eine stirkere Affinitat besitzt Gemin7 sowohl zu Gemin6
[sieche Kap. 1.2.6], als auch zu Gemin8 [siehe Kap. 1.2.8|, iiber welches es ebenfalls assoziativ

an SMN gebunden wird. Des Weiteren interagiert Gemin7 mit den Sm-Proteinen [siehe Kap.
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1.2.11], die stirkste Assoziation besteht hier mit SmE. Auferdem bindet Gemin7 schwach an
SmB/B’, SmD2 und SmD3 [59].

Gemin7 und Gemin6 [siehe Kap. 1.2.6] allein weisen keinerlei Sequenzhomologien zu den Sm-
Proteinen auf, anders jedoch die Kristallstruktur des Gemin6/Gemin7-Heterodimers. Im Detail
dghnelt diese der Sm-Faltung, einer fiinfstriangigen anti-parallelen g-Faltblattstruktur, welche von
einer N-terminalen Helix flankiert wird. Insbesondere gilt dies im Vergleich der Gemin6/Gemin7-
Heterodimere zu den Sm-Proteindimeren SmD1/SmD2 sowie SmB/SmD3 [siehe Kap. 1.2.11].
So dimerisieren Gemin6 und Gemin7 ebenfalls Kopf-an-Schwanz und bilden eine zehnstringi-
ge [-Faltblattstruktur aus. Diese Unterstruktur ldsst vermuten, dass individuelle Sm-Proteine
(oder deren Subkomplexe) an das Gemin6/Gemin7-Dimer binden und einen offenen oder sogar
einen heptameren Ring &hnlich dem Sm-Ring ausbilden. Diese Zwischenstruktur kann dann die

Bindung an die snRNA oder weitere Sm-Proteine unterstiitzen [60].

1.2.8 Gemin8

Gemin8 [Uniprot Accession Nr. QINWZS8, 32 kDa| co-sedimentiert im Saccharosegradienten
zusammen mit anderen Komponenten des SMN-Komplexes. Dies gilt sowohl fiir Fraktionen
des Cytoplasma, als auch von Zellkern-angereicherten Fraktionen [siche Abb. 1.5|. In vitro Bin-
dungsstudien zeigten eine direkte Interaktion von Gemin8 mit dem Gemin6/Gemin7-Heterodimer
[sieche Kap. 1.2.6 und 1.2.7] sowie mit SMN [siche Kap. 1.2.1|. Ein Knockdown von SMN
verursacht eine starke Reduktion des Gemin8-Proteinlevels. Umgekehrt bedingt eine Reduk-
tion von Gemin8 eine Hemmung der U snRNP-Assemblierungsreaktion [siche Kap. 1.2.12.2].
Dies kann damit erklart werden, dass durch fehlendes Gemin8 keine Verbindung zwischen dem
Gemin6/Gemin7-Heterodimer und SMN ausgebildet werden kann und somit deren funktionelle
Eigenschaften innerhalb der U snRNP-Assemblierung verloren gehen. Beide Fakten zeigen die
Bedeutung von Gemin8 als integralen Bestandteil des SMN-Komplexes, der zur Architektur des

makromolekularen Komplexes einen wesentlichen Beitrag leistet [61,62].

1.2.9 Unrip

Unrip [Uniprot Accession Nr. Q9Y3F4, 38 kDa] ist ein Protein der GH-WD- Repeat Familie. Es
ist hauptsichlich im Cytoplasma lokalisiert, kann aber auch im Nukleus gefunden werden [siehe
Abb. 1.5]. Interessanterweise weist Unrip keine Kolokalisation mit SMN [siehe Kap. 1.2.1] in den
nukledren Gems auf. Interaktionsstudien zeigten eine direkte Bindung an Gemin?7 [siehe Kap.
1.2.7], sowie eine schwache Bindung an Gemin6. Da ansonsten keine Assoziationen zu weiteren
SMN-Komplex-Bestandteilen nachgewiesen werden konnten, erfolgt die Bindung an den SMN-
Komplex vermutlich tiber das Gemin6/Gemin7-Heterodimer [siehe Kap. 1.2.6 und 1.2.7]. Des
Weiteren bildet Unrip eine starke Bindung zu den Sm-Proteinen SmB, SmD2 und SmD3 aus,
zeigt jedoch nur eine schwache Bindung zu SmE [siehe Kap. 1.2.11]. In diesem Zusammenhang
kommt Unrip als Bestandteil des SMN-Komplexes, eine Bedeutung fiir die Ausbildung der
Sm-Kernstruktur zu. Ein Knockdown von Unrip fiihrt jedoch nicht nur zu einer reduzierten
U snRNP-Assemblierungsreaktion [siehe Kap. 1.2.12.2], sondern auch zu einer Akkumulation

von SMN im Zellkern, die sich durch eine gehéufte Formation von Gems im Nukleus dufert
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[sieche Abb. 1.5|. Unrip spielt also auch in der zelluliren Verteilung des SMN-Komplexes eine
grofse Rolle [36,63].

1.2.10 Methylsome

Wie bereits erwdhnt, erleichtert die symmetrische Dimethylierung der Arginine in den C-
terminalen Domé&nen von SmD1, SmD3 und SmB/B’ die Bindung an den SMN-Komplex und
ihre finale Assemblierung zu UsnRNPs. Diese posttranslationale Modifikation wird vor der
Interaktion mit dem SMN-Komplex durch einen weiteren Proteinkomplex, das Methylsome,

tibertragen [64].

Das Methylsome ist ein makromolekularer Komplex, der innerhalb eines Saccharosegradienten
bei 20S sedimentiert. Er besteht aus den Proteinen pICln [Uniprot Accession Nr. P54105],
PRMTS5 |[Uniprot Accession Nr. 014744] und MEP50 [Uniprot Accession Nr. Q9BQAT].

PRMTS5 ist eine Argininmethyltransferase II, welche die Sm-Proteine B/B’, D1 und D3 inner-
halb ihrer C-terminalen Doméanen symmetrisch dimetyhliert. Die Bindung dieser Sm-Proteine

erfolgt iiber deren C-terminale RG-Doménen |65].

PICln ist ein 26 kDa groftes Phosphoprotein, das im Cytoplasma lokalisiert ist und sowohl direkt
an PRMT5 bindet, als auch in einem kleineren 6S-Komplex an Sm-Proteine assoziiert ist. Die
Bindung an die Sm-Proteine erfolgt iiber die Sm-Doméne. PICIn wird einerseits die Funktion
zugesprochen, Sm-Proteine fiir den Methylsome-Komplex zu rekrutieren, als auch als Assem-
blierungschaperon fiir die Ausbildung der Sm-Kernstruktur zu fungieren. Damit erleichtert es
sowohl die Bindung der Sm-Proteine an PRMTS5, als auch an den SMN-Komplex [66-68].

MEP50 ist ein WD repeat-Protein, das Interaktionen mit PRMT5 und einem Teil der Sm-
Proteine aufweist. Durch die genannten WD-Doménen bietet MEP50 eine grofflachige Platt-
form fiir die gleichzeitige Anlagerung mehrerer Proteine. Diese Protein-Protein-Interaktions-
doméne kann als Verbindung zwischen den Sm-Proteinen und dem PRMT5-Proteinen genutzt
werden. Es wird vermutet, dass nicht nur eine einfache Bindung der Sm-Proteine an MEP50
erfolgt, sondern dass MEP50 zudem eine vorldufige Ausrichtung der Sm-Proteine bewirkt. Die
hohe Anzahl an Argininen in den RG-Doménen der verschiedenen Sm-Substrate erfordert ei-
ne ausgeprigte Organisation, um eine vollstdndige Umsetzung der Proteine zu gewahrleisten.
Somit stellen alle drei Bestandteile wichtige Komponenten fiir die Aktivitdt des Methylsomes
dar [69].

Erst kiirzlich wurde eine weitere Komponente des Methylsomes identifiziert, RioK1 [70]. Das
Methylsome bindet jedoch entweder nur pICln oder RioK1. Demzufolge kann fiir RioK1 eine
ghnliche Rolle wie fiir pICln vermutet werden. Als Adapterprotein bindet es jedoch anstelle
der Sm-Proteine das Protein Nucleolin, um es fiir eine symmetrische Dimethylierung durch
PRMT5 zu rekruitieren. Diese exklusive Komplexformierung, mit PRMT5/MEP50 als Kern-
struktur sowie RioK1/pICLn als Interaktoren, erméglichte die erste mechanistische Studie von

Methyltransferasen und deren Unterscheidung verschiedener Substratproteine [70].
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1.2.11 Sm-Proteine

Die Bausteine des Spleifosoms U1, U2, U4/U6 sowie U5 [siche Kap. 1.2.12.1] sind aus verschie-
denen Proteinen und RNA-Molekiilen aufgebaut. Die wichtigsten Bausteine dieser U snRNPs
sind die Sm-Proteine SmB/B’ SmD1, SmD2, SmD3, SmE, SmF und SmG [71][siehe Tabelle
1.1].

Tab. 1.1: Ubersicht der Sm-Proteine

Name Molekulargewicht [kDa] Uniprot ID

SmB/B’ 28,/29 P14678
SmD1 16 P62314
SmD?2 16,5 P62316
SmD3 18 P62318

SmE 12 P62304
SmF 11 P62306
SmG 9 P62308

Sie bilden auch die Antigene der bei SLE (Systemisches Lupus Erythematodus) gebildeten Au-
toantikorper. Der Name der Sm-Proteine stammt von der ersten Patientin ab, deren Erkrankung
auf die neu entdeckten Proteine zuriickzufithren war: Stephanie Smith [72].

Durch vergleichende Untersuchungen der Sm-Protein-Sequenzen mit Sequenzen bekannter RNA-
Bindungsdoménen konnten keine Homologien festgestellt werden. Wahrscheinlich ist die Bin-
dung an das snRNA-Target erst nach Ausbildung des bereits erwéhnten heptameren Rings wih-
rend der Assemblierung moglich [sieche Kap. 1.2.12.2]. Dennoch besitzen die Proteinsequenzen
der Sm-Proteine zwei hochkonservierte Sequenzmotive. Die Sm-Motive 1 und 2 sind jeweils 32
bzw. 14 Aminosduren lang und liegen in allen zu humanen Sm-Proteinen homologen Proteinen
vor. Es hat sich herausgestellt, dass genau diese Motive von Bedeutung fiir die Komplexbildung
innerhalb des heptameren Rings sind. Besonders spezifische Interaktionen findet man zwischen
den Sm-Proteinen B/B’ und D3, sowie zwischen D1 und D2 [73,74].

Bis auf SmF mit einem pl von 4.6 sind alle weiteren Sm-Proteine basisch. Dieser Umstand
erschwert die Analyse des SMN-Komplex mittels Blue Native PAGE (BN-PAGE) [siche Kap.
1.3.3.3].

1.2.12 U snRNP Assemblierung

In Zusammenhang mit dem ubiquitér exprimierten SMNI Gen [siehe Abb. 1.3| stellt sich die
Frage, weshalb im Fall von SMA ein a-Motorneuronen-spezifischer Phénotyp [sieche Abb. 1.1]
auftritt. Anfinglich wurden beziiglich dieses Zelltyps spezielle Funktionen des SMNs vermutet.
Obwohl verschiedene Untersuchungen mit SMN eine Reihe von Zelltyp-abhéngigen Funktio-

nen beweisen, tragt letztendlich ein allgemeiner Vorgang des SMN zur Pathogenese von SMA
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bei. Diese Funktion besteht in der Assemblierung von U snRNPs [siche Abb. 1.7]. Diese RNA-
Proteinkomplexe sind direkt am Aufbau des Spleiffosoms [siche Kap. 1.2.12.1| beteiligt. Die Ver-
mutung liegt nahe, dass Motorneuronen entweder einen besonders hohen Umsatz an U snRNPs
durch erhéhte Spleifsaktivitdt dieser Zellen haben oder spezielle pra-mRNA-Transkripte besit-
zen, die bereits unter normalen zelluldren Bedingungen unzureichend prozessiert werden. Im
Gegensatz dazu koénnen alle anderen Zellen den durchschnittlichen Verbrauch an U snRNPs

durch das geringe SMN-Vorkommen aus SMN2-Expression aufrechterhalten [43].

1.2.12.1 Das Spleifsosom und U snRNP-Bausteine

Das Spleifsosom ist ein makromolekularer Ribonukleoproteinkomplex (ca. 2 MDa), der aus mehr
als 100 Proteinen und Ribonukleoproteinen besteht. Die einzelnen Bestandteile sind in definier-
te Funktionsmodule zusammengefasst. Die bekanntesten Vertreter dieser Strukturen sind die
bereits erwadhnten U snRNPs.

Die Funktion des Spleifsosoms umfasst das Entfernen der nicht-codierenden Bereiche der pra-
mRNA (Introns) unter gleichzeitigem Zusammenfiigen der codierenden Bereiche (Exons) zum
finalen mRNA-Transkript durch zwei aufeinanderfolge Transesterifzierungsreaktionen. Damit
einhergehend ist das Spleiffosom ein integraler Bestandteil der Proteinbiosynthese und entschei-
dend fiir das Uberleben der Zelle. Nur korrekt gespleifite, reife mRNA-Transkripte werden ins

Cytoplasma transportiert und durch das Ribosom erkannt und prozessiert |75].

1.2.12.2 U snRNP-Biogenese

Alle U snRNPs besitzen ein Set von sieben gemeinsamen Sm-Proteinen (SmB/B’, SmD1, SmD2,
SmD3, SmE, SmF und SmG) [siehe Kap. 1.2.11], eine kleine nicht-codierende RNA (U snRNA)
sowie verschiedene andere Proteine, die jedoch spezifisch fiir jeden einzelnen U snRNP sind.
Insgesamt gibt es vier verschiedene U snRNPs (U1, U2, U4/6 und U5), deren Zusammensetzung
zwischen den einzelnen Vertretern leicht variiert, z.B. im Fall von U4 /6 sind zwei statt nur einem
nicht-codierenden RNA-Transkript enthalten |76, 77].

Die snRNA-Transkripte haben bei Eukaryoten eine Lénge von 100-250 Nukleotiden und besit-
zen ausgepragte Sekundérstrukturen. Es gibt zwei charakteristische Merkmale, in denen sich die
verschiedenen U snRNAs gleichen (Ausnahme: U6 snRNA). Zum einen die 5’-terminale Struktur
der Transkripte, die Trimethylguanosin (m3*27-G-Cap) enthilt und als m3zG-Cap bezeichnet
wird. Des Weiteren verfiigen alle U snRNAs iiber eine einzelstringige Sm-spezifische Bindungs-
stelle (Konsensussequenz: NAU,—3.6GN N = A /G), die ihrerseits von Haarnadelstrukturen flan-
kiert wird. An diese Uridin-reiche Sequenz binden die bereits erwéhnten Sm-Proteine in Form
eines heptameren Rings und bilden damit die Sm-Core-Doméne, ein strukturelles Grundgeriist,
das allen U snRNPs gemeinsam ist |76].

Im Gegensatz dazu besitzt die U6 snRNA eine methylierte -Phosphatgruppe (y-me-Cap) und
rekrutiert LSm-Proteine (Like Sm Proteine), die ihrerseits ein N-terminales Sm-Motiv besitzen.
Auch die LSm2- bis 8-Proteine werden in einer heptameren Ringstruktur angeordnet und &hneln
damit der Sm-Core-Struktur [74].
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Abb. 1.7: Assemblierungsreaktion der UsnRNPs: 1.Sm-Proteine werden vom Methylsome methyliert
2.Anschliefiend werden die Sm-Proteine vom SMN-Komplex rekrutiert 3.Nach Ausbildung eines heptameren
Rings wird die snRNA assembliert 4.Schlieflich wird das fertige U snRNP zum Spleiffosom in den Zellkern
transportiert. In Anlehnung an Meister et al. [76].

Die Biogenese der U snRNPs wurde eingehend in Xenopus laevis Oozyten untersucht. Zunéchst
werden die m7G-modfizierten U snRNA-Transkripte vom Zellkern ins Cytoplasma transportiert.
Dort assoziieren sie mit den im Uberschuk vorhandenen Sm-Proteinen unter Ausbildung der
beschriebenen Sm-Core-Doménen. Durch anschliefende Modifikationen entsteht die msG-Cap-
Struktur. Der als Hypermethylierung bezeichnete Vorgang ist streng von der vorherigen Ausbil-
dung der Sm-Core-Struktur abhéngig. Anschlieftend werden die fertig prozessierten U snRNPs-
Vorléaufer in den Zellkern transportiert und assoziieren dort mit weiteren Proteinen zum finalen
U snRNP-Partikel [siche Abb. 1.7] [43,66,76,77].
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1.3 Methoden der Massenspektrometrie zur Analyse von

makromolekularen Proteinkomplexen

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine mafgebliche Technik in der Bioanalytik und hat sich als
unentbehrliches Werkzeug fiir die Proteomforschung erwiesen. Aufgrund des Bestrebens, immer
detailliertere Einsichten in das Proteom zu gewinnen, hat sich die MS in den letzten Jahren
hinsichtlich neuer Technologien und Applikationen stark weiterentwickelt. Diese Fortschritte
umfassen sowohl die Einfiihrung verbesserter Typen von Massenanalysatoren (z.B. LTQ Or-
bitrap Velos [Thermo Fisher| [siehe Abb. 1.9]), als auch neuartige Dissoziationsmethoden wie
beispielsweise die Elektronentransferdissoziation |78], welche eine besonders effektive Methode
zur Analyse von labilen post-translationalen Modifikationen darstellt. Das Ziel der Proteom-
forschung, alle Proteine einer spezifischen Probe zu einem definierten Zeitpunkt umfassend
zu charakterisieren, besteht seit deren Beginn vor 25 Jahren. Zu dem breitem Spektrum an
Merkmalen, die ein Protein beschreiben, gehoren der Expressionslevel, post-translationale Mo-

difikationen, Interaktionen mit anderen Biomolekiilen, Lokalisation in der Zelle etc. [79,80].

Die Proteincharakterisierung mittels MS erfolgt iiberwiegend durch die Analyse von enzyma-
tisch erzeugten Peptiden (bottom-up), obwohl es auch moglich ist, sogenannte top-down oder
middle-down Methoden zu benutzen, die léngere Peptide oder sogar ganze Proteine verwen-
den [81]. Eine automatisierte Analyse ist jedoch innerhalb der beiden letzten genannten Metho-
den beeintrachtigt, da unter anderem die saubere Trennung von Proteinmischungen im Vergleich
zu Peptidmixturen erschwert ist, sowie die Bestimmung der Ladungszusténde von vollstéandigen
Proteinionen, hochauflésende MS-Geréte (z.B. Orbitrap [Thermo Fisher|, FT-ICR) verlangt.

Fiir die bottom-up Analyse werden die Proteine mittels eines proteolytischen Enzyms, vor-
wiegend Trypsin, verdaut. Die Serinprotease Trypsin schneidet spezifisch am C-Terminus der
basischen Aminoséduren Arginin und Lysin, kann aber dabei durch ein C-terminal-angrenzendes
Prolin oder eine phosphorylierte Aminoséure sterisch behindert werden, so dass nur ein Teil
der betroffenen Aminosiuresequenz prozessiert wird [82,83]. Die nach dem Verdau entstande-
nen Peptide kénnen nun durch HPLC (engl. High Performance Liquid Chromatography) [siehe
Kap. 1.3.1] aufgetrennt und mittels eines Massenspektrometers [siehe Kap. 1.3.2| identifiziert
werden. Durch massenspektrometrische Methoden wird anstelle der Masse stets das Masse-
Ladungsverhéltnis eines Analyten bestimmt. Dazu werden die Peptide durch ein Elektrospray
ionisiert (ESI) [84-86], wobei sie vorrangig eine zweifache Ladung erhalten. Dies ist durch die
Anwesenheit der N-terminalen Aminogruppe, sowie der basischen C-terminalen Seitenketten-
gruppe (von Lysin oder Arginin) der tryptischen Peptide zu erkliaren. Uberlesene Schnittstellen,
Histidin-enthaltene Peptidsequenzen, oder modifizierte Aminosduren kénnen die Ladung aller-
dings verschieben. In allen Fallen beobachtet man jedoch stets ein Gleichgewicht verschiedener
Ladungen, d.h. dass das betroffene Peptidion nicht nur eine definierte Ladung trégt, sondern
Masse zu Ladungsverhéltnisse [m/z| verschiedener Ladungszustinde desselben Peptids beob-

achtbar sind.

Nachdem zunéchst das m/z des zu analysierenden Peptidions (‘Mutterions’) bestimmt wurde,

wird dieses anschliefsend im Massenspektrometer fragmentiert. Im Allgemeinen geschieht dies
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durch stoftaktivierten Zerfall, d.h. nach Kollision mit einem reaktionstrigen oder inerten Stof-
gas (z.B. Stickstoff, Argon) [87|. Die vom Detektor aufgenommenen Fragmentspektren kénnen
im Anschluss mit verschiedenen Suchalgorithmen (z.B. Mascot, OMSSA, Sequest) ausgewer-
tet werden, die aus vorhandenen Proteindatenbanken (z.B. SwissProt, IPI) in silico verdaute
Peptidsequenzen und deren theoretische Fragmentspektren erstellen. Nach Abgleich der hypo-
thetischen Fragmentionenspektren mit den Spektren der gemessenen Peptide, werden Zuord-
nungen aufgrund von Wahrscheinlichkeiten vorgenommen. Je mehr Fragmente abgedeckt sind,
desto hoher ist die Sicherheit der Identifizierung [88,89]. Verschiedene Methoden erlauben des
Weiteren eine Quantifizierung [siehe Kap. 1.3.3] der MS-Signale und damit, abhéngig von der
verwendeten Technik, eine relative oder absolute Quantifizierung der in der Probe enthaltenen
Peptide.

1.3.1 Umkehrphasenchromatographie

Die durch proteolytischen Verdau entstandenen Peptide werden, wie bereits erwahnt, mittels
chromatographischer Methoden aufgetrennt. Dazu kann man sich Eigenschaften wie z.B. Gro-
e, Ladung, Diffusionseigenschaften oder Chiralitdt (um nur einige zu nennen) der Analyten
zu Nutze machen. Da innerhalb der bioanalytischen Forschung in den meisten Fillen mit sehr
geringen Probenmengen (ng - pg) gearbeitet wird, erfolgt die Separierung in der Regel mit
miniaturisierten Chromatographiesiulen, deren Innendurchmesser im Mikrometerbereich (z.B.
75 pm) liegen. Die Nachweisgrenze (LOD) der Analyten wird bei Verwendung von nanoHPLC
stark verbessert (d.h. LOD sinkt), da im Vergleich zu analytischer HPLC sowohl Probenvolu-
mina, als auch Elutionsvolumina sehr klein sind und sich die Konzentration der Peptide in der
mobilen Phase durch die Auftrennung erhéht [90-92].

Die Saulen enthalten das Chromatographiematerial bzw. die stationdre Phase. Eine der ge-
brauchlichsten Methoden zur Peptidauftrennung ist die Umkehrphasenchromatographie (RPLC
- engl. Reversed Phase Chromatography). Hierbei wird die Wechselwirkung der Peptide mit den
unpolaren Resten der stationdren Phase ausgenutzt. Dabei besteht die stationédre Phase aus po-
laren Kieselgelpartikeln, deren freie Hydroxylgruppen mit langen Kohlenstoffketten (Cy - Cyg)
durch Veretherung modifiziert sind. Mit diesen Kohlenstoffketten interagieren die Peptide und
werden in einer polaren mobilen Phase auf der Saule retardiert. Mit ansteigendem organischen
Anteil der mobilen Phase wird die Polaritdt der mobilen Phase stetig herabgesetzt. Abhén-
gig von der Hydrophobizitdt der Peptide wechselwirken diese schwécher oder starker mit der
mobilen Phase innerhalb des Losungsmittelgradienten und werden letztendlich von der Saule
eluiert. Bei der Anwendung von RPLC wird meistens auf Acetonitril (ACN) als organisches
Losungsmittel zuriickgegriffen. Griinde fiir die Verwendung von ACN sind dessen physikalische
Eigenschaften, wie z.B. eine geringe Viskositdt und die damit verbundenen geringen Gegen-
driicke wihrend der Auftrennung. FEin weiterer Grund ist die geringe Absorption im UV-Bereich
von 214 nm (Absorptionsmaximum der Amidbindung), die eine UV-Detektion der Analyten er-
moglicht. Acetonitril ist bis Wellenléangen von ca. 200 nm UV-transparent (darunter sinkt die
UV /VIS-Transmissionsrate rapide ab - bei 190 nm nur noch ca. 20%).

Zusétzlich zum organischen Anteil der mobilen Phase ist dem Losungsmittel noch ein Ionen-
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paarreagenz (z.B. Trifluoressigsidure oder Ameisenséure) zugesetzt. Dieses geladene Reagenz
bildet zusammen mit dem Analyten iiber dessen Aminogruppen starke lonenpaare und verhin-
dert dadurch deren ionische Wechselwirkung mit den polaren freien Silanolgruppen (R-Si-O)
der stationdren Phase, indem es die Polaritiat der Analyten herabsetzt. Zum anderen hilft das
Ionenpaarreagenz bei der Einstellung eines stabilen sauren pHs innerhalb des Loésungsmittel-
gemischs, so dass gewdhrleistet ist, dass die basischen Aminogruppen der Peptide protoniert
vorliegen. Insgesamt erhdht sich durch Zugabe von Ionenpaarreagenz die Selektivitét der Auf-
trennung, die nun hauptséachlich auf hydrophoben Wechselwirkungen zwischen stationédrer Phase
und Analyt (je unpolarer das Peptid, desto stirkere Wechselwirkung mit der unpolaren statio-
naren Phase) basiert. Aufgrund der Ladung des Ionenpaarreagenz bindet dieses selbst nicht an
die stationédre Phase [93,94] [siche Abb. 1.8].
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Abb. 1.8: Komplexbildung von Ionenpaarreagenz (in diesem Beispiel - TFA) und Peptid - (1) Zugabe von
TFA in einer wissrigen Losung bewirkt die Freisetzung von Hydroniumionen. (2) Diese fithren zur Protonierung
der basischen Seitenkettengruppen sowie N-terminalen Aminogruppen der Peptide. (3) Die positiv-geladenen
Peptide bilden mit den negativ-geladenen Trifluoracetat-Ionen neutrale Komplexe.

1.3.2 Das Massenspektrometer

Héufig wird in der Bioanalytik die chromatographische Trennung [siche Kap. 1.3.1] direkt mit
dem Massenspektrometer gekoppelt. Diese Kopplung erlaubt eine sensitive und schnelle Identi-
fizierung der eluierten Peptide. Abhéngig vom Gerétetyp liegen die Nachweisgrenzen im unteren
Femtol- (10715 mol) bis Attomolbereich (107!® mol) und die Akquisitionsgeschwindigkeiten er-
reichen bis zu 10 Hz.

Generell sind Massenspektrometer wie folgt aufgebaut: Das erste Modul stellt die Ionenquelle
dar. Innerhalb der Peptidanalytik macht man sich hauptsidchlich MALDI (engl. Matriz Assisted
Laser Desorption lonization) oder ESI zu Nutze, da diese beiden Ionisationsarten sehr milde
Bedingungen fiir die Ionisierung von groferen, labilen Biomolekiilen bieten, ohne diese dabei
zu modifizieren oder zu fragmentieren. MALDI beruht auf der Co-Kristallisation des Analyten

mit einer Matrix auf einem speziellen Trager (engl. Target) aus rostfreiem Edelstahl oder Plas-
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tik (sogenannte Einweg- Anchorchip- Targets). Die Matrix ist dabei in einem groken Uberschuss
vorhanden und besteht aus kleinen organischen Molekiilen (z.B. 2,5-Dihydroxybenzoeséure, a-
Cyano-4-hydroxyzimtsaure). Diese sind in der Lage, Energie einer bestimmten Wellenlénge zu
absorbieren, welche durch pulsartigen Laserbeschuss freigesetzt wird. Es kommt zu explosions-
artigen Matrixablosungen von der Kristalloberflache. Eingeschlossener Analyt wird dabei eben-
falls herausgel6st und kann massenspektrometrisch analysiert werden. Obwohl lange Zeit zwei
Theorien existierten, um die Ionisierung wéhrend des MALDI-Prozesses zu erkldren, wurde erst
vor Kurzem eines dieser Modelle - das Lucky Survivor Modell - manifestiert [95]. Dieses besagt,
dass durch das fir die MALDI-Praparation unumgéngliche Ionenpaarreagenz (z.B. Trifluores-
sigsiure |[TFA|) Ladungen auf den Analyten iibertragen werden. Die protonierte Analytspezies
bleibt auch wahrend der Kristallation in die Festphase erhalten. Im Verlauf der Kristallablosung
verdampft die Matrix, der Analyt wird desolvatisiert und liegt schliefllich als einfach geladenes
Analytion [MH+| vor [96,97].

Im urspriinglichen ESI-Prozess werden die Analyten durch eine Kapillare geleitet, an der eine
Spannung anliegt. Uber eine Gegenelektrode entsteht ein elektrisches Feld zwischen Kapillarspit-
ze und dem Einlass des Massenspektrometers. Im Verlauf der ESI bewegen sich gleichgeladene
solvatisierte Analytionen auf die Gegenelektrode zu und bilden einen sogenannten Taylor-Konus
aus. Von diesem reiffen filamentartig Tropfchen ab, die durch Desolvatisierung immer kleiner
werden, bis sie das sogenannte Rayleigh-Limit erreichen und aufgrund der Ladungsabstofiung
innerhalb der Tropfen zu kleineren Trépfchen zerfallen (Coulomb-Explosionen) [84,85,98]. Auch
flir den ESI-Prozess existieren zwei Theorien, die die Bildung freier Ionen in der Gasphase er-
kldren. Im Charge Residue Modell geht man davon aus, dass der Prozess der Evaporation und
der Bildung immer kleinerer Tropfen soweit vorangetrieben wird, bis letztlich nur noch ein
einziges Analytion pro Tropfen vorliegt [85]. Beim Jon Evaporation Modell setzt man voraus,
dass aus groferen Tropfen einzelne Analytionen in die Gasphase emittiert werden [98]. Um die
Sensitivitdt zu erhohen und die Probenhandhabung zu verbessern wird intensiv an neuen ESI-
Emitter-Geometrien gearbeitet. Die Entwicklung geht u.a. hin zu Multielektrospray-Emittern,

die es ermoglichen gleichzeitig multiple Taylor-Konen auszubilden [99].

Nach der Ionisation gelangen die Analytionen in den Massenanalysator. Die verfiigbaren Geré-
te verwenden dabei unterschiedlichste Methoden und Techniken zur massenspektrometrischen
Analyse. Generell werden jedoch nicht Massen detektiert, sondern stets Masse-Ladungsverhalt-
nisse (m/z). Eine Ausnahme ist die Kombination mit MALDI, da hier im Wesentlichen nur
einfach geladene Tonen erzeugt werden und somit das m/z gleich der Masse des Ions ist. In
seltenen Fillen werden auch mehrfach geladene Ionen detektiert, die jedoch auf Molekiilen mit

hoherer Masse basieren.

Ein Beispiel eines Massenanalysators ist das Flugzeitmassenspektrometer, welches zur Analyse
die Flugzeit der Ionen in der sogenannten feldfreien Driftstrecke, die von der Quelle bis zum
Detektor reicht, berechnet. Uber die Flugzeit kann dann die Masse der Ionen ermittelt werden,
da sich die Flugzeit quadratisch proportional zum m/z verhélt. Da bei der lonisierung mittels
MALDI hauptséchlich nur einfach geladene Ionen entstehen, kann die Peptidmasse iiber den

Energieerhaltungssatz (Gleichung 1.4) berechnet werden [100]:
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1 2

Erin = 5 mev (1.1)
Ept =2-2-e-U (1.2)

Ein = Epot (1.3)
mzz.z;lg.ﬁ (1.4)

Exin = kinetische Energie
Epot = potentielle Energie
v = Geschwindigkeit
e = Elementarladung = 1,602176487(40) - 10*? C

m = Masse
z = Ladung
U = Spannung
t = Zeit

d = Wegstrecke

Der in Gleichung 1.4 dargestellte Zusammenhang verlangt, dass alle Ionen sowohl zur gleichen
Zeit entstehen, als auch dieselbe Stéirke des elektrischen Feldes wahrnehmen. Durch Abschir-
mungseffekte und verzogerte Desorption/lonisation der Teilchen besitzen diese jedoch unter-
schiedliche Geschwindigkeiten bzw. kinetische Energie. Dies hat eine Verbreiterung der Signale
zur Folge und setzt die Auflosung der Geréte stark herab. Eine Methode, um die Unschér-
fe in Zeit, Energie und Ort zu umgehen und das Aufldsungsvermdogen zu verbessern, ist die
wverzogerte” Extraktion (engl. delayed extraction). Dazu wird die Zeit zwischen Laserimpuls
und Anlegen der Beschleinigungsspannung heraufgesetzt (von Nanosekunden auf Microsekun-
den). Die Energicaufnahme der Ionen ist nur noch abhéngig von der Position innerhalb der
Ionenquelle, wodurch die unterschiedlichen Anfangsbeschleunigungen von Ionen gleicher Masse
kompensiert werden und eine Fokussierung der Ionen statt findet [101]. Eine weitere Methode
zur Verbesserung der Auflésung wird durch den Einsatz von Reflektoren gewéhrleistet. Dieser
befindet sich am Ende der Driftstrecke des Flugrohrs und reflektiert die eintreffenden Ionen
durch ein elektrisches Gegenfeld. Ionen gleicher Masse mit hoherer Geschwindigkeit dringen da-
bei tiefer in das angelegte Feld ein, als langsamere Ionen derselben Masse. Der Weg, der durch
die schnelleren Ionen zuriickgelegt wird, ist also langer. Sie holen die langsameren Ionen, die be-
reits frither reflektiert werden an einem bestimmten Punkt wieder ein, an welchem vorzugsweise
der Detektor sitzt. Dadurch konnen sehr scharfe, hochaufgeloste Signale erhalten werden [102].
Die Auflésung von TOF-Geréten (engl. Time of flight) kann momentan einen maximalen Wert
von 60.000 erreichen [103].

Eine andere Variante von Massenanalysatoren ist der Quadrupol-Massenfilter. Dieser ist aus

vier Quadrupolstiben aufgebaut. Die sich jeweils gegeniiberliegenden Quadrupolstéibe besitzen
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dasselbe Potential. Dadurch wird ein zweidimensionales elektrisches Feld erzeugt. An den je-
weils gegeniiberliegenden Quadrupolstédben liegt eine Gleichspannung und eine hochfrequente
Wechselspannung an [sieche Abb. 1.11]. Die Gleichspannung ist an beiden Stabpaaren entgegen-
gesetzt und die Wechselspannung um 180° verschoben, so dass Gleichung 1.5 fiir das Potential
an den jeweiligen Stabpaaren gilt. Abhéngig vom Verhéltnis der Frequenz (w) und Amplitude
der Wechselspannung (V), sowie der Hohe der tiberlagerten Gleichspannung (U), kénnen nur
Ionen bestimmter m/z den Quadrupol (Q) auf stabilen sinusférmigen Bahnen durchqueren. Io-
nen mit abweichenden m/z-Werten laufen zwar auf sinusférmigen, aber instabilen Bahnen. Die
Amplituden der Bewegung dieser Ionen nehmen immer mehr zu und fithren letztlich zu einer
Kollision mit einem der Quadrupolstdbe. Die Bahn von Ionen innerhalb des elektromagneti-
schen Quadrupolfeldes lasst sich als Losung der Mathieuschen Differentialgleichung [104] aus
der Newtonschen Bewegungsgleichung und dem Potential [sieche Gleichung 1.5] des Quadrupols

bestimmen. Transmittierte Ionen treffen schliefslich am Detektor auf, der den Ionenstrom misst.

+ ¢po = U + Vcoswt (1.5)

U = Gleichspannung
V cos w = Wechselspannung
V = Amplitude
w = Frequenz
¢o = Potential

Weitere Massenspektrometer sind Ionenfallen. Hier unterscheidet man verschiedene Typen: die
dreidimensionale Quadrupol-Falle (3D-Ionenfalle), die lineare Ionenfalle, die FT-ICR-Falle und
die Orbitrap [siehe Abb. 1.9]. Im Gegensatz zum kontinuierlichen Verfahren im Quadrupol, ar-
beitet die 3D-Ionenfalle sequentiell, in dem sie die lonen zunéchst speichert und anschliefsend
gezielt ausstoft. Das Feld der 3D-Ionenfalle wird durch drei Elektroden erzeugt, einer Ringelek-
trode und zwei Endkappenelektroden. Nach Erreichen der Analytion-spezifischen Frequenz wird
dieses aus der Falle geschleudert und gelangt zum Detektor [105]. Vorteile der 3D-Tonenfalle sind
eine hohe Speicherkapazitét einhergehend mit einer hohen Nachweisempfindlichkeit, sowie eine
hohe Aufnahmegeschwindigkeit. Ein Nachteil von 3D-Ionenfallen sind die geringen Auflésungen.
Die lineare Ionenfalle ist d&hnlich aufgebaut wieder der Quadrupol-Massenfilter. An den Enden
der Ionenfalle sind jedoch zusétzliche Randfelder angelegt, die eine Speicherung der Ionen in
der Falle ermoglichen [106]. Damit dhnelt ihre Funktionsweise der 3D-Ionenfalle, allerdings mit
der Unterscheidung, dass in der linearen Ionenfalle nur ein zweidimensionales Hochfrequenz-
feld angelegt ist. Lineare Ionenfallen haben &dhnlich Eigenschaften bzgl. Empfindlichkeit und
Schnelligkeit, sowie eine dhnlich geringe Auflésung wie 3D-Ionenfallen.

In einem Fourier-Transformation-lTonencyclotron-Resonanz-Massenspektrometer (FT-ICR) ist
statt eines elektrischen ein magnetisches Feld vorhanden. Dieses zwingt die Analytionen in der
Falle, bestimmte m/z-abhéngige Umlaufbahnen einzunehmen. Die Frequenz dieser Bewegung
wird Cyclotron-Kreisfrequenz genannt und ist einzigartig fiir jedes Ion. Fiir die Messung dieser

Frequenzen wird senkrecht zum Magnetfeld ein elektrisches Wechselfeld angelegt. Stimmt die
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Frequenz des elektrischen Feldes mit der Cyclotron-Kreisfrequenz eines bestimmten Analytions
iiberein, so kommt es zur Resonanz mit der sich der Radius der Umlaufbahn des Analyten
durch Aufnahme von Energie aus dem Wechselfeld vergréfert. Diese Verdnderungen kénnen
iiber Detektoren des Massenspektrometers erfasst werden. Durch Variation des elektrischen
Feldes konnen nach und nach alle Ionen analysiert werden. Die gemessenen Signale werden zur
Spektrengenerierung fouriertransformiert. FT-ICR-Geréte verfiigen iiber enorme Auflésungen
(bis zwei Millionen), die durch besonders homogene Magnetfelder mit Feldstérken bis 21 Tesla
(momentan in der Entwicklung am National High Magnetic Field Laboratory) erreicht werden.
Die Akquirierung der Spektren bei hoher Auflosung ist jedoch sehr langsam (1-2 s) und eignet
sich weniger gut fiir online-Kopplung mit schneller, hochauflésender HPLC |[siehe Kap. 1.3.1],
die héufig Peakhalbwertsbreiten zwischen 5 und 7 Sekunden erreicht [107].

Das Auflosungsvermogen R eines FT-ICR-Massenspektrometers kann iiber Gleichung 1.6 [107]
beschrieben werden. Die bedeutet, dass R sich indirekt proportional zu m/z verhélt und mit

steigendem m/z sinkt (bei konstanter Aquisitionsgeschwindigkeit).

m Q‘BO

R (1.6)

C Amgey,  me Awsey,
Im Gegensatz dazu ist das Auflésungsvermogen R der Orbitrap-lonenfalle indirekt proportional

zur Wurzel aus m/z (siehe Gleichung 1.7 [108], sinkt also entsprechend langsamer mit steigendem
m/z als bei einem FT-ICR-MS (ebenfalls bei der gleichen Aufzeichnungsrate).

m 1 k-q

R (1.7)

- Amsggy, B 2Awsg9, . m
R = Auflésungsvermogen
m = Masse
A mgoy, = Massen-Halbwertsbreite
A wsgy, = Frequenz-Halbwertsbreite
q = Ladung
By = Feldstérke
k = axiale Riickstellkraft

Die Orbitrap ist die zur Zeit modernste Ionenfalle [sieche Abb. 1.9] und ist aus einer spindel-
formigen Elektrode aufgebaut. Analytionen werden iiber eine zweite Ionenfalle, die sogenannte
C-Trap, tangential und dezentral (Off-dquatorial) in die Orbitrap geleitet. Dadurch nehmen,
ahnlich wie im FT-ICR-Massenanalysator, die lonen spezifischer m/z stabile Kreisbahnen um
die Elektrode ein. Durch einen Anstieg der Spannung an der Elektrode werden die Ionenpake-
te naher zur zentralen Elektrode gedriickt (,elektrodynamisches Quetschen”). Der Radius der
Kreisbahnen verringert sich und verhindert ein Zusammenstofsen der Ionenpakete mit den &ufse-
ren Elektroden. In der axialen Richtung sind die Tonen bemiiht, sich weg von der engen Liicke an
den ,,Polen” hin zur weiteren Liicke am Aquator zu bewegen. Aus diesen Griinden werden axiale
Oszillationen induziert, ohne dass eine weitere Anregung der Ionen notwendig ist (Anregung
durch Injektion). Die Injektionszeit ist dabei abhéngig vom m/z der Ionen. Leichtere Tonen drin-

gen frither in die Orbitrap ein, so dass sowohl der finale Radius ihrer Kreisbewegung, als auch
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die Amplitude der axialen Oszillation geringer ist, als die von schweren Ionen, die erst spéter
in die Falle gelangen und damit erst spéter den Einfluss der Spannung erfahren und sich erst
spiter Richtung Aquator bewegen. Sobald die Spannung ihr Maximum erreicht hat, bilden die
Ionentrajektorien stabile Spiralenbahnen um die zentrale Elektrode herum. Die Frequenzen der
Bewegungen sind wie beschrieben m/z-abhéngig und erzeugen auf den dufieren Detektorplatten
spezifische Strome. Durch die Uberlagerung von Ionenfrequenzen unterschiedlicher m/z entste-
hen komplizierte Signale, die durch Fouriertransformation in Spektren umgewandelt werden

kénnen.

Bei einer angenommenen Aquisitionsgeschwindigkeit von 1 Hz und einem Masse-Ladungsver-
héltnis von 400 m/z besitzt ein 7T FT-ICR-Gerét eine Auflésungsrate von ca. 100.000 und die
LTQ Orbitrap Velos eine Auflésungrate von ca. 60.000. Damit iibertrifft die Orbitrap Velos das
FT-ICR-Gerit bereits bei 1600 m/z, da das 7T FT-ICR nun nur noch eine Auflésungsrate von
ca. 25.000 und die Orbitrap von ca. 30.000 besitzt. Die neueste Generation der Orbitrap (LTQ
Orbitrap Elite) erreicht selbst bei 1600 m/z noch eine Auflésung von bis zu 120.000 [109, 110].

Der Nachweis zuvor separierter Analytionen (im Flugzeitmassenspektrometer, Quadrupol, li-
nearer oder 3D-Ionenfalle) erfolgt mittels eines Detektors. In der Regel werden Sekundérelek-
tronenvervielfacher verwendet, denen héufig eine Konversionsdynode vorgeschaltet ist. An der
Dynode liegt ein hohes Potential an, welches den Analytionen entgegengesetzt ist. Dadurch
wird nach Auftreffen der Analytionen ein Sekundérelektronenstrom erzeugt. Dieser wird wei-
tergeleitet an nachfolgende angeschlossene Dynoden, deren Potentiale wiederum hoher liegen
als das der jeweiligen vorgeschalteten Dynode. In diesem Prozess wird durch eine Vielzahl zu-
sammenhangender Dynoden eine Elektronenkaskade freigesetzt. Dieser Elektronenstrom wird
durch einen Vorverstarker an einen Transientenrekorder iibertragen und gemessen. Die analogen

Signale werden anschlieffend an den Computer ibermittelt.

FT-ICR-Gerite sowie die Orbitrap [siche Abb. 1.9] hingegen messen Elektronenstrome. Diese
werden durch die Bewegung der Analytionen in der entsprechenden Ionenfalle verursacht und
von Detektorplatten aufgezeichnet. Da in diesem Fall die Ionen also nicht verbraucht werden und
ihre Zahl in der Ionenfalle wahrend der Messung konstant bleibt, weil sie nicht von Detektoren
absorbiert werden, ist eine kontinuierliche Messung méglich. Diese Eigenschaft tragt mafsgeblich

zur hohen Massengenauigkeit beider Geréte bei [111,112].

Héufig werden in der Proteomforschung Hybridmassenspektrometer (z.B. QStar XL [Ab Sciex|
- Hybrid aus Quadrupol und TOF, LTQ-Orbitrap [Thermo Fisher| - Hybrid aus linearer Io-
nenfalle und Orbitrap) verwendet, welche die positiven Eigenschaften verschiedener Massen-
analysatoren vereinen [114|. Aus diesem Grund kombiniert man oft schnellere Analysatoren
wie lineare Ionenfalle oder Quadrupol mit hoch-auflésenden Massenanalysatoren wie Orbitrap,
TOF oder FT-ICR. In den ,einfachen” Ionenfallen werden die Vorlduferionen selektiert und
fragmentiert. Die ,fortgeschrittenen” MS-Analysatoren dienen zur Analyse und Detektion der

Vorlaufer- und/oder Fragmentionen mit hoher Auflosung und Massengenauigkeit.

Die Fragmentierung der Peptide mittels stofinduzierter Dissoziation (engl. Collision Induced
Dissociation CID) wird durch ein Kollisionsgas (z.B. Argon, Helium oder Stickstoff) hervorge-

rufen. Dazu wird zwischen zwei Analysatoren entweder eine Kollisionszelle zwischengeschaltet
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Abb. 1.9: LTQ Orbitrap Velos [Thermo Fisher|: Die Peptide werden tiber die ESI-Quelle ionisiert und gelangen
in das Gerit. Uber verschiedene Geometrien und Elemente (z.B. S-Lens oder C-Trap) werden die Tonen durch
das Massenspektrometer gefiihrt. Standardméfig werden m/z der Peptidionen zunéchst iiber die hochauflésende
Orbitrap ausgelesen. Thre Fragmentierung und die Detektion der Fragmentionen erfolgt in der LTQ, welche aus
Hoch- und Niedrigdruckzelle besteht. Abb. nach [113].

wie z.B. beim Triple Quadrupol Gerét: im ersten Quadrupol (Q1) werden die Vorlduferionen
selektiert, dem zweitem Quadrupol (Q2) zugefiihrt und dort fragmentiert und die Fragmen-
tionen im dritten Quadrupol erneut selektiert und anschliefend iiber den Detektor detektiert.
Oder aber man arbeitet mit Ionenfallen, wo zunéchst das Vorlauferion in der Falle isoliert wird,
danach in eben dieser Falle fragmentiert und anschliefend die Fragmentionen detektiert wer-
den. Durch die Kollision mit einem Stofgas werden definierte Bindungsbriiche im Peptidriick-
grat hervorgerufen. Durch den Bruch der Amidbindung entstehen hauptséchlich N-terminale
y- oder C-terminale b-Ionen [83]. In den meisten Féllen wird nur eine Amidbindung pro Pep-
tidmolekiil gebrochen, allerdings werden die einzelnen Kopien desselben Peptids immer an un-
terschiedlichen Amidbindungen fragmentiert, so dass man eine statistische Verteilung von un-
terschiedlichen Fragmenten desselben Peptids erhélt. Diese Fragmentspektren werden dann im
Anschluss an die Analyse mittels Datenbanken ausgewertet. Ist die Ubereinstimmung zwischen
dem beobachteten Spektrum mit einem theoretischen Spektrum signifikant hoher, als zu allen
anderen moglichen Spektren, so wird dies als positive Peptididentifikation gewertet. Natiirlich
sind inzwischen auch andere Dissoziationsmethoden bekannt, um Peptide anzuregen und zu
fragmentieren. Elektronentransferdissoziation (ETD) beispielsweise wird angewandt, um labile
posttranslationale Modifikationen wihrend der Analyse zu erhalten [78]. Diese gehen bei der
herkémmlichen CID-Methode héufig als erstes verloren. Im Allgemeinen dienen die Peptidfrag-
mentionen heutzutage nicht nur der Identifikation des Peptids/Proteins, sondern auch immer

haufiger der Quantifizierung des Peptids und damit bedingt des untersuchten Proteins.

1.3.3 Quantifizierung mittels LC-MS/MS

Die Quantifizierung von Proteinexpressionsunterschieden zwischen zwei oder mehr physiolo-
gischen Zusténden eines biologischen Systems stellt sowohl eines der wichtigsten Werkzeuge,

gleichzeitig jedoch auch die anspruchsvollste Anwendung, innerhalb der Proteomforschung dar.
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Differentielle zweidimensionale Proteingelelektrophorese, eine bewdhrte Methode zur Protein-
quantifizierung erlaubt die simultane Analyse von bis zu drei Proben auf einem einzigen Gel,
ist jedoch beschrankt auf verhdltnisméfkig abundante (> 1 ng/Protein Spot; bei Verwendung
von Fluoreszenzfarbstoffen) und 16sliche Proteine. Der grofite Nachteil besteht in der fehlenden
Identifizierung der quantifizierten Proteine [115]. Im Gegensatz dazu ermoglicht die Verwen-
dung von Western-Blots eine hohere Sensitivitat (> 0,15 ng/Proteinbande; abhingig von der
Qualitdt des verwendeten Antikérpers) und auch eine Identifikation des detektierten Prote-
ins durch die Spezifitdt des Antikorpers. Nachteile dieser Methode sind jedoch ein sehr hoher
Zeitaufwand, die Verfiighbarkeit geeigneter Antikorper, sowie die Beschrankung auf nur wenige
Proteine innerhalb eines Experiments (ein spezifischer Antikorper pro Protein; die Verwendung
unterschiedlicher Fluoreszenzkonjugate der Sekundarantikorper erlaubt die Detektion mehrerer

Proteine auf einem angefertigten Blot).

In den letzten Jahren haben in diesem Zusammenhang deshalb immer mehr LC-MS/MS-basierte
Techniken an Bedeutung gewonnen, die in der Lage sind auch niedrig abundante Proteine zu
quantifizieren und gleichzeitig (aufgrund der Quantifizierung auf Peptidebene) zu identifizieren.
Massenspektrometrie ist jedoch nicht uneingeschrankt quantitativ nutzbar, denn proteolytische
Peptide sind charakterisiert durch eine Vielzahl verschiedener physikochemischer Eigenschaften,
wie z.B. Masse, Ladung und Hydrophobizitéat, durch welche der Ionisierungsgrad der Peptide
stark beeinflusst wird. Damit einhergehend erzeugen unterschiedliche Peptide verschiedene Si-
gnale und Signalintensitdten bei der massenspektrometrischen Detektion. Fiir eine akkurate
Quantifizierung ist es also unabdingbar, nur identische Peptide miteinander zu vergleichen. Die
meisten massenspektrometrischen Methoden verwenden dazu die Verdiinnung der unbekannten
Probe mit stabilisotopenmarkierten Analoga [siche Kap. 1.3.3.1]. Unterschiedlich stabilisoto-
penmarkierte Peptide gleicher Sequenz sind chemisch und physikalisch identisch und verhalten
sich somit sowohl wihrend der chromatographischen Auftrennung, als auch bei der massen-
spektrometrischen Analyse analog. Eine Ausnahme betrifft die Verwendung von Deuterium als
Wasserstoffisotop. Durch die geringe Masse des Wasserstoffs kommt hier der Isotopeneffekt zum
Tragen. Deuterium (2H oder D) ist doppelt so schwer wie das natiirlich am héufigsten vorkom-
mende Wasserstoffisotop Protium (*H) und besitzt dadurch stark abweichende chemische und
physikalische Eigenschaften. Dieser Effekt wird deutlich durch einen Retentionszeitverschie-
bung bei der chromatographischen Auftrennung von Wasserstoff-Isotopenmarkierten Peptiden.
Deuterierte Peptide eluieren generell frither als ihre nicht-deuterierten Gegenstiicke, da die C-

D-Bindung stéarker polarisiert ist, als die entsprechende C-H-Bindung.

Zur Markierung werden deshalb am haufigsten Stickstoff- oder Kohlenstoffisotopen-Massen- Tags
benutzt, die enzymatisch, chemisch, metabolisch oder auch durch synthetisch markierte Peptide
bereit gestellt werden. Die Limitierungen dieser Methoden beinhalten eine zeitaufwéandige und
komplexe Probenaufarbeitung, hiufig die Notwendigkeit grofserer Mengen an Ausgangsmate-
rial, einen hohen Kostenfaktor fiir die Reagenzien, eine unvollstdndige Umsetzung der Prote-
ine/ Peptide mit diesen Reagenzien sowie den Bedarf nach geeigneter Software zum Auswerten
der quantitativen Daten. Aufgrunddessen wurden in den letzten Jahren auch markierungsfreie

(engl. label-free) Methoden entwickelt [siehe Kap. 1.3.3.2], die, abhéngig von der massenspek-
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trometrischen Signalintensitéat oder der Haufigkeit von Sequenzierungsereignissen wihrend eines
LC-MS/MS-Laufs, sowohl eine relative, als auch absolute Quantifizierung erlauben [116-120]
[siche Kap. 1.3.3.1].

Obwohl es heutzutage eine Vielzahl an Protokollen zur Quantifizierung von Proteinen gibt,
sind die limitierenden Faktoren sehr héufig eine reproduzierbare Probenvorbereitung sowie ei-
ne zuverlassige Datenauswertung. Die Menge und Komplexitéat der Daten, die wahrend eines
Proteomexperiments generiert werden, macht in den meisten Fillen eine manuelle Auswer-
tung unmoglich, so dass auf verschiedene Softwarelosungen zuriickgegriffen werden muss: z.B.
OpenMS [121,122] - geeignet fiir globale Experimente; Multiquant [AB Sciex|, Pinpoint [Ther-
mo Fisher| oder Skyline [MacCoss Lab Software| - alle drei werden verwendet fiir S/MRM-
Experimente. Die Wahl der Quantifizierungssoftware an die Anforderungen der erzeugten Daten

anzupassen, ist dabei von entscheidender Bedeutung.

1.3.3.1 Quantifizierung mittels Stabilisotopenmarkierung

Eine absolute Quantifizierung mit Stabilisotopenmarkierung ist hiufig auf wenige Proteine/
Peptide beschrankt, da fiir jedes Protein/Peptid ein entsprechender Standard mit bekannter
Konzentration vorhanden sein muss. Im Gegensatz dazu kann eine relative Quantifizierung
zwischen verschiedenen Systemzustinden mittels Stabilisotopenmarkierung innerhalb von glo-
balen Proteomanalysen angewendet werden. Fiir beide Anwendungen wird eine Markierung von
Proteinen/Peptiden mit einem oder mehreren stabilen Isotopen durchgefiihrt. Die unterschied-
lich markierten Proben werden vereint und einer massenspektrometrischen Analyse unterzogen.
Durch Vergleich der Signalintensitéaten identischer Peptide unterschiedlicher Markierung kénnen
relative Haufigkeiten zwischen verschiedenen Proben bestimmt werden.

Die metabolische Markierung verwendet stabilisotopenmarkierte essentielle Aminosduren, die
bereits wahrend der Zellkultur in die Proteine integriert werden. Die sogenannte SILAC-Methode
(engl. Stable Isotope Labeling of Amino Acids in Cell Culture) [123] ist deshalb beschréankt auf
Studien, deren Proben iiber Zellkulturen generiert wurden und schliefst eine Analytik von Gewe-
beproben aus. Aktuell werden allerdings auch Tiermodelle (z.B. Mus musculus [124], Drosophi-
la melanogaster [125], Aspergillus flavus [126]) etabliert, deren kompletter Organismus durch
Fiitterung mit entsprechend behandelter Tiernahrung vollstédndig mit stabilisotopenmarkier-
ten Aminoséuren substituiert werden kann. Auferdem wurde von Geiger et al. ein sogenannter
Super-SILAC-Mix entwickelt, der aus fiinf SILAC-markierten Zelllinien besteht und zur Proteo-
manalyse von Geweben als interner Standard eingesetzt werden kann [127]. Ein grofer Vorteil
von SILAC ist die Vermengung der zu betrachtenden Proben bereits auf Zellebene, so dass
mogliche Fehlerquellen wahrend der Probenprozessierung nahezu ausgeschlossen werden kon-
nen. Allerdings ist diese Methode sowohl sehr kosten-, als auch zeitaufwendig. Ein weiterer
Nachteil besteht in der Tatsache, dass Aminosduren zum Teil innerhalb der Zellen metaboli-
siert werden und dadurch zu komplizierten Datensétzen fithren kénnen, deren Auswertung sehr
schwierig und zeitintensiv ist [123,128,129].

Bei der chemischen Markierung von Peptiden/Proteinen werden unterschiedlich stabilisoto-

penmarkierte Molekiile gleicher Struktur verwendet, die durch chemische Reaktion mit den
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entsprechenden Peptiden verkniipft werden. Nach der chemischen Derivatisierung von reakti-
ven Gruppen innerhalb der Peptide, werden die Proben vereint und massenspektrometrisch
analysiert. In den meisten Fillen werden die Seitenkettengruppen von Cysteinen (z.B. ICAT
- engl. Isotope Coded Affinity Tag [130]) oder primére Amine (Lysin, N-Terminus) umge-
setzt. Eine der umfangreichsten und effizientesten Methoden zur Quantifizierung von Peptiden
ist die sogenannte iTRAQ-Methode (engl. isobaric Tag for Relative and Absolute Quantitati-
on) [131,132]. In diesem Fall werden alle freien priméren Amine mittels der sehr spezifischen
N-Hydroxysuccinimidchemie markiert. Die verwendeten Molekiile besitzen neben der aminospe-
zifischen reaktiven Gruppe noch eine Massenausgleichs- ( Balancer-), sowie eine Reportergruppe.
Sowohl in die Balancer-, als auch in die Reportergruppe sind verschiedene Isotope integriert. Die
Kombination dieser Isotope (12/130, 14/15N | 16/180) ist dabei stets so gewahlt, dass das gesamte
Molekiil die gleiche, also nahezu isobare, Masse besitzt. Da sich die Molekiile bis auf die Isotope
chemisch nicht unterscheiden, konnen markierte Proben kombiniert und mittels LC-MS/MS
ohne Steigerung der Komplexitdt der Probe analysiert werden. Identische Peptide unterschied-
licher Markierungen haben dabei dieselbe Retentionszeit wahrend einer chromatographischen
Trennung [siehe Kap. 1.3.1] und zeigen das gleiche Verhalten bzgl. Ionisierung, Fragmentierung
und Detektion [siehe Kap. 1.3.2]. Wihrend der Fragmentierung entstehen aus den verschiedenen
isotopenmarkierten Reportergruppen unterschiedliche Fragmente, die im niedrigen m /z-Bereich
des MS/MS-Spektrums des jeweiligen Peptids aufgezeichnet werden. Deren Signalintensitéiten
beinhalten die quantitative Information, wahrend das restliche MS/MS-Spektrum die notigen
Informationen zur Identifizierung liefert. Kommerziell sind inzwischen 8-plex Reagenzien erhalt-
lich, die es erlauben acht unterschiedliche Proben in einem einzigen LC-MS/MS-Laufs direkt
miteinander zu vergleichen [131,132].

Eine enzymatische Markierung von Peptiden erfolgt durch proteolytischen Verdau in isotopen-
markiertem Wasser (H2'®0). Dadurch kénnen ein (Lys-N) oder bis zu zwei (Trypsin, Lys-C,
Glu-C) schwere Sauerstoffisotope am C-Terminus der Peptide eingebaut werden. Durch Kombi-
nation gleicher Mengen der markierten mit einer unmarkierten Probe kann eine relative Quan-
tifizierung erfolgen. Nachteil der Methode ist der haufig beobachtete Austausch der schweren
Sauerstoffisotope gegen leichte Isotope durch Restaktivitit der verwendeten Protease [133],
sowie der geringe Abstand der Isotopenmuster (2 - 4 Da) beider Peptidspezies wihrend der

MS-Analyse, der zur Uberlagerung fithren kann und damit eine Quantifizierung erschwert.

Absolute Quantifizierung (AQUA) mittels synthetischer, stabilisotopenmarkierter
Peptide in Kombination mit Multiple/Selected Reaction Monitoring (S/MRM) Ei-
ne spezielle Variante der Stabilisotopenmarkierung, die absolute Quantifizierung (AQUA) mit-
tels Kontrollstandards bekannter Konzentration, soll im Folgenden genauer erlautert werden.
Die Verwendung synthetischer, stabilisotopenmarkierter Standards zur Quantifizierung von Ziel-
molekiilen durch MS-Analyse wird bereits seit den frithen 1930er Jahren [134] als ,Isotopenver-
diinnung” (engl. isotopic dilution) genutzt. Innerhalb der Proteomforschung ist es jedoch eine
relativ neue Methode, die es erlaubt, Peptide und Proteine zu quantifizieren. Dazu werden einem
Proteinverdau synthetisch generierte stabilisotopenmarkierte Peptide [siche Abb. 1.10] bekann-

ter Konzentration beigemischt, deren Sequenzen mit definierten Peptiden des Proteinverdaus
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identisch sind, und die resultierenden MS-Signale relativ verglichen [sieche Abb. 1.12]| [135]. Da
es sich um eine sehr zielgerichtete Methode handelt, ist ihre Anwendung auf nur wenige ausge-
wéahlte Proteine beschrankt. Die Auswahl und Synthese der Peptide ist dabei sowohl zeit- als

auch kostenaufwendig und eignet sich daher nur bedingt fiir globale Ansétze.

Abb. 1.10: Darstellung eines schematisches AQUA-Peptids: Aus einer gegebenen Proteinsequenz werden pas-
sende Peptide ausgewéhlt und nachsynthetisiert. Eine der Aminosduren wird dabei spezifisch durch eine stabi-
lisotopenmarkierte ersetzt.

Nachteil der Methode ist die erst sehr spét erfolgende Zugabe der synthetischen Peptide im Zu-
ge der Probenvorbereitung, was unter Umstédnden zu falschen Aussagen durch Fehler wiahrend
der Probenaufarbeitung und des proteolytischen Verdaus fithren kann. Um diese Nachteile zu
umgehen, wurde die Methode durch Generierung synthetischer Gene, die die Standardpeptide
zusammenhdngend als ein synthetisches Protein exprimieren, weiterentwickelt. Der Vorteil ist,
dass dieses synthetische Protein bereits vor dem proteolytischen Verdau zur Probe gegeben
werden kann. Jedoch ist auch hier nicht auszuschliefsen, dass sich das synthetische Protein auf-
grund fehlender struktureller Merkmale wiahrend des Verdaus anders verhélt als das native, und
dementsprechend die Effizienz des Verdauenzyms zwischen dem nativen und dem synthetischen
Protein variiert.

Das Auftreten von isobaren Peptiden in einer komplexen Probe ist haufig nicht vermeidbar, aus
diesem Grund ist es nicht ausreichend die MS-Signale zwischen endogenem und synthetischen
Peptid zu vergleichen. Es miissen Techniken angewandt werden, die es ermdglichen Signale der
Zielpeptide zu filtern und zu quantifzieren. Diesem Sachverhalt wird beispielsweise durch Ver-
wendung von Multiple/Selected Reaction Monitoring (S/MRM) Rechnung getragen [136, 137].
Wihrend der S/MRM-Methode wird durch das Triple Quadrupol Gerét [siche Abb. 1.11] das
intakte Peptidion heraus gefiltert und Signale spezifischer Fragmentionen aufgezeichnet, wohin-
gegen alle unspezifischen bzw. ungewollten Signale unbeachtet bleiben. Dazu miissen zunéchst
die Vorlauferionen im Q1 selektiert und der Fragmentierung im Q2 zugefithrt werden. Im Q3
werden die erzeugten Fragmentionen ebenfalls gefiltert und die spezifischen Signale am Detek-

tor aufgezeichnet. Die Auswahl geeigneter Peptidion/Fragmention-Ubergéinge in Kombination
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mit der Retentionszeit aus der chromatographischen Trennung [siehe Kap. 1.3.1] erlauben eine
Quantifizierung in einem linearen Bereich von vier bis fiinf Grofenordnungen [138]. Die Betrach-
tung spezifischer m/z-Uberginge und das Ausblenden des restlichen m/z-Bereichs bewirken ein
optimales Signal /Rausch-Verhéltnis sowie eine hohe Sensitivitét. In modernen Triple Quadrupol
Geriten kann damit simultan eine hohe Zahl an Ubergingen analysiert werden. Bei Verwendung
von sogenannten sSMRM-Methoden (engl. scheduled MRM), im Zuge derer das Gerit Ubergin-
ge Retentionszeit-abhingig aufzeichnet, konnen einige hundert Peptidion/Fragmention-Paare

in einem einzigen Lauf detektiert werden [136,137].

e®ee® schwer Detektor
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Triple Quadrupol Massenanalysator

U, Ui=U+Vcosmt
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Abb. 1.11: Triple Quadrupol Massenanalysator: Peptidionen werden zunéchst in Q1 selektiert, anschliefsend
durch Stofsgaskollision in Q2 fragmentiert und letztlich werden die spezifischen Fragmentionen in Q3 selektiert
und am Detektor gemessen.

Die Auswahl geeigneter Peptide ist zweifellos der kritischste Punkt bei der AQUA-Methode. Da-
zu miissen sowohl MS-bezogene, als auch biologische Uberlegungen in Betracht gezogen werden.
Faktoren, die unbedingt zu beachten sind, sind die Einzigartigkeit des Peptids innerhalb der
verwendeten Probe oder Spezies, sowie die Abwesenheit instabiler oder leicht modifizierbarer
Aminoséuren, als auch post-translationaler Modifikationen. Auferdem spielen die physikoche-
mischen Eigenschaften des Peptids eine wichtige Rolle. Peptide sollten wiéhrend der chromato-
graphischen Trennung weder zu hydrophil noch zu hydrophob sein, so dass sie innerhalb des
verwendeten Gradienten eluieren. Des Weiteren sollten Peptide vollstdndig von der verwende-
ten Protease aus dem Protein freigesetzt werden. Dieser Punkt ist jedoch schwer zu validieren
und lediglich flankierende kritische Aminoséduresequenzen (KP, RP, KK, RR, KR, RK) konnen
in die Betrachtungen mit einbezogen werden. Haufig enthalten die zu analysierenden Prote-
insequenzen keine geeigneten Peptide, so dass sich eine Auswahl als sehr schwierig gestalten
kann [139].

Die stabilisotopenmarkierten Peptide werden auf herkémmlichem Weg durch chemische Syn-

these hergestellt, anschlieffend mittels HPLC gereinigt und iiber Aminoséureanalyse quantifi-
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MS/MS-Signal des schweren Peptids

RT

Abb. 1.12: Fragmentionspuren eines leichten und des korrespondierenden schweren Peptidfragments. Retenti-
onszeiten sowie Intensitdten bei gleicher Konzentration sind identisch. Es tritt lediglich eine Verdnderung des
m/z des Vorlduferpeptidions von 8(*K)-10(*R) Da auf. Fragmentionen haben nicht zwangsldufig unterschiedliche
m/z (nur y-Ionen).

ziert [140-142).

1.3.3.2 Weitere markierungsfreie MS-Methoden zur Quantifizierung von Peptiden

Derzeit sind, neben der bereits beschriebenen MRM-Technik, zwei Methoden der markierungs-
freien Quantifizierung von Peptiden géngig, die sich jedoch grundlegend unterscheiden [143].
Die erste Methode misst die Signalintensitédten der Vorlauferionen iiber die Zeit ohne Generie-
rung von MS/MS-Spektren. Uber diese Flichen kann dann zwischen zwei oder mehr Proben
relativ quantifiziert werden. Beim Vergleich mehrerer LC-MS-Laufe sollte jedoch stets eine
Normalisierung der Werte in Betracht gezogen werden, da bereits kleinste Unterschiede in der
chromatographischen Trennung oder Elektrosprayinstabiltdt zu Abweichungen fiihren kénnen.
Von Vorteil ist zum Beispiel die Beimengung eines oder mehrerer interner Standards, die in allen
Proben die gleiche Menge aufweisen sollten. Mit Hilfe dieser Standards konnen dann Signalin-
tensitdten angepasst werden. Wichtig bei Verwendung dieser Methode ist die Benutzung von
hochauflésenden Massenspektrometern [siche z.B. Abb. 1.9]. Diese Massenanalysatoren kénnen
die Spezifitat der gemessen Werte gewihrleisten, in dem sie sehr akkurate m/z-Werte wieder-
geben und es dariiber hinaus ermoglichen, Isotopenmuster aufzuzeichnen und die Verteilung
der Isotopen den jeweiligen Peptiden zuzuordnen. Werden beispielsweise Ionenfallen eingesetzt,
gestaltet sich die Quantifizierung von komplexeren Proben kompliziert. Haufig treten in ei-
ner Probe isobare Peptidionen auf, zwischen denen aufgrund fehlender MS/MS-Spektren zur
Identifizierung schwer unterschieden werden kann. Auferdem kann es aufgrund sehr dhnlicher
m/z-Werte und Retentionszeiten zu Interferenzen der aufgezeichneten Ionenspuren kommen, die
eine Quantifizierung der einzelnen Peptide unmoglich machen. Eine Alternative wire in diesem
Falle die Kombination von einem LC-MS/MS-Lauf mit nachfolgenden MS-Léufen. Eine Un-
abdingbarkeit ist in jedem Fall eine hoch reproduzierbare chromatographische Trennung [144]
[siehe Kap. 1.3.1].

Bei der zweiten Methode der markierungsfreien Quantifizierung werden MS/MS-Spektren ge-
zéhlt [145]. Die Methode basiert auf der empirischen Beobachtung, dass die Anzahl der Spektren
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direkt mit der Menge an Protein in der Probe korreliert. Dies kann sowohl genutzt werden, um
dasselbe Protein relativ zwischen verschiedenen Laufen zu quantifizieren, aber auch, um inner-
halb eines LC-MS/MS-Laufs verschiedene Proteine relativ zu quantifizieren. Bei Anwendung
dieser Methode sind entscheidende Faktoren zu beachten. Es miissen auch hier die gemessenen
Werte normalisiert und statistisch ausgewertet werden. Fiir die Normalisierung verschiedener
MS/MS-Léaufe hat sich eine Strategie etabliert, welche die Gesamtzahl an Spektren innerhalb
eines Laufs beriicksichtigt. Aufterdem muss in Betracht gezogen werden, dass grofere Proteine
mehr Peptide und damit einhergehend mehr Spektren produzieren, als kleinere Proteine. Auch
hier finden verschiedene Vorgehensweisen Anwendung, welche die Proteinmasse einbeziehen.
Fiir den NSAF (engl. Normalized Spectral Abundance Factor) muss die Anzahl an Spektren
dividiert werden durch die Lénge des Proteins und wiederum dividiert werden durch die Ge-
samtzahl gemessener Spektren. Beim sogenannten PAI (engl. Protein Abundance Index) wird
hingegen kalkuliert, wie viele einzigartige Peptide pro Protein theoretisch gemessen werden
kénnen, unter Ausschluss von Peptiden mit iiberlesenen Schnittstellen. Die tatséchliche Zahl an
gemessenen Peptiden wird dann durch die theoretische Anzahl dividiert und ergibt den besag-
ten PAI In der Praxis wird heutzutage der exponentiell modifizierte Index emPAI verwendet
[siehe Gleichung 1.8] [146].

Nyeobachtet

emPAI = 10 Nyeobachibar _ | (1.8)

Markierungsfreie Methoden erlauben also eine Quantifizierung innerhalb globaler Proteomana-
lysen und hiufig haben sie dabei einen héheren dynamischen Bereich als stabilisotopenbasierte
Techniken [siehe Kap. 1.3.3.1|. Dieser Vorteil geht jedoch auf Kosten von Linearitdt und Ge-
nauigkeit. Daher sollte markierungsfreie Quantifizierung nur bei Proben angewandt werden,
bei denen Stabilisotopenmarkierung entweder unméglich oder zu aufwendig ist [143] oder als
Strategie withrend der Entwicklungsphase, um Peptidion/Fragmention-Ubergiinge festzulegen,
die dann im Anschluss mittels S/MRM validiert werden.

1.3.3.3 Bestimmung der Stéchiometrie von angereicherten Proteinkomplexen

Fiir eine nachfolgende MS-Analyse ist es zunéchst erforderlich, die zu untersuchenden Prote-
inkomplexe spezifisch anzureichern. Das Ziel dieses Schrittes ist es, die Kernstruktur des Pro-
teinkomplexes mit einem Minimum an Kontaminationen und unspezifischen Bindungspartnern
zu isolieren, ohne dabei jedoch die Integritdt der nativen Bindungspartner zu zerstéren oder
abzuschwichen. Haufig ist es so, dass der gesuchte Proteinkomplex nicht gleichméfig in der
Zelle verteilt ist, sondern in bestimmten Kompartimenten angereichert vorliegt [siehe Abb. 1.5].
Des Weiteren ist es moglich, dass ein Protein an verschiedenen Aufgaben innerhalb der Zelle
beteiligt ist und damit einhergehend in mehreren unterschiedlichen Proteinkomplexen vorliegt.
Da in einer Vielzahl der Félle die molekulare Komposition von der Lokalisation des Komple-
xes abhéngt, sollte ein erster Schritt in der Reinigung von Proteinkomplexen eine akkurate
Zellfraktionierung sein, um ein Vermischen verschiedener Komplexe desselben Proteins zu ver-
hindern. Nach Lyse und Homogenisierung der Zellen werden Zellorganellen (z.B. Mitochondrien,

Zellkerne) durch differentielle oder Dichtegradientenzentrifugation von der cytoplasmatischen



Kapitel 1 Einleitung 49

Fraktion abgetrennt [147,148]. Aus den erhaltenen Fraktionen kann dann anschliefend der
Proteinkomplex durch unterschiedliche Strategien angereichert werden. Die bekanntesten Tech-
niken in diesem Zusammenhang sind die Co-Immunoprézipitation, das Epitop- Tagging oder der
GST-Pulldown.

Co-Immunoprézipitation ist die am h&aufigsten angewandte Methode bei der Isolierung von Pro-
teinkomplexen. Voraussetzung ist das Vorhandensein eines hochspezifischen Antikorpers gegen
eine der Komplexuntereinheiten. Das Prinzip basiert darauf, dass alle weiteren Komponenten
des Komplexes durch direkte oder indirekte (Bindung iiber andere Komplexpartner als das pré-
zipitierte Protein) Affinitdt an das prézipitierte Protein gebunden sind und folglich ebenfalls
mit diesem angereichert werden. Die Isolation des Komplexes in einem Zustand, der dem phy-
siologischen am ehesten entspricht, ist einer der grofiten Vorteile dieser Methode. Des Weiteren
erlaubt Co-Immunoprézipitation eine schnelle und effiziente Reinigung von Proteinkomplexen,
ohne die Notwendigkeit, einzelne Komponenten zu klonieren und zu exprimieren. Bedingung
ist jedoch stets die Existenz entsprechender hochaffiner Antikorper. Kreuzreaktionen mit ande-
ren Proteinen resultieren héufig in einem hohen Hintergrund, der gegebenenfalls die Detektion
und Quantifizierung von niedrig abundanten Komplexkomponenten verhindert. Durch Waschen
mit hoher konzentrierten physiologischen Salzlosungen kénnen ungewollte Kontaminationen re-
duziert werden, gleichzeitig kann dies jedoch auch zum Verlust von schwach interagierenden
relevanten Komplexkomponenten fithren [149] [siche Kap. 1.2.5]. Ein anderer Nachteil ist die
mogliche raumliche oder sequenzspezifische (Bindungsdoméne in Ndhe des Epitops) Verdrén-

gung von Interaktionspartnern durch Bindung des Antikorpers.

Eine weitere Methode der Komplexanreicherung bietet das Epitop-Tagging (,Epitop-Markie-
rung”’) [150]. Es erlaubt eine in vivo Isolation von Proteinkomplexen. Dafiir wird ein ausgew&hl-
tes Protein des Komplexes mit einem Epitop- Tag durch molekularbiologische Manipulation der
zugrundeliegenden DNA-Sequenz versehen und in der Wirtszelle exprimiert. Nach Lyse der Zel-
len kann der Proteinkomplex durch Anreicherung an einer Affinitdtsmatrix, die spezifisch auf das
gewahlte Epitop reagiert, isoliert werden. Haufig macht man sich ein Epitopanalogon zur spe-
zifischen und sanften Elution zu Nutze. Bei Verwendung herkémmlicher Tags (z.B. Flag [151],
His [152], Streptavidin [153]) ist in vielen Fillen diese Art der Elution wenig effizient, so dass
auf denaturierende Elutionsbedingungen zuriickgegriffen werden muss, die jedoch eine funktio-
nelle und strukturelle Untersuchung der Proteinkomplexe verhindern. Um diese Nachteile zu
iiberwinden, entwickelten Kroiss et al. eine neue Affinitdtsreinigungsstrategie namens Taglt,
welche sich ein neues 30-Aminosoduren-Epitop am N-Terminus des SMN-Proteins zu Nutze
macht. Dieses wird durch einen hochaffinen und spezifischen Antikérper gebunden und erlaubt
des Weiteren die kompetetive Elution der angereicherten Proteine unter nativen Bedingungen

durch Zugabe des entsprechenden Epitop-Peptids [154].

Ein Nachteil der Epitop- Tagging Methode ist der Umstand, dass artifiziell eingefiihrte Tags sich
nachteilig auf die Struktur des Proteins auswirken kénnen. So wird u.a. eine korrekte Faltung
des Proteins verhindert oder auch Interaktionsdoménen zu anderen Komplexpartnern zerstort.
Es ist daher immer sinnvoll, eine C- sowie N-terminale Variante des Fusionsproteins herzustellen

und beide Resultate gegeniiber zustellen.
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Auch die Methode des GST-Pulldown verwendet artifiziell eingefithrte Tags [155]. Dazu wird
der Komplex jedoch nicht in wvivo, sondern in vitro gebildet. Ein Proteinkomplexbestandteil
wird zunéchst z.B. in Escherichia coli als GST-Fusionsprotein exprimiert. Anschliefsend wird
es aufgereinigt an eine Affinitdtsmatrix gebunden und mit Zelllysat inkubiert, so dass sich Pro-
teinkomplexe mit dem Fusionsprotein ausbilden kénnen. Nach intensivem Waschen der Matrix
kann der Komplex entweder denaturierend (z.B. mit SDS) oder physiologisch mit Glutathion
eluiert werden. Nachteile der Methode sind die bereits hinsichtlich des Epitop-Tagging Me-
thode erwdhnten strukturellen Abweichungen sowie hiufige unspezifische Interaktionen. Hinzu
kommt, dass viele Proteine sich nur schwer in E.coli Zellen in 16slicher Form produzieren las-
sen, sowie durch Proteinsynthese in heterologen Zellsystemen physiologische post-translationale
Modifikationen nicht ausgebildet werden, die eventuell unabkémmlich fiir bestehende Protein-

Protein-Interaktionen sein konnten.

Nach spezifischer Anreicherung von Proteinkomplexen liegen diese héufig in einer Population
von verschiedenen Assemblierungsuntereinheiten vor, so dass weitere Schritte unternommen
werden miissen, um diese unvollstdndigen Subkomplexe abzutrennen. Die drei bekanntesten
Methoden dazu sind Blue Native-PAGE (BN-PAGE), Saccharosegradientenzentrifugation sowie
Grokenausschlufchromatographie (SEC - engl. Size Ezclusion Chromatography).

BN-PAGE nutzt anstelle des iblicherweise verwendeten ionischen Detergenz (SDS, BAC) einen
anionischen Farbstoff (Coomassieblau G-250), der den Multiproteinkomplexen eine negative
Gesamtladung iibertragt, ohne die Interaktionen zu zerstoéren. Im Anschluss kénnen die Multi-

proteinkomplexe elektrophoretisch aufgetrennt und separiert werden [156, 157].

Saccharosegradientenzentrifugation beruht auf dem Prinzip unterschiedlicher Dichten in abwei-
chenden Proteinkomplexen, so dass sich diese auf verschiedenen Ebenen innerhalb des Saccha-

rosegradienten konzentrieren und demzufolge separiert werden koénnen [158].

Bei Verwendung von SEC werden unterschiedlich grofse Proteinkomplexe zu unterschiedlichen
Zeiten von der Saulenmatrix eluiert. Da grofe Proteinkomplexe weniger in die kleinen Poren
der stationdren Phase eindringen kénnen, eluieren diese frither von der Sdule. Kleinere Prote-
inkomplexe haben durch intensive Interaktion mit dem S&ulenmaterial lingere Verweilzeiten

wihrend der Chromatographie [159].

Im Anschluss an die Anreicherung der Proteinkomplexe werden diese analysiert. Bisher gibt
es nur wenige Methoden, die einen Zugang zur Stéchiometrie dieser Komplexe zulassen. Ana-
lytische Ultrazentrifugation kann dazu verwendet werden, Informationen iiber die Grofse des
Komplexes zu erhalten. Allerdings muss hierzu die Grofe der einzelnen Komponenten inklusive
ihrer post-translationalen Modifikationen im Vorfeld genau bekannt sein. Aufserdem kann die
tertidre Struktur des Komplexes das Ergebnis verféalschen.

Eine weitere Methode zur Charakterisierung von Proteinkomplexstochiometrien ist die Kombi-
nation von BN-PAGE mit herkémmlicher SDS-PAGE. Nach Auftrennung der Proteinkomplexe
iiber BN-PAGE kann die Komposition, Abundanz und Identitdt der einzelnen Komponenten
mittels SDS-PAGE (und ggf. MS/MS-Analyse) festgestellt werden [157].

Sanfte Ionisationsmethoden wie ESI oder MALDI initiierten den Zugang zu komplexen Frage-

stellungen durch MS. Durch Kopplung dieser Ionisationstechniken mit hochauflésenden Mas-
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senspektrometern ist man in der Lage, genauere Masseninformationen zu bekommen. Allerdings
ist es bei grofseren Proteinkomplexen, bestehend aus einer Vielzahl von Untereinheiten, kaum
moglich, eine genaue Stochiometrie zu bestimmen [160]. Des Weiteren konnen diese Metho-
den nur bei Proteinkomplexen mit niedrigen Dissoziationskonstanten angewandt werden, da
ansonsten eine Dissoziation in der Gasphase nicht auszuschliefen ist. Um diese Nachteile zu
umgehen, erfolgt heutzutage der Zugang zu quantitativen Informationen iiber proteotypische
Peptide [161].

Eine weitere Methode zur Bestimmung der Stochiometrie wurde von Hochleitner et al. entwi-
ckelt [162,163]. Dazu werden die nach proteolytischem Verdau entstandenen Peptide mit einem
Fluorophor derivatisiert und durch Fliissigkeitschromatographie [siche Kap. 1.3.1] aufgetrennt.
Die Fluoreszenzsignalintensitédten werden detektiert und die Peptide mittels MS identifiziert.
Die Fliache eines Peptidsignals ist dabei direkt proportional zu der Menge dieses Peptids, un-
abhéngig von dessen Sequenz. Ein Nachteil dieser Anwendung ist jedoch die Beschriankung auf
wenig komplexe Proteinmultimere, da andernfalls unterschiedliche Peptide miteinander iiber-
lappen kénnten und somit eine akkurate Quantifizierung verhindern wiirden [162,163].

Die fortschrittlichste Methode, um Peptide absolut zu quantifizieren, ist die Verwendung von
AQUA-Peptiden [siche Kap. 1.3.3.1|. Schmidt et al. bestimmten so aktuell die Stochiometrie
eines Proteinkomplexes, der aktiv an der Bildung des Spleiffosoms [siche Kap. 1.2.12.1] beteiligt
ist [139]. Sie konnten feststellen, dass der limitierende Schritt dieser Methode der proteolytische
Verdau ist. Leider existieren zur Zeit nur wenige Techniken (z.B. chromatographische Auf-
trennung mittels RP-Monolithen), um den Verdau hinsichtlich Vollstdndigkeit und Spezifitét
akkurat zu evaluieren.

Ein weiterer kritischer Punkt wahrend der quantitativen Analyse ist die exakte Konzentrations-
bestimmung der AQUA-Peptide, sowie deren Loslichkeit in Stocklésungen [139]. Holzmann et
al. haben eine Methode entwickelt, die diese Beeinrdchtigung umgehen kann. Vor Verwendung
der Stocklosungen werden diese iiber sogenannte Equalizer-Peptide, welche mit den eigentli-
chen Standardpeptiden iiber tryptische Schnittstellen verkniipft sind, eingestellt, so dass in
allen verwendeten Stocklosungen, die gleiche Konzentration des verwendeten FEqualizer-Peptid
vorliegt [164]. Allerdings muss auch bei dieser Methode beachtet werden, dass die Effizienz des
enzymatischen Verdaus sowohl von der spezifischen Schnittstelle, als auch von der Sekundér-
struktur des Peptids abhéngig ist und demnach zwischen unterschiedlichen Peptiden variieren
kann.

Nichtsdestotrotz ist es von entscheidender Bedeutung, alle Prozessschritte bis hin zu Bestim-
mung der Stéchiometrie genau aufzuzeichnen und zu optimieren. Auch das Vorliegen sehr kleiner
Proteinkomponenten (< 10 kDa) kann eine genaue quantitative Aussage durch Fehlen geeigne-

ter Standardpeptide verhindern.

1.4 Aufgabenstellung

Spinale Muskelatrophie (SMA) ist die zweithdufigste autosomal rezessiv vererbbare Erkran-

kung mit Todesfolge, die gekennzeichnet ist durch die Degeneration der a-Motorneuronen im
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Vorderhorn des Riickenmarks. SMA-Patienten leiden an Hypotonie und Muskelschwéche und
sind abhéngig vom klinischen Typ (I-IV) betroffen von einem sehr frithen Tod. Ursache von
SMA ist eine Deletion oder Mutation des SMN1-Gens, welches ubiquitir exprimiert wird. Das
resultierende Protein Survival of Motor Neuron (SMN) ist in somatischen Zellen sowohl im
Cytoplasma, als auch in definierten Kompartimenten des Zellkerns angereichert. SMN bildet
dort einen makromolekularen Proteinkomplex mit verschiedenen anderen Proteinen (Gemins,
Sm-Proteinen etc.), dessen Funktion die Synthese sogenannter U snRNP-Bausteine ist. Diese
bilden nach Translokation vom Cytoplasma in den Zellkern das Spleifiosom aus und werden fiir
den Spleiftvorgang der mRNA-Transkripte bendtigt.

Der SMN-Proteinkomplex sollte in der vorliegenden Arbeit mittels verschiedener massenspek-
trometrischer Methoden charakterisiert und quantifiziert werden. Unterschiedliche Stéchiome-
trien zwischen dem im Zellkern- und im Cytoplasma-angesiedelten Komplex sollten durch
Verwendung humaner Zelllinien (HeLa) quantitativ erarbeitet werden. Auferdem sollten in
E.coli exprimierte Subkomplexe mit verschiedenen bekannten SMN-Punktmutationen (E134K,
Y272C) mit dem Wildtyp verglichen und der Einfluf der Mutationen auf die Komplex-Stéch-
iometrie bestimmt werden.

Dazu war es zunédchst notwendig den SMN-Komplex reproduzierbar anzureichern. Fiir die
Anreicherung der nativen Proteinkomplexe aus HeLa-Zellen musste eine optimale Zellkern-
Cytoplasma-Trennung entwickelt werden, sowie eine quantitative Anreicherung mittels Immu-
nopréazipitation erfolgen. Zudem mussten die resultierenden Proben kompatibel mit den an-
schliefenden LC-MS-Analysen sein, um eine akkurate Quantifizierung zu gewéhrleisten. Dazu
war es wiederum notwendig, die Probenvorbereitung fiir die quantitative Analyse hinsichtlich
Verlust von Proteinen/Peptiden und Interferenz mit HPLC und MS zu optimieren.

Fiir die Bestimmung der Stochiometrie mussten des Weiteren Strategien erarbeitet werden, die
es ermoglichten, die unterschiedlichen Proteinkomplexe quantitativ zu erfassen. Auch hier galt
es unter Einsatz verschiedener LC-MS-Systeme und Anwendung der AQUA-Methode (Absolute
Quantifizierung mittels synthetischer Peptidanaloga) die individuellen Proteinkomplexe stéchio-
metrisch zu untersuchen. Eine wichtige Voraussetzung der Methode ist die Auswahl geeigneter
Peptidsequenzen aus den eigentlichen Zielmolekiilen. Dazu mussten die einzelnen Proteinbe-
standteile des SMN-Komplex umfassend massenspektrometrisch und hinsichtlich chromatogra-
phischer Eigenschaften examiniert werden.

Ziel war es einen detaillierteren Einblick in den Aufbau des SMN-Komplexes zu erhalten, um
somit eine Grundlage zu schaffen, neue Diagnosemoglichkeiten oder Therapieansétze fiir die

Heilung von SMA zu entwickeln.
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2 Materialien

2.1 Gerate

Folgende Gerate wurden verwendet:

Tab. 2.1: Verwendete Geréite

Gerite Typenbezeichnung Hersteller
1D-PAGE-Apparatur XCell SureLock® Invitrogen
Blotapparatur XCell 11 Invitrogen
Brutschrank INB300 / INB100 Memmert
Digitale Pipetten Research pro Eppendorf
Feinwaage RC210D Sartorius
Filmentwicklung X-OMAT-1000 Kodak
Gefriertrockner Beta 2+4 LDplusLT Martin Christ
Hochvakuumpumpe RC6 Vacuubrand
HPLC U3000 nanoHPLC-System Dionex
Kiihlfalle Savant RVT4104 Thermo Fisher

Mikrotiterplattenphotometer

Multiskan FC

Thermo Fisher

Mikrotiterplattenschiittler PHMP Grant-Bio
Magnetriihrer COMBIMAG RET IKA
Massenspektrometer 4000 Q TRAP AB Sciex
Massenspektrometer LTQ XL Thermo Fisher
Massenspektrometer LTQ XL Orbitrap Thermo Fisher
Massenspektrometer LTQ Orbitrap Velos Thermo Fisher
Massenspektrometer TSQ Vantage Thermo Fisher
Netzgerat EPS-3501 XL Amersham
Pipetten Research Eppendorf
Reinstwasser Purelab Ultra / Purelab Prima  ELGA

Scanner Power Look 2100XL UMAX

Schiittler HS 260 basic IKA
Thermoschiittler Thermomixer Comfort Eppendorf
Ultraschallbad Ultrasonic Cleaner USC600TH VWR
Ultraschalllanze Sonifier 250 Branson
Ultrazentrifuge Optima L-80 XP Beckman-Coulter
UPLC ACQUITY UPLC Waters
Vakuumzentrifuge Savant SPD121P Thermo Fisher
Vortexer Vortex Genie2(T) Scientific Industries

Waage

572

Kern
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Tab. 2.1: Fortsetzung

Geriite Typenbezeichnung Hersteller
Zentrifuge 5810R / 5424 / 5417R Eppendorf
Zentrifuge L8-80M / Avanti J20-XP / J6-B  Beckman
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2.2 Software

Folgende Software wurde verwendet:

Name

Tab. 2.2: Verwendete Software

Hersteller

kurze Erlduterung

Chromeleon 6.8 SRS

Dionex Softron

HPLC Bedienungssoftware

Analyst 1.4

AB Sciex

MS-Bedienungssoftware der 4000
Q TRAP

Xcalibur 2.1.0 build 1139

Thermo Fisher

MS-Bedienungssoftware der
LTQ XL, LTQ Orbitrap XL,
LTQ Orbitrap Velos, TSQ
Vantage

Multiquant 1.2.0.1

AB Sciex

Auswertung der 4000 Q TRAP
MRM-Daten

Pinpoint 1.0

Thermo Fisher

Auswertung der TSQ Vantage
MRM-Daten

Mascot Deamon 2.2.0.2

Matrix Sciences

Oberfliche zur Benutzung des

Mascot Servers

Mascot Server 2.2.04

Matrix Sciences

Suchalgorithmus fiir MS/MS-
Spektren

Skanlt 2.5.1

Thermo Fisher

Bedienung des Multiskan FC

Silverfast Ai 6.0.2r36

Lasersoft Imaging AG  Bedienung des UMAX Scanners
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3 Methoden

3.1 Anreicherung von Proteinkomplexen

3.1.1 Zellkern-/Cytoplasmatrennung

Roeder A pH 7.9
10 mM HEPES/ KOH

1xPBS pH 7.4 10 mM KCI1

137 mM NaCl 1.5 mM MgCl,

2.7mM KCI 0.2mM EDTA

100 mM NasHPO4 a

+  miniComplete
2mM KH3PO4 0.3% NP40

%1 Tablette/10 mL Puffer

Roeder C low pH 7.9
20 mM HEPES/KOH
420 mM KCl
1.5 mM MgCl,
+ miniComplete
5% Glycerol

Roeder D pH 7.9
20 mM HEPES/KOH
100 mM  KC1
1.5 mM  MgCl,
20%  Glycerol

Fiir die Zellkern-/Cytoplasmatrennung wurden jeweils sechs Liter fermentierte HeLa-Zellen
(Epithelzellen eines Zervixkarzinoms) kultiviert und geerntet. Dazu wurden jeweils 1 L-Frak-
tionen in Zentrifugenbehéltern gesammelt und zentrifugiert (1000 x g, 10 min, 4°C). Danach
wurden immer zwei der erhaltenen Zellpellets mit jeweils 20 mL 1xPBS gewaschen und zu-
sammen in 50 mL Greinerréhrchen iiberfiithrt. Anschlieffend wurde erneut zentrifugiert. Nach
Einwaage der Zellen wurde entsprechend 1,25 pve (Masse x 0.96 = pcv; pev x 0.03 = Zellzahl)
Roeder Puffer A, sowie 0,5 mM DTT (2 M DTT Stock) zugegeben. Die Zellen wurden 30 bis
60 min unter standigem langsamen Riihren auf Eis inkubiert. Das Fortschreiten der Zelllyse
wurde am Mikroskop iiberpriift. Im Anschluf erfolgte Zugabe von 250 mM Saccharose (2M
Saccharose Stock) und ein erneuter Zentrifugationsschritt (1500 x g, 10 min, 4°C). Der Cy-
toplasmaiiberstand wurde abgenommen und bei 4°C gelagert. Um verbliebene intakte Zellen
aufzubrechen, wurde das Pellet erneut in Roeder Puffer A resuspendiert und mit einem Douncer
behandelt. Nach ca. 10 bis 15 Stofsen wurde die Suspension mit dem Mikroskop iiberpriift. Gege-
benenfalls musste eine weitere Behandlung mit dem Douncer angeschlossen werden. Schliefllich
wurde erneut zentrifugiert (1500 x g, 10 min, 4°C), um die Zellkerne vom Cytoplasma abzutren-

nen. Der erhaltene Uberstand wurde verworfen, da bereits einige Zellkerne lysiert waren. Das
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Zellkernpellet wurde mit ca. 10 mL Roeder Puffer A in Zentrifugationsréhrchen iiberfiithrt und
ultrazentrifugiert (25000 x g, 10 min, 4°C). Nun wurde das Zellkernpellet eingewogen und in
1,3 pcv Roeder C low Puffer mit 0,5 mM DTT (2 M DTT Stock) resuspendiert. Die Zellkerne
wurde ebenfalls mit dem Douncer durch ca. 25 Stéfen aufgebrochen. Die Suspension wurde
anschliefsend in ein Becherglas iiberfithrt und ca. 40 min bei 4°C geriihrt. Das Fortschreiten der
Zellkernlyse wurde ebenfalls mit dem Mikroskop iiberpriift. Alle erhaltenen Fraktionen wurden
in Polycarbonat-Rohrchen tiberfiihrt (V = 26,30 mL) und die Probe mit Heptan im Verhéltnis
(1 : 10 n-Heptan : Probe) iiberschichtet. Nach Ultrazentrifugation (120000 x g, 30 min, 4°C)
wurde die wéssrige Phase von der Lipidschicht und dem Detritus abgenommen. Alle Fraktionen
wurde gegen Roeder Puffer D iiber Nacht dialysiert und Zelllysate bis zur weiteren Verwendung

bei -80°C weggefroren.

3.1.2 Immunoprizipitation

Zunéchst musste der monoklonale anti-SMN Antikorper 7B10 an die verwendete Protein-G-
Sepharose-Matrix gekoppelt werden. Dazu wurden 250 uL. Matrix zuvor viermal mit 1xPBS und
0,01% NP40 [3.1.1] gewaschen. Nach Zugabe des PBS-Puffers und Invertieren der Suspension
folgte jeweils ein Zentrifugationsschritt (2000 x g, 5 min, 4°C). Im Anschluss wurden ca. 1 mg des
Antikérpers 7B10 mit der Sepharose-Matrix gekoppelt. Dazu wurden die Beads in 15 mL PBS-
Puffer resuspendiert und mindestens eine Stunde bei RT (Raumtemperatur) im Rotor inkubiert.
Die Antikérper-gekoppelte Matrix wurde dann zweimal mit 15 mL 0,2 M Natriumborat (pH
9,0) gewaschen. Nach erneuter Resuspension in 15 mL Natriumboratpuffer wurden 30 mM
Dimethylpimelimidat (DMP) zugegeben, um den Antikérper kovalent an die Matrix zu binden.
Die funktionellen Imidoestergruppen des DMP reagieren unter basischen Bedingungen (pH 8-
10) mit den priméren Aminen von Proteinen unter Bildung von Amidbindungen. Es folgte
eine einstiindige Inkubation bei RT im Rotor. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,2 M
Ethanolamin (pH 8,0) gestoppt. Nach Zentrifugation (2000 x g, 5 min, 4°C) wurde die Matrix
erneut im Ethanolaminpuffer resuspendiert und tiber Nacht bei RT inkubiert, um alle freien
DMP-Molekiile bzw. freien Imidoestergruppen vollstdndig abzufangen. Im Anschlufs folgten drei
Waschschritte mit PBS-Puffer. Die Zellextrakte wurden nach dem Auftauen zunéchst fiir eine
Stunde bei 5000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde durch Verwendung von aseptischen
Filtern (0,45 pm) geklért. Es folgte ein Inkubationsschritt der Zellextrakte mit der Antikorper-
gekoppelten Matrix fiir drei Stunden bei 4°C im Rotor. Nach beendeter Prazipitation wurde die
Matrix intensiv mit PBS-Puffer (ohne NP40) gewaschen, auferdem folgten drei Waschschritte

mit 2xPBS-Puffer, um unspezische Interaktionen zu verringern.

3.1.3 Expression und Reinigung der rekombinanten Proteinkomplexe

Waschpuffer I pH 7.5 Waschpuffer II pH 7.5
20 mM  HEPES 20 mM  HEPES
500 mM  NaCl 300 mM NaCl

5mM  DTT 5mM  DTT
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LB-Medium
1% (w/v) Bactotrypton
Waschpuffer I pH 7.5
0,5% (w/v) Hefeextrakt
20 mM  HEPES
1% (w/v) NaCl
500 mM NaCl
(1,4% (w/v) Agar fiir LB-Agar)
5mM DIT —
- 100 pg/mL Ampicillin
20 mM  Glutathion -
25 pg/ml Kanamycin
30 pg/ml Chloramphenicol

Super-Broth-Medium
3,2% (w/v) Trypton

2%  (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) NaCl
0,5% (v/v) 1,0 M NaOH

Fiir die Expression der Proteinkonstrukte wurden 100 L BL21*(DE3) {pLysS}, pRARE, Hisg-
Gemin6-Gemin?7 [165] in pET2la RbCl kompetenten Zellen auf Eis aufgetaut. BL21(DE3)
{pLysS} kompetente Zellen erlauben eine effiziente Proteinexpression von Genen, die unter der
Kontrolle eines T7 Promoters stehen und eine ribosomale Bindungsstelle aufweisen. BL21(DE3)
{pLysS} sind lysogen fiir \-DE3, eine Phage, die das T7 Bakteriophagen-Gen I enthilt und
flir die T7 RNA-Polymerase unter der Kontrolle des Lac UV5-Promoters kodiert. Aufterdem
enthalten die Zellen ein Plasmid, pLysS, welches T7 Lysozym exprimiert. Dadurch wird der
Expressionshintergrund durch FE.coli-Gene im Vergleich zum eigentlichen Zielgen verringert.
Das zusétzlich enthaltene Plasmid pRARE kodiert fiir verschiedene tRNAs, die nur geringfiigig
bzw. gar nicht in FE.coli-Zellen vorkommen, fiir bestimmte eukaryotische Proteine jedoch un-
abdingbar sind. Das eigentlich Zielgen ist in dem pET21a-Vektor enthalten. Dieses kodiert fiir
die Proteine Gemin6 und Gemin7. Auferdem trigt das fertige Proteinprodukt Gemin6 noch
einen N-terminalen Hisg-tag mit einer Thrombinschnittstelle, die zusammen folgende Sequenz

ergeben: HgKVPRGS-Gemin6.

Nach dem Auftauen wurden 100 ng des Plasmids GST-TEV-SMN(WT) Gemin8 Gemin2
in pET28b* [165], fir die E134K- und Y272C-Mutanten Gemin2 Gemin8 GST-TEV-SMN-
(E134K/Y272C) respektiv, zu den Zellen gegeben. Nach 25 miniitiger Inkubation der Zellen auf
Eis erfolgte die Hitzeschocktransformation. Dazu wurden die Zellen fiir 45 s auf 42°C erhitzt,
anschliefsend 2 min auf Eis inkubiert und dann mit 900 pl. LB-Medium versetzt. Die Zellen
wurden nun 1 Stunde bei 37°C inkubiert und im Anschlufs auf einer LB-Agarplatte mit Kana-
mycin (Kan), Ampicillin (Amp) und Chloramphenicol (Cm) ausplattiert. Nach Inkubation bei
37°C iber Nacht wurden einzelne Kolonien ausgew#hlt und in 200 mL Super-Broth-Medium
mit Amp, Kan und Cm, 500 mM Sorbitol und 2% Glukose angeimpft. Die Kulturen wurde bei
37°C iiber Nacht geziichtet, bis sie eine optische Dichte (ODggo nm) von 1,0 bis 1,5 aufwiesen.
Jeweils 25 mL dieser Starterkultur wurden dann auf 6 x 2 L-Suber-Broth-Medium (+ Amp +
Kan + Cm + 500 mM Sorbitol + 2% Glukose + 1 mM Betain) verteilt. Nach Inkubation bei
37°C bis zu einer ODggg nm von 0,3 wurden die Zellen auf 15°C abgekiihlt und mit 0,5 mM
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IPTG bei einer OD von 0,4 induziert. Im Anschluft wurden die Zellen fiir 20 Stunden bei 15°C

kultiviert.

Nun folgte eine Zentrifugation der Zellen bei 4000 x g fiir 15 min bei 4°C. Der Uberstand
wurde verworfen und die einzelnen Zellpellets in je 40 mL Waschpuffer I resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in Greinerréhrchen transferiert und mit 1 mL 0,1 M PMSF, 1 mL Leu-
peptin/Pepstatin, 1 mL AEBSF und 1 mL Aprotinin versetzt. Das Aufbrechen der Zellen er-
folgte mit Hilfe einer Ultraschalllanze (Branson Sonifier 250) in der Einstellung 8, 50% Leistung
(entspricht 10 kHz). Dazu wurde jeweils 5 min sonifiziert und 5 min auf Eis abgekiihlt. Der

Vorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt.

Anschliefsend folgte ein Zentrifugationsschritt bei 25000 rpm in einem 45Ti-Rotor fiir 60 min
bei 4°C. Der Uberstand wurde abgenommen und in 50 mL Greinerrohrchen iiberfithrt. Jedes
Probengefafs wurde mit 2 mL Glutathion-Sepharose versetzt und mit Waschpuffer I auf 50 mL
aufgefiillt. Der Zelliiberstand wurde nun fiir 2 h mit der Matrix bei 4°C in einem Drehrad
inkubiert. Anschliekend wurde erneut zentrifugiert (2000 x g, 4°C, 10 min). Der Uberstand
wurde verworfen und die Matrix der einzelnen Greinerrdhrchen in einer Leersdule vereinigt.
Nun wurde die Matrix dreimal mit je 50 mL Waschpuffer I gewaschen, anschliefsend folgten
zwei sukzessive Waschritte mit Puffer II. Die Matrix wurde nun in zwei 15 mL Greinerrohrchen
iberfiihrt, mit 500 uL. TEV-Protease (0,9 mg/mL) versetzt und mit Waschpuffer IT aufgefiillt. Es
erfolgte eine Inkubation im Drehrad von 40 Stunden bei 4°C. Die Suspensionen wurden danach
zentrifugiert (2000 x g, 4°C, 10 min) und der Uberstand abgenommen. Anschliefend folgte eine
Resuspension der Matrix und erneute Zentrifugation. Der Uberstand wurde abgenommen und

der gesamte Vorgang dreimal wiederholt.

Zur Kontrolle des TEV-Verdaus wurden verbleibende Proteine von der Matrix durch Zugabe
von Glutathion eluiert. Auch dieser Schritt wurde dreimal wiederholt. Alle Fraktionen wurden
mit 1D-PAGE (Eindimensionale Gelelektrophorese) analysiert.

3.2 Probenvorbereitung

3.2.1 Eindimensionale Gelelektrophorese

Zur Vorbereitung der 1D-PAGE wurden die Proben zunéchst in 1x Lithiumdodecuylsulfat-
Puffer [LDS, Invitrogen| fiir 10 min bei 95°C aufgekocht und anschliefend kurz bei RT zentri-
fugiert. Um eine Kontamination mit Keratin zu verringern, wurden stets vorgefertigte Gele der
Firma Invitrogen verwendet (z.B. NuPAGE®-Gradienten-Gele mit Acrylamidgradienten von 4-
12%). Abhéngig vom verwendeten Gel wurden zwischen 20 (12well) und 30 pL (10well) Probe
aufgetragen. Zusétzlich wurden immer 5 pl eines Proteinmolekulargewichtsstandard [Mark12,
Invitrogen| aufgetrennt. Nach Einlaufen der Proben bei 50 V fiir ca. 20 min wurde die Span-
nung auf 200 V heraufgesetzt und die 1D-PAGE solange weitergefiihrt, bis die Farbfront des
Puffers das Ende des Gels erreicht hatte. Wahrend der Auftrennung befand sich die Gelappara-
tur stets bei 4°C. Nach erfolgter Auftrennung wurden die Gele entsprechend dem verwendeten
Farbeprotokoll behandelt.
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3.2.2 Silberfarbung nach Blum

Fixierer Waschls
40% (v/v) Ethanol 80 mL aschiosung
— - 30% (v/v) Ethanol 60 mL
10% (v/v) Essigsaure (100%ig) 20 mL
ad H>O 200 mL
ad H>0O 200 mL
Sensibilisierung Farbung
0,02% (w/v) NagS203x5 H,O 0,0313 g 0,1% (w/v) AgNOs O0,1lg
ad H,O 100 mL ad H,O 200 mL
Entwicklung St
3% (w/v) NayCOs 6g oppen
0,05 M EDTA 1.862¢
0,06% Formaldehyd 100 uL
ad H-O 100 mL
ad H,O 200 mL

Zur Fixierung der Proteine im Gel wurden diese mindestens 1 Stunde bzw. iiber Nacht in
40% EtOH, 10% Essigsaure inkubiert. Anschliefend folgten zwei Waschschritte fiir jeweils
20 min in 30% EtOH. Zum Abschluff wurde das Gel nochmals fiir weitere 20 min in Wasser
gewaschen. Die Sensibilisierung erfolgte fiir eine Minute mit 0,02% Natriumthiosulfat x 5 HO.
Anschliefsend wurde dreimal je 20 s mit Wasser gewaschen. Die Gele wurden dann bei 4°C fiir
20 min mit 0,1% Silbernitratlosung gefarbt. Auch nach diesem Schritt wurde erneut dreimal je
20 s mit Wasser gewaschen. Zur Verringerung des Hintergrunds nach der Entwicklung wurde
das Glasgefafs gewechselt und das Gel abschliefsend einmal fiir 1 min mit Wasser gespiilt. Die
Entwicklung erfolgte mit 3% NasCOgs, 0,05% Formaldehyd fiir maximal 10 min, dabei wurde
die Losung nach Gelbfarbung einmal gewechselt. Ein Abstoppen der Reaktion wurde durch
Inkubation in 0,05 M EDTA bewirkt.

3.2.3 Kolloidale Coomassiefarbung

Coomassielésung
34% (v/v)  Methanol 68 mL
2% (v/v)  Phosphorséure (89%ig) 4,49 mL
17%  (w/v) Ammoniumsulfat 34 g
0,066% (w/v) Coomassie G-250 1,32 g
ad H>O 200 mL

Die Anwendung von kolloidalem Coomassie bewirkte sowohl die Fixierung der Proteine im Gel,
als auch eine Blaufarbung der einzelnen Proteinbanden. Beim Ansetzen der Farbelosung war
zu beachten, dass zunédchst Methanol, Phosphorsdure und Coomassie vereint wurden. Anschlie-
fend wurde die Losung mit Wasser auf 140 mL aufgefiillt. Es folgte eine langsame Zugabe
des Ammoniumsulfats unter kréftigem Riihren. Schlieklich wurde die Losung mit Wasser auf
200 mL aufgefiillt. Das Gel wurde mindestens 2 Stunden oder iiber Nacht mit der Losung inku-

biert. Zum Entfarben des Hintergrunds wurde das Gel mehrere Stunden mit Wasser geschwenkt.
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Dabei wurde das Wassers mehrfach gewechselt.

3.2.4 In-Gel-Verdau

Puffer A Puffer B
50 mM NH,HCO; 08¢ 50% (v/v) Puffer A 50 mL
ad H.O 200 mL 50% (v/v) Acetonitril 50 mL
Dithiothreitol [DTT] Iodacetamid [TAA]
10 mM DTT 0,038 g 5 mM IAA 0,0285¢
ad Puffer A 25 mL ad Puffer A 25 mL

Nach Ausschneiden der Proteinbanden aus den angefarbten Gelen wurden diese in Verdau-
rohrchen tberfithrt. Zunédchst mussten die Gelbanden intensiv gewaschen werden, um SDS,
Coomassie und andere fiir den proteolytischen Verdau und die anschliefende LC-MS-Analyse
interferierenden Substanzen zu entfernen. Dazu wurden die Gelbanden im ersten Schritt mit
50 mM Ammoniumhydrogencarbonat fiir 10 min bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Nach Ent-
fernen des Puffers wurde dieser durch 25 mM Ammoniumhydrogencarbonat, 50% ACN ersetzt
und die Gelbanden erneut fiir 10 min bei 37°C unter Schiitteln inkubiert. Beide Schritte wur-
den einmal wiederholt. Im Anschluss erfolgte eine Reduktion der vorhandenen Cysteinbriicken
zu freien Thiolen, sowie in einem zweiten Schritt eine irreversible Alkylierung aller Cysteine.
Dazu wurden die Gelbanden zunéchst eine halbe Stunde bei 56°C mit 10 mM DTT-Puffer in
50 mM Ammoniumhydrogencarbonat inkubiert. Die freien Sulfhydrylgruppen wurden danach
durch Zugabe einer 5 mM [AA-Losung in 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat und Inkubation
bei RT 30 min im Dunkeln carbamidomethyliert. Um u.a. DTT und TAA aus den Gelbanden zu
entfernen, mussten diese erneut durch zweimalige alternierende Wiederholung der ersten beiden
beschriebenen Schritte gewaschen werden. Fiir alle bisher genannten Arbeitsschritte wurde stets
ein Volumen von 50 puL verwendet. Im Anschluss wurden die Gelbanden im Vakuum getrocknet
und gegebenenfalls bei -80°C gelagert. Fiir den tryptischen Verdau wurden 10 ulL einer Tryp-
sinlosung [12,5 ng/uL 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat| auf die getrockneten Gelbanden
gegeben. Nach 10 miniitiger Inkubation bei 4°C zum Quellen der Banden wurde der Uberstand
entfernt. Die Gelbanden wurden danach iiber Nacht bei 37°C proteolytisch verdaut.

Am néachsten Tag wurden die tryptischen Peptide mit 15 pL einer 0,1% TFA-Losung fiir 15 min
bei 37°C aus den Gelbanden extrahiert. Dieser Schritt wurde einmal wiederholt. Abschliefsend
erfolgte eine Extraktion sehr hydrophober Peptide durch Inkubation mit 0,05% TFA, 50%
ACN. Alle Extrakte wurde vereint und mittels Vakuumzentrifugation auf 15 pL eingeengt. Die
Extrakte konnten nun bei -80°C gelagert oder direkt im Anschluff durch LC-MS analysiert

werden.

3.2.5 In-Losung-Verdau

Zur Vorbereitung auf den In-Losung-Verdau mussten die Proteine zunéchst carbamidomethy-
liert werden. Dazu wurde die Proteinlosung in 10 mM DTT fiir 30 min bei 56°C inkubiert.



Kapitel 3 Methoden 65

Dann erfolgte Zugabe von 30 mM IAA. Die Proteine wurden nun fiir weitere 30 min bei RT
im Dunkeln inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion und Umsetzung von iiberschiissigem TAA
wurden erneut 10 mM DTT zugesetzt und die Proteinlésung 15 min bei 56°C inkubiert.
Anschliefsend folgte der tryptische Verdau. Dazu wurde Trypsin in einem Verhéltnis Trypsin
zu Proteinmenge von 1:20 zu der Losung zugegeben. Der Verdau wurde bei 37°C iiber Nacht
durchgefiihrt und mittels 1D-PAGE kontrolliert.

3.2.6 BCA

Zur Bestimmung der Proteinmenge der rekombinanten Proteinlosungen wurde ein BCA-Assay
durchgefiihrt. Dazu wurden drei verschiedene Verdiinnungen der Proteinlosung mit einem Ge-
samtvolumen von je 100 ul. angesetzt. Die Verdiinnungen wurde in einer Mikrotiterplatte zu
jeweils drei Replikaten a 25 pL verteilt. Zur Kalibrierung wurden fiinf verschiedene Verdiin-
nungen einer BSA-Proteinldsung eingesetzt. Auch von diesen wurden drei Replikate a 25 plL
verwendet. Fiir die Detektion wurde eine Reagenzlosung benutzt, die zu je 200 pL zeitnah zu
den Proben gegeben wurde. Diese Losung bestand aus den Reagenzien A (Bicinchonininsiu-
re) und B (Kupfer(II)sulfat), die im Verhéltnis 50 (A) : 1 (B) gemischt wurden. Die Proteine
bildeten mit den Cu?*-Ionen in alkalischer Losung einen Komplex. Dazu wurde die Mikrotiter-
platte bei 60°C fiir eine halbe Stunde inkubiert. Nach Chelatisierung und Reduktion (Cu*" zu
Cu™) durch die Bicinchonininsiure (BCA) entstand ein violetter Komplex. Dieser konnte durch
photometrische Absorption bei einer Wellenldnge von 562 nm detektiert werden. Die Konzentra-

tionsbestimmung der unbekannten Proteinprobe erfolgte im Vergleich zur BSA-Standardkurve.

3.2.7 Fallung

Zur Entfernung von Detergentien vor dem tryptischen Verdau und der LC-MS-Analyse wur-
den die Proteine prézipitiert. Dazu wurde zu einem definierten Volumen der Proteinlésung die
fiinffache Menge eiskaltes ACN (-20°C) gegeben. Nach Invertieren wurde die Losung 30 min
bei 0°C auf Eis inkubiert. Im Anschluss folgte eine halbstiindige Zentrifugation bei 20200 x g
bei 4°C. Der Uberstand wurde nun vorsichtig abgenommen und das Proteinpellet mit 100 pL
eiskaltem Aceton (-20°C) gewaschen. Abschlieffend folgte eine erneute Zentrifugation fiir 10 min
(20200 x g, 4°C). Das Aceton wurde entfernt, das Pellet bei 37°C fiir 1-2 min getrocknet und zur
Resolubilisierung in 200 mM Guanidiniumhydrochlorid in 50 mM-Ammoniumhydrogencarbonat
aufgenommen. Die Suspension wurde nun fiir 30 min bei 37°C inkubiert, um eine quantitative
Auflésung des Pellets zu gewéahrleisten. Anschlieftend folgten Carbamidomethylierung und der

tryptische Verdau.

3.2.8 Western Blot-Analyse

Zunéchst wurde ein 1D-Gel der einzelnen Fraktionen angefertigt. Als Molekulargewichtsmarker
diente der bereits gefirbte Proteinmarker SeeBlue® Plus2 [Invitrogen]. Direkt im Anschluf an
die Elektrophorese wurde das Gel auf eine PVDF-Membran geblottet. Dazu wurden das Gel,
sowie Blotting Pads und Whatman-Papiere im Transfer-Puffer [NuPAGE®, Invitrogen| aqui-
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libriert. Die PVDF-Membran wurde mit Methanol aktiviert. Fiir den Blotvorgang wurde die
XCell IT™.Apparatur von Invitrogen verwendet. Auf die Blotting Pads wurde ein Whatman-
Papier gelegt, darauf folgte das Gel, welches wiederum von einem weiteren Whatman-Papier be-
deckt wurde und anschlieffend wurde das ganze mit zwei weiteren Blotting Pads abgeschlossen.
Nach Belegen der Apparatur wurde diese mit Transfer-Puffer befiillt. Es wurde eine Spannung
von 30 V fiir eine Stunde angelegt, um die Proteine vom Gel auf die Membran zu iibertra-
gen. Anschliefend wurde die Membran eine Stunde in Blockpuffer [5% Milchpulver in 1xPBS-T
(0,01% Tween)| inkubiert, um unspezifische Antikorperbindestellen zu blockieren. Die Mem-
bran wurde dann dreimal fiir je 5 min in 1xPBS-T gewaschen und iiber Nacht bei 4°C mit dem
Primérantikorper (7B10, PRP31, pICln) inkubiert. Im Anschluf wurde die Membran erneut
dreimal fiir je 5 min mit 1xPBS-T gewaschen. Nun folgte die Inkubation mit dem Sekundéran-
tikorper (Anti-Maus IgG) fiir eine Stunde bei RT. Fiir die Entwicklung des Western Blots wurde
das ECL Kit [Pierce| verwendet. Dazu wurden die Losungen A (Peroxid) und B (Luminol) im
Verhéltnis 1:1 vermischt und fiir ca. 1-2 Minuten mit der Blotmembran inkubiert. Es folgte
Auflegen der Membran auf einen lichtsensitiven Réntgenfilm im Dunkeln und eine kurze, von
der Sensitivitdt des Antikorpers abhédngige Inkubationsphase. Die Entwicklung der Filme [CL-X
Posure™ Pierce] wurde mit dem KODAK X-OMAT-1000-Prozessor durchgefiihrt.

3.2.9 Aminosiaureanalyse

Die Aminosdureanalysen zur Gehalts- und Reinheitsbestimmung der synthetischen Peptide wur-
den als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Dazu wurde jeweils ein Peptidaliquot (200 uL a 5
pmol/uL) mittels dedizierten Pipetten und Pipettenspitzen in ein Hydrolysegefifs iiberfiihrt.
Die Proben wurden anschliefend in einer Vakuumzentrifuge lyophilisiert. Im Anschluff wurde
ein speziell fiir die Aminosdureanalytik entwickeltes Evakuierungsgeféft [siche Abb. 3.1] mit ma-
ximal zehn Hydrolysegefafien bestiickt und mit 400 uL. 6 N HCI sowie 0,1% Phenol befiillt. Die
Proben waren dabei nicht in direktem Kontakt mit der Hydrolyselosung. Das Evakuierungsgeféfs
wurde zunéchst dreimal evakuiert und danach fiir 24h bei 110°C inkubiert. Unter den gewéahlten
Bedingungen wurden die Peptide in ihre einzelnen Aminoséurenbausteine zerlegt (hydrolysiert).
Die Aminosduren W und C wurden jedoch zerstort und standen dementsprechend nicht mehr
flir eine Quantifizierung zur Verfiigung. Die Aminsduren Q und N wurden zu E bzw. D hy-
drolysiert. Nach Abschlufs der Hydrolyse wurden die Evakuierungsgefaffe zur Entfernung der
verbliebenen Hydrolyselsung evakuiert. Die Proben wurden nun mit interner Standardlésung
(10 pmol Norvalin/ Injektion Boratpuffer [Waters|) sowie 20 mM HCI versetzt. Nach kurzem
und sanften Schiitteln (max. 700 U/min) im Thermomixer wurde das Derivatisierungsreagenz
AccQ-Fluor [Waters; 6-Aminoquinolyl-N-Hydroxysuccinimidylcarbonat| hinzugegeben.

Dieses bindete unter Freisetzung von N-Hydroxysuccinimid kovalent an die freien Aminogrup-
pen der Aminosduren unter Bildung fluoreszierender Amidderivate. Uberschiissiges Reagenz
wurde mit einer Halbwertszeit von weniger als 15 Sekunden sehr schnell unter Freisetzung von
Kohlenstoffdioxid hydrolysiert, so dass bereits nach einer Minute keine weitere Derivatisierungs-
reaktionen mehr statt fanden [sieche Abb. 3.2|. Nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten bei
55°C wurden die Proben mittels UPLC [engl. Ultra Performance Liquid Chromatography; Wa-
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Abb. 3.1: Hydrolyse-Evakuierungsgefaf fiir die Aminosaureanalytik. Quelle: Cooper et al. [166]
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Abb. 3.2: Reaktionsmechanismus von 6-Aminoquinolyl-N-Hydroxysuccinimidylcarbonat mit den freien Ami-
nosauren sowie Hydrolyse von iiberschiissigem Reagenz. Wahrend der Umsetzung mit AQC werden die Amino-

gruppen unter Freisetzung von N-Hydroxysuccinimid (NHS) mit dem Reagenz derivatisiert. Die AQC-Hydrolyse
erfolgt unter Abspaltung von NHS und COxz.
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ters| aufgetrennt und detektiert. Das Injektionsvolumen betrug dabei 1 pL. Die Auftrennung
erfolgte mittels einer 2,1 x 100 mm Umkehrphasen-Trennséule aus C18 Material [AccQ-Tag Ultra
Column; Waters|. Zur Elution der Aminosduren wurde ein bindrer Gradient mit ansteigendem
ACN-Gehalt angewendet. Losungsmittel A bestand dazu aus einer Natriumacetat-Trihydrat-
Losung (Waters) und Losungsmittel B aus 100% Acetonitril. Zur Detektion mittels eines Fluo-
reszenzdetektors wurde der Durchflufl bei 250 nm angeregt (Anregungswellenlinge) und die
Emission der Molekiile bei 395 nm aufgenommen (Emissionswellenlénge).

Die Kalibrierung des Gerdtes wurde zunéchst mittels eines standardisiertem Aminosduremix
vorgenommen, welches alle detektierbaren Aminosauren mit einer Konzentration von 10 pmol/
Injektion enthielt. Dies diente sowohl zur Ermittlung der spezifischen Retentionszeiten der ein-
zelnen Aminosduren, als auch zur Kalibrierung der Quantifizierung tiber die Signalflichen. Zur
Auswertung der unbekannten Proben wurden die ermittelten Signalflichen der Aminosduren
durch die Fldache des internen Norvalin-Standards dividiert und mit der enthaltenen Menge

Norvalin (10 pmol) multipliziert.

3.3 LC-MS-Analyse

3.3.1 nanoHPLC

Die Peptidtrennung erfolgte mit einem U3000 nanoHPLC-System [Dionex|. Dazu wurden die
Proben zunéchst mittels eines automatischen Probengebers [WPS, Dionex| in 0,1% TFA auf eine
Vorsaule [HydroRP, 3 cm L., 100 pm i.D.] bei einem Fluf von 6 bis 12 pL/min (abhéngig vom
Gegendruck der verwendeten Vorsédule; der Vorsdulendruck wurde stets mit dem Druck auf der
Hauptsédule abgeglichen) appliziert. Dies bewirkte sowohl eine Aufkonzentrierung der Peptide
auf der Sdulenmatrix, als auch ein Waschen der Probe, um diese von interferierenden Salzen
zu befreien. Anschliefend wurde die Probe iiber eine Hauptséule [HydroRP, 30 cm i.L., 75 pm
1.D.] bei 250 nL/min mittels eines bindren Gradientensystems aufgetrennt. Als Losungsmittel
A wurde 0,2% Ameisensdure |[FA|, als Losungsmittel B 0,2% FA, 84 % ACN benutzt. Die
Separierung der Peptide erfolgte mittels eines linearen Gradienten, der beginnend bei 5% B
innerhalb von 40 min auf 50% B anstieg. Im Anschlufs erfolgte ein Spiilen der Sdule mit 95%
B fiir 5 min und eine Aqulibrierungsphase mit 5% B fiir 15 min. Zwischen allen Probenliufen
wurden 15 pli 0,1% TFA injektiert und Leerldaufe (engl. Blanks) duchgefiihrt, um die Séule

ausgiebig zu waschen und ein Ubertragen von Peptiden in die folgende Probe zu verhindern.
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Abb. 3.3: Im orange eingeférbten Bereich ist die Vorsdule nicht im Hauptsiulenfluss. Gezeigt ist der Gehalt an
Losungsmittel B (0,1% FA, 84% ACN).
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3.3.2 MS/MS

Fiir die MS/MS-Analyse der endogenen SMN-Komplexe wurde ein LTQ XL System [Thermo
Fisher| genutzt. Der verwendete Scanbereich dieses Massenanalysators lag im Bereich von 350
bis 2000 m/z. Nach Aufzeichnung eines Ubersichtsscans wurden die fiinf intensivsten Ionen
ausgewahlt und einer CID-Fragmentierung unterzogen. Fiir einen Messzyklus, bestehend aus
Ubersichtsscan und Fragmentionenspektren, benétigte das Geriit 0,5 s. Die m/z-Werte von
fragmentierten Ionen wurden fiir 30 s auf eine Ausschlussliste gesetzt, um mehrmaliges Messen
desselben Ions zu verhindern. Theoretisch ist es moglich, dass in dem festgelegten Zeitraum
Tonen mit identischem m/z in den Massenanalysator gelangten und daraufhin nicht fragmentiert
wurden. Allerdings konnte durch das dynamische Ausschlussverfahren gewéhrleistet werden,
dass auch niedrig abundante Peptide anstelle der finf intensivsten Ionen fragmentiert wurden,
und sich der dynamische Bereich der Analyse damit vergrofserte.

Die MS/MS-Analyse der rekombinanten SMN-Komplexe erfolgte mit einem 4000 Q TRAP
[AB Sciex]. Dieses arbeitete in einem Bereich von 380 bis 1500 m/z. Nach Aufnahme eines
Ubersichtsscans wurden hier die drei intensivsten Ionen ausgewihlt und ihr Ladungszustand
zunédchst mittels eines Enhanced Resolution Scans bestimmt. Anschliefsend wurde die gewahl-
ten Jonen sukzessive fragmentiert und ihre MS/MS-Spektren am Detektor aufgezeichnet. Auch
dieser Massenanalysator verwendete einen dynamischen Ausschluss von m/z-Werten bereits
fragmentierter Ionen. Diese wurden nach zweimaligem Messen fiir 10 s auf eine Ausschlussliste
gesetzt. Fiir einen Zyklus (1 Ubersichtsscan, 3 Fragmentspektren) benétigte die Q TRAP 1,4 s.
Die LTQ Orbitrap XL und LTQ Orbitrap Velos zeichnen sich durch sehr hohe Sensitivitat und
Auflésung aus. Daher wurden diese Massenanalysatoren zur Identifizierung semi-tryptischer
Schnittstellen verwendet. Beide Geréte arbeiteten in einem Massenbereich von 350 bis 2000
m/z. Die Ubersichtsspektren wurden mit einer Auflésung von 60.000 akquiriert. Polydimethyl-
cyclosiloxan [(Si(CHs)20)¢H ™| mit einem m/z von 445,120030 wurde als lock mass zur internen
Kalibrierung genutzt. Dadurch konnte die bereits sehr hohe Massengenauigkeit beider Gerdten
(<10 ppm ohne lock mass) nochmals signifikant verbessert werden (< 2 ppm mit lock mass).
Ahnlich wie beim LTQ XL wurde stets ein Ubersichtsscan mit fiinf Fragmentionenspektren
aufgezeichnet, wobei die Aufzeichnung von MS und MS/MS-Spektren durch Verwendung von
Orbitrap (MS) und LTQ (MS/MS) parallel erfolgt. Die dynamische Ausschlusszeit betrug bei
beiden Geréiten 20 s nachdem ein Ion einmal fragmentiert wurde. Fiir einen Scanzyklus bendti-
gen beide Orbitrap-Instrumente weit unter 2 s. Allerdings erlaubt die LTQ Orbitrap Velos eine
nahezu doppelt so schnelle MS/MS-Akquisition durch Wegfall des Prescans, der bei der LTQ
Orbitrap XL zur Bestimmung der Ioneninjektionszeit angewandt wurde, sowie durch schnellere
Isolierung der Ionen in der Niedrigdruckionenfalle und effizientere Fragmentierung in der Hoch-
druckfalle und verbesserte Ionentransmissionsraten aufgrund der Implementierung einer neuen
Tonenoptik (S-lens) [siche Abb. 1.9] [113].

Neben der Generierung von MS/MS-Spektren wurden beide Orbitrap-Geriate dazu verwendet,
markierungsfreie Quantifizierung durchzufiihren. Dazu wurden stetig Uberssichtscans ( Full-MS
Modus) aufgezeichnet ohne die Tonen zu fragmentieren und entsprechende MS/MS-Spektren zu

akquirieren. Die Spektren wurden im Anschluss mit dem Qualbrowser der Xcalibur Software
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[Thermo Fisher| ausgewertet.

3.3.3 MRM

Selected/Multiple Reaction Monitoring ist eine Analysemethode mit hoher Spezifitét und Selek-
tivitat. Fiir diese Anwendung benétigt man Triple Quadrupol Geréte, wie das 4000 Q TRAP
oder das TSQ Vantage. Im Vorfeld der Messung werden spezifische Peptidion/Fragmention-
Paare, sogenannte Ubergéinge, definiert. Innerhalb des ersten Quadrupols selektiert das Gert
nach den m/z der definierten Peptidionen indem es Wechsel- und Gleichspannung entsprechend
der m/z-Frequenz anpassst. Alle weiteren unspezifischen Peptidionen werden nicht beriicksich-
tigt, da sie aufgrund instabiler Flugbahnen den ersten Quadrupol nicht passieren kénnen. Nach-
dem die Peptidionen den ersten Quadrupol durchlaufen haben, gelangen sie in den zweiten der
insgesamt drei Quadrupole. Dort erfolgt die Fragmentierung der Mutterionen durch Kollision
mit einem Stofsgas (Stickstoff). Analog zum ersten Quadrupol wahlt der dritte Quadrupol das
vorher definierte Fragmention aus. Unspezifische Fragmente kénnen diesen Quadrupol nicht
passieren. Nach Durchquerung der dritten Zelle gelangt das Ion in den Detektor und erzeugt

dort ein Signal, welches an einen Computer tibermittelt wird [sieche Abb. 1.11].

3.3.3.1 4000 Q TRAP

Abhéngig von der Auflésung des ersten und letzten Quadrupols ist die Selektivitit eines MRM-
Ubergangs variabel. Je niedriger die Auflosung, desto mehr unspezifische Ionen gelangen zum
Detektor. Beim Q TRAP Massenanalysator waren beide Quadrupole auf unit kalibriert. Dies
bedeutet eine Auflésung von etwa 1700 mit einer Signalhalbwertsbreite von 0,6 Da bei einem
m/z von 1000. Haufig konnten unspezifische Signale beobachtet werden, die eine Interpretation
und akkurate Quantifizierung der Spektren erschwerten. Eine zu hohe Auflésung fiihrte jedoch
im Gegensatz dazu, zu Signalintensitdtsverlusten, wodurch die Detektion niedrig abundanter
Ionen erschwert wurde.

Die Duwell Time, die Zeit, die das Gerit pro MRM-Ubergang benétigt, betrug fiir alle MRM-
Ubergénge 20 ms. Je hoher diese Zeit ist, desto linger akkumuliert das Massenspektrometer
die Signale der Ionen am Detektor, dementsprechend wird das Signal/Rauschverhéltnis ver-
bessert und Interferenzen niedrig-abundanter Ionen mit unspezfischen Ionen werden verringert.
Allerdings verliert man durch zu hohe Dwell Time-Werte auch Datenpunkte fiir die einzelnen
Elutionspeaks, da pro Zeiteinheit weniger Datenpunkte aufgezeichnet werden koénnen. Damit
einhergehend verliert man gegebenenfalls wichtige Informationen fiir die Genauigkeit der Quan-
tifizierung (reale Signalform fiir eine exakte Integration des Peaks). Die Dwell Time sollte al-
so entsprechend mit der Qualitdt der Auflésung der vorgeschalteten nano-HPLC abgeglichen
werden, so dass man ca. 10 Datenpunkte pro Peptidpeak erhélt. Auflerdem muss die Anzahl
an definierten Peptidion/Fragmention-Paaren beriicksichtigt und moglicherweise eingeschrankt
werden, so dass ein Gesamtzyklus nicht linger als ca. 1,5 s dauert (entspricht ungefahr 75
MRM-Ubergéngen & 20 ms Dwell time) [137,139].

Die Verwendung von schedulded MRM (sMRM) erlaubt eine retentionszeitabhéngige Aufzeich-

nung und damit eine Erfassung von hunderten MRM-Ubergéngen innerhalb eines einzigen Laufs.
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Voraussetzung ist aber die Kenntnis der Retentionszeit sowie eine reproduzierbare nano-HPLC,
die es erlaubt moglichst kleine Zeitfenster zu definieren. Da in dieser Arbeit nur insgesamt 19
verschiedene Peptide beobachtet wurden mit jeweils 3 bis max. 6 Ubergéingen (abhingig vom
Peptid), war eine retentionszeitabhéngige Analyse nicht notwendig. Aufierdem erschwerte die
Verwendung von nicht-kommerziellen (nicht gepriiften) Vor- und Hauptséulen die Anwendung
dieser Methode, da fiir jede neue Séule zunéchst die Retentionszeiten der einzelnen Peptide neu

erfasst werden miissten.

MRM-Uberginge fiir die Messung am 4000 Q TRAP wurden u.a. festgelegt durch MS/MS-
Akquirierung des zu betrachtenden Peptids und die Auswertung der erhaltenen Spektren hin-
sichtlich intensiver Signale mit moglichst hohen m/z-Werten (wenn moglich > 400 m/z) von
y- oder b-Tonen. Die Wahrscheinlichkeit unspezifische, nicht Peptid-zugehorige Signale aufzu-
zeichnen, steigt mit sinkendem m/z-Wert aufgrund der Korrelation mit der Zahl enthaltener
Aminosiuren und der wahrscheinlichen Ubereinstimmung sehr kurzer Sequenzen mit anderen
Peptiden. Die Einzigartigkeit eines Peptids hinsichtlich m/z und Aminoséuresequenz steigt mit

hoheren m/z-Werten.

Konnten durch diese Vorgehensweise keine idealen MRM-Uberginge definiert werden, wurde
der MS-Product Algorithmus des ProteinProspector (http://prospector.ucsf.edu/prospector/)
zur Vorhersage der moglichen y- und b-Ionen verwendet. Diese wurden dann sukzessive am 4000
Q TRAP Gerét auf ihre Spezifitdt und Signalintensitit getestet.

Im weiteren Vorgehen wurde jeder einzelne Ubergang durch Direkteinspritzung der syntheti-
schen AQUA-Peptide hinsichtlich Kollisionsenergie (CE) und Declustering Potential (DP) op-
timiert, um eine ideale Peptidfragmentierung, sowie maximale Signalintensititen zu erreichen.
Zur Optimierung der CE wurden beide Quadrupole auf den jeweiligen Ubergang festgelegt (m/z
von Vorlaufer- und Fragmention) und die CE unter gleichzeitigem Aufzeichnen der Signalin-
tensitat sukzessive erhoht. Die daraufhin erzeugte Auftragung ,Intensitit in Abhéngigkeit der
CE” erlaubte das Ablesen des Signalmaximums und die Zuordnung der entsprechenden CE.
Ahnlich wurde fiir das Festlegen des DP-Optimums verfahren. Das DP bezeichnet dabei den
Prozess der Dissoziation von Peptidionenclustern in der Orifice Region des Massenanalysators
(Einlass). Dementsprechend wurde nur die Intensitidt des m/z des Vorlduferions aufgezeichnet

und die Hohe des DP sukzessive verédndert, um ein entsprechendes Signalmaximum zu erhalten.

Mit den erhaltenen Werten bzgl. m/z von Vorlaufer- und Fragmentionen, CE und DP wur-
den entsprechende Methoden programmiert, die zur weiteren Analytik des SMN-Komplexes

angewandt wurden.

Weitere Optimierungen betrafen die ESI-Spraystabilitdt des 4000 Q TRAP. Dazu wurde sowohl
der Stickstoffstrom, als auch die angelegte Spannung der Nadel vor jeder Analytik (zusammen-
gehoriger Block von LC-MS-Laufen) und beim Wechsel der Nadel neu eingestellt. Auferdem
wurde durch ein T-Stiick ein konstanter Fluss von ca. 100 nL/min 0,2% FA, 84% ACN post
column iiber eine zweite HPLC-Pumpe mit Flow Splitter zugefiihrt, um ein Einbrechen des
Sprays bei niedrigem organischem Anteil und durch den Durchbruch der Vorsédule (0,1% TFA)

zu verhindern.

Um den linearen Bereich der jeweiligen Peptide festzulegen, wurden Verdiinnungsreihen der
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Peptide angefertigt, mit der Multiquant-Software ausgewertet (Bestimmung der Peakflichen)
und mit MS Excel die lineare Regression bestimmt. Fiir einige Peptide war bei einer Konzen-
tration > 200 fmol/15 uL 0,1% TFA eine Séttigung des Systems (nano-LC und MS-Gerit)
zu erkennnen bzw. bei einer Konzentration < 10 fmol/15 L 0,1% TFA nur unzureichende Si-
gnalintensitdten festzustellen. Aus diesem Grund wurde fiir die Analytik des SMN-Komplexes
nur mit Konzentrationen zwischen 10 bis 200 fmol AQUA-Peptid pro Injektion gearbeitet. Fiir
die quantitative Analyse der nativen Peptide wurden jeweils MRM-L&ufe von 3 bis 4 Injek-
tionen mit unterschiedlichen Konzentrationen an zugespikten AQUA-Peptiden akquiriert und

ausgewertet.

3.3.3.2 TSQ Vantage

Das TSQ Vantage besitzt eine héhere Auflésung als das 4000 Q TRAP. Eine hohe Auflésung
geht allerdings haufig auf Kosten der Signalintensitit. Aus diesem Grund wurde nur der erste
Quadrupol des TSQ Vantage auf eine Peakhalbwertsbreite von 0,2 m/z gesetzt, wahrend der
dritte Quadrupol eine Einstellung von 0,7 m/z besaf. Die Scanzeit pro Ubergang wurde auf 10
ms eingestellt. Im Vergleich zu den 4000 @ TRAP Messungen waren die Spektren wesentlich
rauschiarmer und die Sensitivitdt um eine Grofenordnung héher [siehe 4].

Die Festlegung von MRM-Ubergéingen am TSQ Vantage erfolgte durch Direkteinspritzung der
synthetischen AQUA-Peptide, da mittels diesen Gerits keine MS/MS-Spektren zur Auswertung
erzeugt und ausgewertet werden konnten. Zur Ermittlung von optimalen MRM-Ubergéingen
wurde zunéchst eine maximale CE sowie das entsprechende m/z des Vorlduferions festgelegt.
Ein Algorithmus erhdhte nun in definierten Schritten die CE bis zum festgelegten Maximum
und ermittelte die m/z-Werte aller erhaltenen Fragmentionen. Im direkten Anschluss wurden
die intensivsten Fragmentionen automatisch ausgewéhlt (die Anzahl war abhéngig von der
Einstellung durch den Benutzer) und die einzelnen Ubergéinge hinsichtlich CE optimiert. Als
Ergebnis erhielt man eine Aufstellung mit allen ermittelten Werten, die wiederum dazu dienten

entsprechende Methoden fiir die nachfolgende Analytik zu programmieren.

3.3.4 Datenbanksuche

Fiir die Spektreninterpretation der MS/MS-Analysen wurde der Rohdatensatz zunédchst in das
sogenannte Mascot Generic File (mgf)-Datenformat umgewandelt. Fiir die Umwandlung der
4000 Q TRAP-Daten wurde ein Plugin der Software Analyst 1.4 [Ab Sciex| verwendet (mas-
cot.dll plug-in 1.6b5). Ionen mit Ladungen > +5 wurden entfernt, ebenso Spektren mit 0,1%
der Maximalintensitdt oder weniger als fiinf Signalen. Die Signale wurden zentroidiert und dei-
sotopisiert. Die mgf-Generierung der LTQ Orbitrap XL-, LTQ Orbitrap Velos- sowie der LT(Q
XL-Daten erfolgte mittels des Xcalibur [Thermo Fisher| Plugins extract msn. Analog der Pa-
rameter des Analyst 1.4 Plugins wurden auch hier nur Spektren mit mehr als fiinf Signalen
ausgewdhlt. Statt einer Minimalintensitdt wurde hier ein Minimum Signal/Rausch-Verhéltnis
von 3 angegeben.

Die generierten mgf-Dateien konnten im Anschluss mit Hilfe des Suchalgorithmus MASCOT ™
(MASCOT Deamon 2.2.2) gegen eine Datenbank gesucht werden. Im Allgemeinen wurde hier
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die SwissProt-Datenbank (Nov.2009: 512994 Eintrige) verwendet. Als Taxonomie wurde ge-
nerell, mit Ausnahme der MS/MS-Analyse der rekombinanten SMN-Komplexe, Homo Sapiens
ausgewahlt. Die Zahl der iiberlesenen Schnittstellen lag bei eins. Methioninoxidation wurde als
,variable” und Cysteincarbamidomethylierung als ,fixe” Modifikation selektiert. Es wurden nur
zwei- und dreifach geladenen Ionen betrachtet. Der Fehler fiir m/z der Peptidvorlaufer- und der
Fragmentionen war abhingig von der Wahl des Massenanalysators. Die 4000 Q TRAP-Daten
wurden mit je (Mutter- und Fragmentionen) einem Fenster von 0,4 Da gesucht. Im Gegensatz
dazu wurden Daten der Orbitrap-Gerdte mit einer Massenabweichung von 10 ppm bezogen
auf die Peptidvorlaufer analysiert. Fiir die Auswertung der MS/MS-Daten von LTQ XL, LTQ
Orbitrap XL und LTQ Orbitrap Velos ein Fenster von 0,5 Da gewéhlt.

3.3.5 Datenauswertung
3.3.5.1 MS/MS

Fiir die MS/MS-Identifizierungen wurden nur Peptide oberhalb eines bestimmten MASCOT
Schwellenwertes Sp Threshold Score betrachtet. Dieser Wert bedeutet, dass mit einer Wahr-
scheinlichkeit von 5% eine falsch-positive Identifikation erhalten werden kann. Aufgrund des lo-
garithmischen Zusammenhangs -10 x LOG1o(P) (P = Wahrscheinlichkeit fiir eine falsch-positive
Identifizierung) tendiert die Wahrscheinlichkeit mit steigendenem MASCOT Score weiter gegen
Null (Sp + 10 entspricht nur noch einer Wahrscheinlichkeit von 0,5%).

Der Wert Sp ist abhéngig von den ausgewéhlten Parametern im Zuge der Datenbanksuche. Der
Wert steigt mit der Datenbankgrofse, als auch mit der Anzahl der zu beriicksichtigen, variablen
Modifikationen sowie mit sinkender Messgenauigkeit.

Fiir die Orbitrap-Daten lag dieser Wert meistens bei ca. 25, die Q TRAP Daten hingegen zeigten
einen Schwellenwert von 45. Die Auswertung der LTQ-Daten bezog sich auf einen Score von ca.
35.

Fiir die Proteinidentifizierung wurden nur solche Treffer beriicksichtigt, die durch mindestens
zwei unterschiedliche Peptide mit dem genannten Score verfiziert werden konnten. Peptidspek-
tren von Proteinen mit weniger als flinf verschiedenen Peptididentifikationen wurden manuell
validiert. Dazu wurde die Qualitat der Spektren hinsichtlich Identifizierung aller hohen m/z-
Signale des Spektrums, sowie mdoglichst vollstandiger y- und b-Ionenserien mit entsprechenden

Intensitéten (Signal-Rausch-Verhéltnis) eingeschétzt.

3.3.5.2 MRM

Die Auswertung der MRM-Daten erfolgte mittels der Softwares Multiquant 1.2 [Ab Sciex| und
Pinpoint 1.0 [Thermo Fisher|. Dazu wurden Rohdaten geladen und die zugeordneten Peakfla-
chen hinsichtlich Retentionszeit manuell validiert. Die Flichen der einzelnen Ubergéinge wurden
aufsummiert und die Listen in MS Excel 2007 exportiert. Fiir die Quantifizierung wurden die
Werte der leichten Peptide relativ mit denen der AQUA-Peptide verglichen.
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4 FErgebnisse

4.1 Zellkern-Cytoplasma-Fraktionierung mittels eines

modifizierten Roeder-Protokolls

Da der SMN-Komplex laut verschiedener Publikationen sowohl im Zellkern, als auch im Cyto-
plasma lokalisiert ist und seine verschiedenen Komponenten dabei unterschiedliche Lokalisati-
onsmuster aufweisen, d.h. abweichende Stéchiometrien fiir Zellkern und Cytoplasma festzustel-
len sind, ist es essentiell, vor der Anreicherung des Komplexes die nukleédre und die cytoplas-
matische Fraktion zu trennen. Damit kann eine Differenzierung der womdoglich unterschiedlich
konstituierten SMN-Komplexe gewahrleistet werden.

Die Fraktionierung erfolgte nach einem modifizierten Roeder-Protokoll von Dignam et al. [167].
Dieses beruht auf der mechanischen Lyse der Zellen mit Hilfe eines sogenannten Douncers
lengl. Glaspistill]. Scherkréfte, die beim Homogenisieren entstehen, zerstéren sowohl Zellen als
auch Zellkerne [siche Abb. 4.1]. Im ersten Schritt werden zunéchst nur die Zellwénde aufgebro-
chen. Die Zellen liegen wahrend dieser Behandlung in einem hypotonen Niedrigsalzpuffer vor,
der aufgrund von Osmose diese zum Quellen bringt. Nach anschliefender Zentrifugation und
Pelletierung der zuriickbleibenden intakten Zellen und Zellkerne werden diese in einem hyper-
tonen Hochsalzpuffer resuspendiert. Wahrend dieser Hochsalzextraktion werden alle 16slichen
Komponenten osmotisch aus den Zellkernen freigesetzt. Der Aufschluss wird durch eine weite-
re mechanische Behandlung mit dem Douncer unterstiitzt, verbleibende Zelltriimmer werden

durch erneute Zentrifugation entfernt.

N

Abb. 4.1: Unter Verwendung eines Douncers werden die Zellen/Zellkerne aufgrund mechanischer Scherkréifte
lysiert und die Proteine freigesetzt [167].

Zunéachst wurde das Protokoll hinsichtlich Reinheit der einzelnen Fraktionen mittels Western

Blot getestet. Dabei konnte festgestellt werden, dass eine ausschliefslich mechanische Lyse der
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HeLa-Zellen nicht den erwiinschten Erfolg zeigt, da bereits beim Aufbrechen der Zellwénde
ein signifikanter Anteil an Zellkernen zerstort wird und sich die Fraktionen dementsprechend
durchmischen. Deshalb wurden verschiedene Detergentien fiir die chemisch-physikalische Lyse
der Zellen getestet. Als idealer Lysepuffer bewéahrte sich dabei der Zusatz von 0,3% Nonyl-
phenoxylpolyethoxylethanol [NP40] bewéahrt [siche Abb. 4.2| [168]. Nach Optimierung des Pro-
tokolls wurden zu drei verschiedenen Zeitpunkten jeweils sechs Liter HeLa-Zellen geerntet. Die
Suspensionen wurden zentrifugiert und die Zellen mit 1xPBS-Puffer gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen in Anlehnung an das modifizierte Roeder-Protokoll aufgear-
beitet. Die Zugabe von NP40 bewirkt eine sanfte Lyse der Zellen, in dem das nicht-ionische
lipophile Detergenz die Zellwdnde durch Bildung von Mischmizellen solubilisiert. Dazu wurde
die Zellsuspension eine halbe Stunde bei 4°C langsam geriihrt. Das Fortschreiten der Zelllyse
wurde mit dem Mikroskop iiberpriift. Aufgrund der sanften chemisch-pysikalischen Lyse blieben
stets auch intakte Zellen zuriick. Um diese zusammen mit den Zellkernen von der cytoplasma-
tischen Fraktion abzutrennen, wurde die Suspension zentrifugiert. Anschliefend mussten nun
die im Pellet verbleibenden intakten Zellen von den Zellkernen getrennt werden. Dazu wur-
de das Zell/Zellkern-Material nochmals in hypotonen Lysepuffer resuspendiert und erneut ho-
mogenisiert (Douncer), sowie in einem weiteren Zentrifugationsschritt die intakten Zellkerne
abgetrennt. Diese wurden im einem hypertonen Puffer resuspendiert und nach einer Inkubati-
onsphase mit dem Douncer behandelt. Um den resultierenden nukleoplasmatischen bzw. cyto-
plasmatischen Uberstand von restlichen Zelltriimmern und Lipiden zu befreien, wurden beide
Fraktionen nach Zugabe von n-Heptan ultrazentrifugiert. Die hydrophoben Lipide (z.B. Fett-
sauren) losten sich dabei in der organischen Phase, wihrend sich die membranbildenden Lipide
(z.B. Phospholipide oder Sphingolipide) in der Interphase zwischen organischer und wéssriger
Phase absetzten. Letztere wurde vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und in einen Dialy-
seschlauch umgefiillt. Die Entfernung stérender Lysepufferkomponenten erfolgte durch Dialyse
iiber Nacht gegen einen physiologischen 1xPBS-Puffer (pH 7,4) [siche Kap. 3.1.1].

Cytoplasma

Zellkerne

Abb. 4.2: Unter Verwendung von autophilen Detergentien wie NP40 werden die Zellen lysiert, wiahrend die
Zellkerne stabil bleiben [168].

Die so erhaltenen Fraktionen wurden mittels Western-Blot-Analyse untersucht und die Prote-
inkonzentrationen durch Bradford-Bestimmung ermittelt. Es wurden jeweils Antikérper eines
nukledren Markes [PRP31, Uniprot Accession Nummer Q8WWY3| und ein Antikorper gegen
ein cytoplasmatisches Protein [pICln, siehe Kap.1.2.10] verwendet.

Wie in Abbildung 4.3 zu erkennen ist, konnte unter Anwendung dieser Methoden eine akkurate
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Abb. 4.3: Western-Blot-Analyse der Zellkern- und Cytoplasmafraktionen mittels Antikérper gegen einen cyto-
plasmatischen (pICln) und einen Kernmarker (PRP31) [Original siche Abb. 7.1 in Kap. 7].

Zellkern-Cytoplasma-Trennung erreicht werden.

4.2 Anreicherung des SMN-Komplexes durch

Co-Immunoprazipitation

Eine Anreicherung des SMN-Komplexes erfolgte anhand von Co-Immunoprézipitation. Dazu
wurde eine Protein-G-Sepharose-Matrix verwendet, die nach Aquilibrierung in 1xPBS mit 0,01%
NP40 mit dem 7B10-Antikérper gegen SMN inkubiert wurde. Durch Zugabe von Dimethylheptan-
1,7-diimidatdihydrochlorid [DMP] erfolgte eine kovalente Kopplung des Antikorpers an die Ma-
trix. Dieser Schritt ist aufgrund der stabilen Bindung der Antikorper (F.-Teil) an die Matrix
nicht zwingend erfoderlich, er verhindert im weiteren Verlauf jedoch eine zu hohe Konzentration
storender IgG-Peptide und erleichtert so nach Elution und tryptischem Verdau des Proteinkom-
plexes die LC-MS-Analyse. Im Anschlufs an ein abermaliges Waschen mit 1xPBS + 0,01% NP40
folgte die Inkubation der Matrix mit den zuvor aus Hela-Zellen gewonnenen Zellkern- und
Cytoplasmafraktionen. Abschliefsend wurde erneut intensiv mit 1xPBS gewaschen. Auf NP40,
welches dhnlich wie das Detergenz Triton, enorm mit den folgenden LC-MS-Analysen interfe-
riert, indem es zum einen das Sdulenmaterial belegt und desweiteren durch intensive Signale zu
einer Uberlagerung des LC-MS-Chromatogramms fiihrt, wurde in diesem Fall verzichtet. Die
erhaltenen Fraktionen wurden mit Western-Blot-Analyse [siehe Abb. 4.4] gegen SMN getes-
tet und mit Hilfe von 1D-PAGE analysiert. Da im Laufe der qualitativen LC-MS/MS-Analyse
ein sehr hoher Hintergrund unspezifischer Proteine und geringe Signalstérken der eigentlichen
SMN-Komplex-Peptide identifiziert wurde, mussten weitere Waschschritte mit héheren NaCl-
Konzentrationen (280 mM) angeschlossen werden, um diese unspezifischen Interaktionen zu ver-
ringern. Im Vergleich zum Hintergrund wéren die Konzentrationen der gesuchten Peptide sehr
niedrig ausgefallen und hétten so nicht akkurat quantifiziert werden kénnen, da aufgrund einer
Uberladung des Saulenmaterials nur eine begrenzte Menge Probenmaterial eingesetzt werden
konnte. Die Verwendung hoherer Salzkonzentrationen hingegen half, den Hintergrund unspezi-

fischer Interaktionen zu verringern, wobei die Komplexkomponenten weiterhin stabil vorlagen
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Abb. 4.4: Western-Blot-Analyse (anti-SMN Antikorper 7B10) der durch Co-Immunoprizipitationen angerei-
cherten SMN-Komplexe aus den Zellkern- und Cytoplasmafraktionen [Original sieche Abb. 7.2 in Kapitel 7].

und nicht mit abgereichert wurden [sieche Abb. 4.6]. Aus Publikationen ist bekannt, dass fast alle
Komponenten des SMN-Komplex bei NaCl-Konzentrationen von bis zu 500 mM stabil assoziiert

vorliegen [2]. Ausnahmen sind die Sm-Proteine SmB/B’ und D3 sowie das Protein Gemin5, die
bei 500 mM (SmB/B’, SmD3) bzw. 1,5 M (Gemin5) NaCl fast vollstandig dissoziieren.

4.3 Expression und Reinigung des in vitro gebildeteten

rekombinanten SMN-Komplexes

Die Expression und Reinigung des rekombinanten SMN-Komplexes erfolgte in Kooperation mit
dem Labor von Prof. Dr. Utz Fischer [Lehrstuhl fiir Biochemie, Universitat Wiirzburg|. Es wur-
de ein E.coli-Stamm verwendet, der bereits das kodierende Plasmid fiir das Gemin6-Gemin7-
Heterodimer enthielt (B121*(DE3) {pLysS}, pRARE, Hisg-Gemin6-Gemin?7 in pEt21a). Dieser
E.coli-Stamm wurde durch Hitzeschock mit einem Plasmid (GST-TEV-SMN(WT)_Gemin8
Gemin2 in pET28b), welches fiir die Proteine SMN, Gemin2 und Gemin8 kodiert, transfor-
miert. Das enthaltene SMN-Konstrukt exprimiert ein Fusionsprotein aus Full length-SMN und

A

?®

HelLa
ctrl.-IP
7B10-IP

SMN - === &=

123

Abb. 4.5: Western Blot 7B10-IP [Abb. nach Meister et al. [1]]: Meister et al. zeigten eindeutig die Spezifitit
des Antikérpers 7B10 gegen SMN. 1 WB gegen Komplett-HeLa-Lysat 2 Kontroll-IP ohne 7B10 3 7B10-IP.
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Abb. 4.6: LC-MS-Analyse der SMN-IP vor und nach Waschen: Der Hintergrund unspezifischer Interaktionen
ist vor dem Waschen (schwarz) mit erhohter NaCl-Konzentration wesentlich hoher. Nach dem Waschen (rot) ist
der Hintergrund signifikant verringert trotz Einsatz von bis zu fiinffacher Menge an Probenmaterial und damit
hoheren SMN-Komplex-Peptid-Konzentrationen (siehe Beispiel TPQEYLR).
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Glutathion-S-Transferase, zusétzlich behinhaltet das Proteinprodukt eine TEV-Protease-Er-
kennungssequenz. Nach Anzucht auf Agarselektionsplatten wurden Plasmid-positive Kolonien
ausgewdhlt, in einem Superbroth-Medium angeimpft und die Expression durch Zugabe von
IPTG iiber Nacht induziert. Nach Ernte und Lyse der Zellen wurde das Zelllysat mit einer
Glutathion-Sepharose-Matrix inkubiert und der so angereicherte pentamere SMN-Komplex an-
schliefend durch Zugabe von TEV-Protease wieder von dieser eluiert [siche Abb. 4.7|. Die TEV
Protease ist eine aus dem Tobacco Etch Virus gewonnene Cystein-Protease, die mit sehr hoher
Spezifitdt und hoher Umsetzungrate an der Sequenz ENLYFQG zwischen den Aminosduren Q
und G schneidet.

NH,
H :
R N OH SMN_G2_G8-G6-G7-Proteinkomplex
‘O/Y\S W M
OH (¢] O
oo et R
Glutathion-Sepharose @l
o

TEV-Protease-Konsensussequenz:
Elution des SMN-Komplex

Abb. 4.7: Prinzip des GST-Pull Downs: GST-SMN bindet an die Glutathion-Matrix. Der SMN-Komplex kann
dann durch Zugabe von TEV-Protease nativ eluiert werden.

Neben einem Wildtyp-Komplex (WT) wurden auch zwei SMN-Komplexe mit bekannten Punkt-
mutationen im Zusammenhang mit spinaler Muskelatrophie (E134K [Tudordoméne| und Y272C
[keine bekannte Doméne, moglicherweise Zusammenhang mit Gemin3|) exprimiert und ge-
reinigt. Im Anschluss erfolgte, zur Entfernung von Proteinverunreinigungen aus den F.coli-
Zellen sowie der verwendeten TEV-Protease, zundchst ein weiterer Reinigungsschritt mittels
Saccharosegradientenzentrifugation (15-45%). Im Laufe der Analysen erwies sich jedoch, dass
Saccharose inhibierend auf den tryptischen Verdau wirkt. Da fiir die qualitative Analyse haupt-
séchlich zielgerichtete Methoden wie S/MRM verwendet wurden, die unspezifischen Hintergrund
ausblenden, wurde somit auf diesen Schritt verzichtet. Die Konzentration der gesuchten Peptide

war dennoch ausreichend, um eine akkurate Quantifizierung zu erzielen.

Die gewonnenen Komplexe wurden mittels 1D-PAGE und anschliefslender MS/MS-Identifikation
untersucht. Bereits durch 1D-PAGE-Analyse liefs sich dabei aufzeigen, dass Gemin6 und Gemin7
in der Y272C-Mutante unterreprisentiert sind. Da Gemin8 ein dhnliches Molekulargewicht wie
Gemin2 aufweist und damit wiahrend der 1D-PAGE-Analyse mit diesem co-migriert, konnten
keine eindeutigen Unterschiede der beiden Proteine fiir die drei verschiedenen Komplexe fest-
gestellt werden. Die SMN-Abundanz ist fiir alle rekombinanten Komplexe analog [siche Abb.
4.8].
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Abb. 4.8: 1D-PAGE-Analyse der rekombinanten Komplexe (WT, E134K, Y272C). Die markierten Proteinban-
den wurden am 4000 Q TRAP analysiert [siche Tabelle 7.2 in Kap. 7]

4.4 Massenspektrometrische qualitative Analyse der

angereicherten SMN-Komplexe

4.4.1 LC-MS/MS-Analyse des endogenen SMN-Komplexes mit der LTQ XL

Fiir die massenspektrometrische Analyse der nativen Komplexe aus Zellkern und Cytoplasma
wurden zunéchst alle Replikate mit 1D-PAGE aufgetrennt und geméfs Winkler et al. silber-
gefarbt [169]. Alle erkennbaren Proteinbanden wurden ausgeschnitten, gewaschen und tryp-
tisch verdaut. Die erhaltenen Peptide wurden aus den Gelbanden extrahiert, auf einem U3000-
nanoHPLC-System separiert und online mit einem LT(Q XL Massenanalysator identifiziert [sie-
he Tab. 7.1]. Die erhaltenen Fragmentionenspektren wurden mittels des MASCOT ™. Algorithmus
gegen eine humane SwissProt-Datenbank (Version 57.10 von 04.11.2009 mit 512205 Eintrégen)
gesucht.

Die LC-MS/MS-Analyse beider Komplexe konnte die Aussage der Western-Blot-Analyse bzgl.
der Zellkern-Cytoplasma-Fraktionierung bestétigen und der Hauptteil an unspezifischen Inter-
aktionspartnern der jeweiligen Zellfraktion zugeordnet werden [siche Tab. 7.1 in Kap. 7|. Insge-
samt wurden in der Zellkernfraktion 97 Proteine identifiziert, 26 hiervon waren rein nukleéren
Ursprungs (laut Uniprot-Klassifikation), 47 Proteine waren sowohl dem Cytoplasma, als auch
dem Zellkern zugeordnet, und lediglich 17 weitere Proteine wurden aus anderen Subkomparti-
menten wie Cytoskelett, Mitochondrien oder Endoplasmatischen Retikulum (ER) angereichert.
Die Anzahl cytoplasmatischer Proteine belief sich auf 7.

Ein ahnliches Ergebnis konnte fiir die cytoplasmatische Fraktion (99 Proteine) erzielt werden.

20 Proteine waren laut der Datenbanksuche rein cytoplasmatische Proteine, 49 Proteine waren
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sowohl dem Zellkern, als auch dem Cytoplasma zugeordnet. 26 Proteine resultieren aus anderen
Subkompartimenten (Cytoskelett, Mitochondrien oder ER). Lediglich 4 Proteine waren hier
rein nukleér.

Ein Vergleich beider Kompartimente (Zellkern und Cytoplasma) zeigte eine Ubereinstimmung
von insgesamt 60 verschiedenen Proteinen [siche Abb. 4.10|. Unter diesen Proteinen konnten
alle Bestandteile des SMN-Komplexes wiedergefunden werden, als auch Proteine, die im direk-
ten Zusammenhang mit der Funktion des SMN-Komplexes stehen (z.B. Ul snRNP 70 kDa,
snRNA Exporterprotein, LSm11, Ul snRNP A NCBP1). Aufserdem wurde unspezifische Inter-
aktoren identifiziert, die héufig in Zusammenhang mit Co-IPs angereichert werden (durch die
Sepharosematrix oder IgG-Interaktionen) wie z.B. Tubuline, Actin und Chaperone. Desweite-
ren wurden Proteine gefunden, die ebenfalls mit Doménen &hnlich derer des SMN-Komplexes
wechselwirken (z.B. DDBI1 wird im Zusammenhang mit WD-repeat-Proteinen genannt, besitzt
selbst aber keine WD-repeats).

m Zellkern/Cytoplasma

m Zellkern

m Cytoplasma

m Mitochondrien

B Endoplasmatisches Retikulum

M Cytoskelett

Abb. 4.9: Lokalisation der identifizierten Proteine von cytoplasmatischer (links) und nukledrer Fraktion (rechts).
Eine Auflistung der Proteine ist in Tab. 7.1 in Kap. 7 zu finden.

= (Cytoplasma

m Zellkern

Abb. 4.10: Anzahl der identifizierten Proteine in Kern- und/oder Cytoplasmafraktion. Sechzig Proteine beider
Fraktionen sind identisch und kénnten entsprechend eine direkte oder indirekte Assoziation mit dem SMN-
Komplex andeuten.

4.4.2 LC-MS/MS-Analyse der rekombinanten SMN-Komplexe mit der 4000
Q TRAP

Die rekombinant exprimierten und angereicherten Proteinkomplexe wurden ebenfalls mittels
LC-MS/MS untersucht. Dazu erfolgte zundchst eine Proteinkonzentrationsbestimmung iiber
einen BCA-Assay. Anschliesend wurden die Proben mittels 1D-PAGE aufgetrennt und mit kol-

loidalem Coomassie gefdarbt [siche Abb. 4.8]. Die entsprechenden Proteinbanden wurden aus-
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Abb. 4.11: 1D-PAGE der Kern- und Cytoplasmafraktion. Die gekennzeichneten Proteinbanden wurden iiber
LC-MS/MS analysiert.

geschnitten und gewaschen. Es folgten Reduktion und Alkylierung der Cysteinbriicken, sowie
tryptischer Verdau iiber Nacht. Die entstandenen Peptide wurden am Folgetag extrahiert, die
Peptidlosung mittels eines U3000-nanoHPLC-Systems separiert und iiber online-Kopplung mit
einem 4000 Q TRAP Massenspektrometer analysiert. Die Auswertung der erhaltenen MS/MS-
Spektren erfolgte unter Zuhilfenahme des MASCOT™.Suchalgorithmus ohne Eingrenzung der
Taxonomie gegen die SwissProt-Datenbank [siche Tab. 7.2|.

Alle fiinf Bestandteile des SMN-Core-Komplexes konnten identifiziert werden. Die Analyse
resultierte aufierdem in der Identifikation verschiedener FE.coli-Proteine, die {iberwiegend am
Translationsapparatus beteiligt sind. Aufserdem konnte noch ein Fragment der TEV-Protease
identifiziert werden, welche zur Spaltung des angereicherten Komplex von der GST-Sepharose-

matrix diente.

4.5 Optimierung der Probenvorbereitung fiir die quantitative

Analyse

4.5.1 Elution von der Prizipitationsmatrix

Fiir die Optimierung der Elution der angereicherten nativen Proteine von der Antikorper-
gekoppelten Matrix wurden verschiedene Protokolle getestet [siehe Abb.4.12]. Die verwendeten
Elutionspuffer sollten dabei hinsichtlich ihrer Effizienz dhnliche Ausbeuten wie die klassische
Elution mit SDS aufweisen, auferdem im Gegensatz zum ionischen Detergenz SDS kompati-
bel mit den anschlieffenden LC-MS-Analysen sein. SDS hat zudem den Nachteil, dass eine zu
hohe Konzentration durch Denaturierung des Verdauenzyms inhibierend auf den tryptischen

Verdau wirkt (sehr geringe Konzentration von SDS bis 0,1% konnen die Enzymaktivitiat sogar
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heraufsetzen), sowie zu starken Retentionszeitshifts wihrend der HPLC-Auftrennung fiithren

“— " 950% ACN/ 1% TFA Matrix

kann.
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Abb. 4.12: 1D-PAGE-Analyse der getesteten Elutionspuffer. Es wurden sowohl die Uberstéinde nach Elution,
sowie die verbleibende Matrix aufgetragen. Als Kontrolle diente eine Probe, die in LDS-Puffer [Invitrogen]
aufgekocht und anschliefend inklusive der Matrix auf das Gel aufgetragen wurde.

Es wurde unter anderem ein Glycin/HCI-Puffer verwendet, der durch starke Verringerung des
pHs zur Denaturierung der Proteine und damit zu deren Elution fithren sollte. Ein anderer
Ansatz hatte das Ziel, durch Reduktion mit DTT und anschliefender Alkylierung mit IAA
sowohl die Cysteinbriicken im angereicherten Proteinkomplex zu zerstéren und dadurch eine
strukturelle Entfaltung zu bewirken, als auch die Bindung der schweren und leichten Ketten des
7B10-Antikérper untereinander, welche ebenfalls wie in allen Antikérpern iiber Cysteinbriicken
erfolgt, zu 16sen. In einem dritten Ansatz wurde ein Puffer mit hohem organischem Anteil sowie
hoher Konzentration an Ionenpaarreagenz getestet (50% ACN, 0,1% TFA), der ebenfalls eine
Denaturierungs-bedingte Elution herbeifiihren sollte.

Es zeigte sich, dass sowohl der Weg iiber die Reduktion und Alkylierung, als auch die Ver-
wendung von stark organischem Elutionspuffer keine effizienten Methoden darstellen, um den
angereicherten Proteinkomplex von der Matrix zu eluieren.

Behandlung mit Glycin/HCIl-Puffer fiihrte zwar zur Elution des Proteinkomplexes, allerdings
war diese nicht effizient genug, um eine vollstdndige, quantitative Elution des Komplexes zu
bewirken. So zeigte ein Vergleich mit herkémmlicher SDS-Elution (inkl. Entsalzung mittels
SPE(Solid Phase Extraction)-Kartuschen) per LC-MS/MS-Analyse, dass die betrachteten Pro-
teine/Peptide in der Elution mit Glycin/HCI eine wesentlich niedrigere Abundanz aufwiesen im
Vergleich zur SDS-Elution bei gleicher Menge an Probenmaterial [siche Abb. 4.13].

In einem weiteren Experiment wurde der SMN-Komplex direkt auf der Matrix iiber Nacht
tryptisch verdaut. Nach anschliefender 1D-PAGE-Analyse der Matrix wurde festgestellt, dass
eine markante Fraktion unverdauter Proteine noch auf der Matrix zu finden war [sieche Abb.
4.14]. Auch eine MRM-Analyse der Trypsin-Elution im Vergleich zur SDS-Elution zeigte, dass
die Konzentration der gesuchten Peptide zu niedrig fiir eine akkurate Quantifizierung war.

Als Konsequenz dieser Analysen wurde daher die herkémmliche Methode der SDS-Elution ge-

wahlt, um den Proteinkomplex von der Matrix zu l6sen. Zur Vermeidung der bereits genannten
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Abb. 4.13: LC-MS/MS-Analyse der Glycin/HCL- und SDS-Elution. Beide Fraktionen wurden mit der Orbitrap
XL analysiert. Eine Auswahl an betrachteten Peptiden wurde mit dem Qual Browser ausgewertet und die
jeweiligen Hohen der Signalintensitéten (keine Peakflichen, da MS/MS-Ansatz) normiert auf Gesamtintensitit
von 100% dargestellt. Im Vergleich zur SDS-Elution werden durch eine pH-Ernierdrigung nur geringe Ausbeuten
(Signalintensitéten) der betrachteten Proteine erreicht.
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Abb. 4.14: 1D-PAGE Tryptischer Verdau der Komplexe von der Matrix: Die SMN-Komplex-gekoppelte Matrix
wurde mit Trypsin versetzt und iiber Nacht bei 37°C verdaut. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenom-
men und die Matrix mittels 1D-PAGE analysiert (4). Zum Vergleich wurde eine analoge Probenmatrix mit
dem SDS-Elutionspuffer behandelt. Der Uberstand wurde ebenfalls abgenommen und der verbliebene Matrix
mit 1D-PAGE analysiert (3). Zum Vergleich wurde der pentamere rekombinante Wildtypkomplex (1), sowie der
unverdaute Uberstand der SDS-Elution (2) mitaufgetragen. Der tryptische Verdau von der Matrix ist unvoll-
standig.

Nachteile hinsichtlich LC-MS-Kompatibilitdt sowie Inhibierung des tryptischen Verdaus, wur-
den Methoden getestet (Proteinféllung, Proteinaufkonzentrierung), um das SDS weitestgehend
quantitativ zu entfernen. Zusétzlich wurde die Methodik mit SDS noch verfeinert, um eine voll-
stdndige Elution zu gewéhrleisten. Dazu wurde die Affinitdtsmatrix 15 min bei 95°C aufgekocht
und anschlieRend der Uberstand mit sogenannten Gelloader-Spitzen vollstéindig abgenommen.
Fiir die 1D-PAGE-Analyse wurde die Matrix zuvor nochmals mit 1xPBS gewaschen [siche Abb.
4.21 in Abschnitt 4.6].
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4.5.2 Abreicherung von LC-MS-imkompatiblen Detergentien bei der
Probenvorbereitung

Detergentien wie SDS koénnen bei Probenaufarbeitung Probleme verursachen. Unter anderem
resultieren sie in einer Inhibierung des tryptischen Verdaus oder verschieben die Retentionszei-
ten bei der anschlieffenden nanoHPLC-Auftrennung. Um diese negativen Effekte zu verhindern,
miissen die Detergentien im Zuge der Probenaufarbeitung entfernt werden. Dafiir gibt es zum
einen die Moglichkeit der Proteinfallung, bei der die Proteine einer Probe nach Zugabe von
beispielsweise organischen Reagentien prazipitiert werden. Die Detergentien bleiben in Losung
und kénnen nach Zentrifugation mit dem Uberstand entfernt werden. Des Weiteren kann ein
Pufferaustausch angewendet werden. Zu diesem Zweck werden Probengeféifie mit einer Filter-
einheit (Amicon Ultra-0.5, Ultracel-10 Membrane, 10 kDa; Fa. MILLIPORE) genutzt. Wahrend
der Zentrifugation werden die Proteine auf dem Filter zuriickgehalten, die Pufferlésung jedoch
entfernt. Nach héufigem Verdiinnen mit Detergenz-freiem Puffer kann die Konzentration der
unerwiinschten Chemikalien soweit verringert werden, dass sie bei der Probenaufarbeitung kei-
ne interferierenden Effekte mehr verursachen. Fiir eine quantitative Analyse ist es jedoch von
Bedeutung, dass die Proteine wahrend bzw. nach diesen Arbeitsschritten vollstandig resolubi-
lisiert werden konnen. Héaufig beobachtet man jedoch Verluste von kleineren Proteinen (< 10
kDa, abhéngig von deren Sekundérstruktur kénnen diese den Filter passieren), weshalb eine Op-
timierung der géngigen Protokolle unter Verwendung von Standardproteinen (BSA, Carbonic
Anhydrase, a-Casein, -Lactoglobulin) durchgefiihrt wurde.

Fiir die Fallungen wurde das entsprechende Reagenz zur Proteinlosung gegeben, gemischt und
fiir eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. Anschliefsend folgte eine halbstiindige Zentrifugati-
on bei 4°C. Der Uberstand wurde abgenommen und das Proteinpellet mit eiskaltem Aceton
gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet getrocknet und in einem geeigneten
Puffer (200 mM Guanidinium-HCI, 50 mM NH4HCO3) resolubilisiert. Fiir die verwendeten Fal-
lungspuffer wurden zunéchst verschiedene Reagenz:Probe-Verhéltnisse untersucht und mittels
1D-PAGE (hier nicht gezeigt) analysiert. Die Prazipitation mittels TCA zeigte eine Optimum
bei einem Verhéltnis Reagenz:Probe von 1:5. Fallungen mit ACN wurden mit der fiinffachen
Menge an ACN im Vergleich zum Probenvolumen durchgefiihrt.

Bei Verwendung von 72%-Trichloressigsiaure (TCA) zeigte sich, dass kleinere Proteine nicht
quantitativ prézipitieren. Dieser Nachteil konnte bei Gebrauch von Acetonitril umgangen wer-
den. Auch liefs sich zwar ein Verlust von Proteinen beobachten, dieser war jedoch fiir alle Pro-
teine, unabhéngig ihres Molekulargewichts, relativ konstant (Mittelwert = 77%). Im Gegensatz
dazu fithrte der Einsatz von Filtereinheiten zwar zu einem geringeren Verlust von Proteinen
hoheren Molekulargewichts; dhnlich der TCA-Prézipitation wurden kleinere Proteine jedoch
nicht quantitativ auf dem Filter zuriickgehalten. Diese Methode erwies sich also ebenfalls als
nicht praktikabel [siche Abb.4.15].

4.5.3 Optimierung des tryptischen Verdaus

Eine quantitative Analyse beruht auf der Annahme eines vollstdndigen und spezifischen pro-

teolytischen Verdaus. Daher ist es von grofser Bedeutung, diesen Prozessschritt zu optimieren
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Abb. 4.15: 1D-PAGE-Analyse der Fallungsoptimierung an Standardproteinen: Die Proben wurden stets in der
Reihenfolge: Kontrolle und anschlieffend zwei bis drei Replikate der prézipitierten oder filtrierten Proteine auf-
getragen. Fiir die Farbung wurde kolloidales Coomassie genutzt, da es eine Endpunktfarbung darstellt, die eine
Quantifizierung der Proteinbanden mit der Software ImagelJ erlaubt. Die Diagramme zeigen die Bandenintensitéa-
ten der Replikate im Vergleich zur Kontrolle, auf die normalisiert wurde [ImageJ-Rohdaten siehe Abb.7.3,7.4,7.5
in Kap. 7].

und aufzuzeichnen. Um dies zu realisieren, wurde ein Proteinmix aus fiinf bovinen Standard-

proteinen (BSA, Glutamate Dehydrogenase, Carbonic Anhydrase, 3-Casein, (-Lactoglobulin)

verwendet.
Tab. 4.1: Zusammensetzung des Standardproteinmix fiir die Verdauoptimierung.
Protein MW [gmol!] Mengeproteinmix [/€]
BSA [P02769] 69,293 100
Glutamate Dehydrogenase [P00366] 61,512 100
Carbonic Anhydrase [Q1LZA1] 28,822 100
B-Casein [P02666] 25,107 100
B-Lactoglobulin [P02754] 19,883 100

Um die Kompatibilitdt des Probenpuffers aus der Aufreinigung der rekombinanten Proteine fiir
den tryptischen Verdau zu testen, wurde der Standardproteinmix zunéchst mit dem Saccharose-
puffer (20%) verdiinnt und entsprechend fiir den Verdau vorbereitet (Carbamidomethylierung).
Nach Zugabe von 0,025 pg Trypsin zu 0,5 pg des Proteinmix und einer Inkubation bei 37°C

iiber Nacht konnte allerdings keine enzymatische Aktivitdt der Protease festgestellt werden.
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Derselbe Puffer wurde ohne den Zusatz von Saccharose hergestellt und der Proteinmix ein wei-
teres Mal tryptisch verdaut. Dazu wurden unterschiedliche Mengen an Trypsin eingesetzt. Die
Fraktionen des tryptischen In-Losung-Verdaus wurden durch eine 1D-PAGE-Auftrennung und
anschliefsender Silberfarbung nach Blum, sowie mittels LC-MS/MS-Analyse untersucht. Am ef-
fizientesten und reproduzierbarsten (hinsichtlich LC-MS/MS-Analyse) war der Verdau bei Ver-
wendung eines Trypsin-Protein-Mengenverhéltnisses von 1:20 [siche Abb. 4.16]. Der Zusatz von
Acetonitril wahrend des Verdaus konnte zwar einige Peptidintensitdten erhohen, resultierte aber
wihrend der LC-MS/MS-Analyse [siche Tab.7.3] in einer geringeren Sequenzabdeckung der ent-
haltenen Proteine im Vergleich zum 1:20-Verdau. Der in wissenschaftlichen Publikationen haufig
genannte zweistufige Verdau zeigte keine reproduzierbaren Ergebnisse und ist deshalb ebenfalls
nicht fiir eine anschlieffende quantitative Analyse geeignet. Das Trypsin:Protein-Verhéltnis von
1:50 konnte zwar hinsichtlich Reproduzierbarkeit iiberzeugen, die Analyse ergab jedoch eine
verhdltnismafig hohe Zahl semi-tryptischer und iiberlesener Schnittstellen im Vergleich zum

1:20-Verdau, der dhnliche Peptid-Scores und Proteinsequenzabdeckungen zeigte.

Des Weiteren wurde ein Trypsinreaktor getestet, bei dem Trypsin kovalent an eine Sdulenmatrix
gekoppelt vorlag. Es erfolgte ein Verdau bei Raumtemperatur sowie beim Temperaturoptimum
der Protease von 37°C. Bei beiden Bedingungen konnte im Anschluss noch unverdautes Protein
bei der 1D-PAGE-Kontrolle identifiziert werden. Die LC-MS/MS-Analyse beider Fraktionen
erbrachte zudem vergleichsweise wenig Peptididentifikationen [siehe Tab.7.3], so dass auch dieser

Ansatz verworfen wurde.

Nach Optimierung mittels des Standardproteinmix wurde der rekombinante Wildtypkomplex
analog verdaut (inkl. Carbamidomethylierung) und einer LC-MS/MS-Analyse mit Hilfe der
LTQ Orbitrap XL unterzogen. Die Daten wurden mit dem MASCOTT™.-Suchalgorithmus gegen
die SwissProt-Datenbank verglichen. Es konnte festgestellt werden, dass viele Peptide semi-

tryptische Schnittstellen aufwiesen.

Um eine Abschétzung iiber den Gehalt dieser Schnittstellen im Vergleich zur korrekten Peptid-
sequenz zu erhalten, wurden die m/z semi-tryptischer Peptide mit dem Qualbrowser (Thermo
Fisher) ausgewertet und mit den tryptischen Peptiden verglichen [siehe Tab. 4.3]. Das Peptid
SMNT1 zeigte dabei einen sehr intensiven Bruch an der sterisch gehinderten Aminosédure Pro-
lin. Da die Retentionszeit des semi-tryptischen Peptids mit der des tyrptischen Peptids exakt
iibereinstimmt, ist es sehr wahrscheinlich, dass dieser Bruch durch Gasphasenfragmentierung
beim Eintritt der Peptide in die Quelle entsteht und nicht bereits in der Probe enthalten war
[sieche Abb. 4.17|. Eine Vorhersage mittels des TheorChromo-Algorithmus [170] ergibt fiir bei-
de Peptide zwar &hnliche, aber doch eindeutig unterschiedliche Retentionszeiten. Auch andere
prolinhaltige Peptide zeigten intensive Bruchstiicke an der starren Aminoséaure Prolin mit iden-
tischen Retentionszeiten zur tryptischen Peptidsequenz. Die ungewiinschte Gasphasenfragmen-
tierung (engl. in-source decay) kann zustande kommen, wenn die Einstellung des Gasdrucks an
der Quelle des sogenannten Curtain-Gases zu hoch ist bzw. die Peptide sehr labile Bindungen

aufweisen (z.B. post-translationale Modifikationen).

Alle ausgewahlten Peptide des SMN-Komplexes wurden bzgl. semi-tryptischer Schnittstellen
und post-translationaler Modifikationen mit dem MASCOT™.-Suchalgorithmus untersucht (Car-
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Abb. 4.16: Optimierung des tryptischen Verdaus. Bei Anwesenheit von Saccharose wird das Enzym Trypsin
inhibiert und die Proteine bleiben unverdaut (1). Dieselbe Probe ohne Saccharose wurde in unterschiedlichen
Trypsin:Protein-Verhéltnissen verdaut (2). Das Mengenverhéltnis Trypsin:Protein von 1:20 zeigt die hochste
Reproduzierbarkeit bei der LC-MS/MS-Analyse (in der 1D-PAGE-Darstellung sind Unterschiede im niedrig-
molekularen Bereich zu erkennen). Die Darstellung der HPLC-Auftrennung zeigt zwei aufeinanderfolgende Liufe
des 1:20 Verdaus als Overlay in Blau und Schwarz. Die rote Linie zeigt den Verlauf des bindren Losungsmittelgra-
dienten mit Bezug auf Losungsmittel B (0,1% FA, 84% ACN). Die 1D-PAGE-Analyse (3) zeigt die Anwendung
eines Trypsinreaktors (Trypsin-gekoppelte Sdulenmatrix) bei unterschiedlichen Temperaturen. KTRL: diesselbe
Menge einer unverdauten Probe Proteinmix.
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Abb. 4.17: Semi-tryptisches Peptid von SMN1: die analogen Retentionszeiten sprechen fiir eine Gasphasen-
fragmentierung wahrend der Ionisierung in der Quelle.
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bamidomethylierung als fixe Modifikation) und mit dem Qualbrowser hinsichtlich Signalinten-
sitaten analysiert [siehe Tab. 4.2|. Es wurde auch solche Sequenzen in die Analyse einbezogen,
deren Score unter dem Signifikanzschwellenwert lagen. Auferdem ist zu beachten, dass eine
solche Analyse nur einen qualitative Einschidtzung darstellt, da Signalintensitéiten verschiede-
ner Peptidsequenzen nicht direkt miteinander verglichen werden kénnen, um korrekte Aussagen

hinsichtlich Konzentration der Peptide in der Probe zu erhalten.

Tab. 4.2: Mittels LTQ Orbitrap XL identifizierte semi-tryptische oder iiberlesene Schnittstellen der zur Quan-
tifizierung verwendeten Peptide. Alle enthaltenen Cysteine sind entsprechend der Probenvorbereitung carba-
midomethyliert. Es wurde auf die korrekten Sequenzen normiert (fett gedruckt = 100%). Dies kann aber al-
lenfalls als Naherung betrachtet werden, da einige Sequenzen unterhalb des Signifikanzthresholds identifiziert
wurden und ein direkter Vergleich unterschiedlicher Peptidsequenzen hinsichtlich Signalintensitit nicht moglich
ist (unterschiedlicher Ionisierungsgrad / Fragmentierungseigenschaften etc.). Es wurden nur Signalhdhen (keine
Peakflachen) betrachtet, da MS/MS-Experiment.

Peptid Sequenz m/z RT  Signalintensitét %
LGPGKPGLK 433,78 22,76 5,40E+07 100%
PGKPGLK 348,72 22,74 1,30E+07 24%
SMN1 LGPGKPGLKF 507,31 32,99 3,38E+05 1%
LGPGKPGLK (Acetylierung / Trimethylierung) 454,78 29,92 4,97TE+05 1%
ETCVVVYTGYGNR 759,36 31,38 5,18E+05 100%
VYTGYGNR 465,23 20,27 5,45E+05 105%
TGYGNREEQNLS 684,31 20,94 1,60E+4-06 309%
TGYGNREEQNLSD 741,82 21,13 7,37TE+05 142%
VYTGYGNREEQNL 771,86 27,79 4,72E+04 9%
GNREEQNLSDLLSP 786,39 37,60 1,49E+-05 29%
GNREEQNLSDLLSPIC 92295 41,03 9,95E+04 19%
TGYGNREEQNLSDLLSP 946,95 38,58 1,36E+05 26%
GYGNREEQNLSDLLSPI 952,97 42,76 8,22E 04 16%
TGYGNREEQNLSDLLSPI 1003,50 42,67 2,53E+07 4884%
GNREEQNLSDLLSPICEV 1037,00 43,59 1,03E+06 199%
SMN2 GNREEQNLSDLLSPICEVA 1072,51 43,82 1,00E+05 19%
YTGYGNREEQNLSDLLSPI 1085,02 43,33 4,96E+04 10%
GNREEQNLSDLLSPICEVAN 1129,53 44,72 2,72E+05 53%
VYTGYGNREEQNLSDLLSPI 1134,56 43,87 1,57E+4-05 30%
TGYGNREEQNLSDLLSPICEV 1197,56 43,93 1,13E+06 218%
TGYGNREEQNLSDLLSPICEVA 822,39 44,11 1,43E+4-05 28%
TGYGNREEQNLSDLLSPICEVAN 1290,10 42,99 1,77E+05 34%
VYTGYGNREEQNLSDLLSPICEV 886,08 44,78 4,04E+04 8%
GNREEQNLSDLLSPICEVANNIEQ 914,77 45,67 6,35E+04 12%
ETCVVVYTGYGNREEQNLSDLLSPI 952,79 45,32 1,563E+4-05 30%
GNREEQNLSDLLSPICEVANNIEQNAQ 1019,15 46,66 4,47E+04 9%
TGYGNREEQNLSDLLSPICEVANNIEQNA 1083,51 47,81 2,10E+04 4%
TGYGNREEQNLSDLLSPICEVANNIEQNAQ 1126,19 47,01 5,40E+04 10%
DFTPELGR 467,73 31,72 5,22E+07 100%
TPELGR 336,69 31,72 5,25E+05 1%
. FTPELGR 410,22 29,23 6,56E+05 1%
Gemin2 1
—" TERDFTPELGR 610,31 28,56 1,72E+06 3%
GERDFTPELGR 638,82 28,86 2,18E+06 4%
TPQEYLR 453,74 25,51 5,21E+07 100%

Gemin2 2 PQEYLR 403,21 25,53 2,34E+06 4%
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Tab. 4.2: Fortsetzung

Peptid Sequenz m/z RT  Signalintensitét %
VQDLIEGHLTASQ 705,87 32,97 1,45E4-07 100%
, VQDLIEGH 455,73 27,41 4,86E+07 335%
Gemin6 1
- IEGHLTASQ 47824 27,75 1,68E+-06 12%
VQDLIEGHL 512,28 35,44 1,88E+-06 13%
GPLEWQDYIYK 706,35 41,72 9,83E+06 100%
GeminG 2 KGPLEWQDY 568,28 35,31 2,62E+07 267%
emin
- GPLEWQDYIY 642,3 44,62 6,80E+05 7%
KGPLEWQDYIYK 7704 37,50 2,59E 106 26%
. GPDGFSR 368,18 19,38 1,27E+4-07 100%
Gemin7 1
- GPDGFSRG 396,69 19,48 4,59E+05 4%
Gemin8 1 QYFAETER 522,24 24,99 5,18E+06 100%
. LYGDSAAK 412,71 17,91 4,65E+06 100%
Gemin8 2
- RLYGDSAAK 490,76 16,26 2,08E+06 45%
LFILDEADK 532,29 37,75 5,35E4-06 100%
LFILDEADKL 588,83 44,17 1,20E+06 22%
LFILDEADKLLEEGSFQ 984 49,09 3,78E+04 1%
Gemin3 1 ILDEADKLLEEGSFQ 853,92 38,74 8,53E-+04 2%
ILDEADKLLEEGSFQEQINWIY 885,44 47,18 9,06E+04 2%
ILDEADKLLEEGSFQEQINWIYSSLPASK 1108,56 48,24 8,80E+04 2%
Gemin3 2 VLISTDLTSR 552,82 32,87 1,33E+4-07 100%
. TNPSVSSLLQR 601,32 33,13 6,71E+06 100%
Gemind 1
- TNPSVSSL 402,71 28,76 5,28 E+05 8%
Gemin5 1 TSVFLVR 411,25 34,51 8,77TE+05 100%
Gemin5 2 ELNEDVSADVEER 752,84 26,40 1,97E+06 100%
Unrip? EFLVAGGEDFK 606,3 35,30 1,42E+-06 100%
nr
P EFLVAGGEDFKLY 744,37 43,14 5,33E+04 4%

4.5.4 Verringerung von Adsorptionseffekten niedrig abundanter Peptide an
Oberflachen

Die Analyse von niedrig konzentrierten Peptidlosungen liefert haufig nicht zufriedenstellende
Ergebnisse aufgrund von Adsorptionseffekten an den Oberflichen der Reaktionsgefifie und der
HPLC, z.B. an den Edelstahlstatoren, die verwendet wurden, da bioninterte Titaniumstatoren
nicht fiir die Verwendung bei 60°C, die Temperatur bei der die Auftrennung statt findet, aus-
gelegt sind. Grund sind die in Titanstatoren verwendeten Tefzel® Rotoren, deren thermische
Stabilitdt nur bis 50°C zertifiziert ist. Beim Einsatz von Edelstahlrotoren werden stattdessen
PEEK-Rotoren verwendet, die eine hohere thermische Stabilitiat aufweisen. Der beschriebene
Peptidverlust ist abhédngig von der Hydrophobizitét der entsprechenden Peptidsequenzen. So
wiesen einige Peptide keine Adsorption auf, die Signalintensitdten anderer Peptide unterlagen
jedoch starken Schwankungen. Solche Effekte kénnen zwar durch den Einsatz von sogenann-
ten LoBind-Reaktionsgefiafen (spezielle Polypropylensorte, die eine Anhaftung, Denaturierung

von Proteinen/Peptiden unterbindet) reduziert werden, verhindern aber nicht die Anhaftung
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der Peptide an Oberflichen (Edelstahlstatoren, PEEK-Kapillare, Fused Silica-Kapillare etc.)
innerhalb der HPLC.

Um den Verlust durch Adsorption von Peptiden zu verringern, wurde die Zugabe verschiedener
hydrophober, natiirlich vorkommender Peptide zu den zu analysierenden Proben getestet. Glu-
cagon ist ein Peptidhormon, das fiir die Regulation des Blutzuckerspiegels eine wichtige Rolle
spielt. Die Verwendung von Glucagon in der zu analysierenden Probe, fithrte zu Verbesserungen
hinsichtlich Signalintensitit und mit der erhohten Wiederfindung von Peptiden einhergehend
zu verbesserten Signal-Rausch-Verhéltnissen. Um den Einflufs von Oberflichen innerhalb der
HPLC, mit denen das Peptidgemisch bei der Auftrennung in Kontakt kommt (Kapillare, Stato-
ren, Rotoren etc.), zu untersuchen, wurden Proben verglichen, bei denen lediglich die Proben-
gefafe mit Glucagon gespiilt wurden und solche, bei denen das hydrophobe Peptid direkt in die
Probe gegeben wurde und zusammen mit den Peptiden der Probe aufgrennt wurde. Es konnte
gezeigt werden, dass ein signifikanter Anteil der Peptide erst durch die Auftrennung innerhalb
der HPLC verloren geht [siehe Abb. 4.19].

Im Laufe weiterer Analysen wurde jedoch deutlich, dass Glucagon trotz seiner hohen Hydro-
phobizitat [RT = 42,7 Vorhersage mittels des Algorithmus TheorChromo| [170] mit Signalen
von Peptiden interferiert, die im spéteren Verlauf des Gradienten eluieren. Obwohl bei der MS-
Analyse die Peptid-spezifische MRM-Methode angewandt wurde, konnte das Glucagonsignal
aufgrund &hnlicher m/z-Werte im Vergleich der zu analysierenden Peptide nicht vollstédndig
ausgeblendet werden.

Um diesen Nachteil zu umgehen, wurde in allen nachfolgenden Analysen Melittin eingesetzt.
Dieses aus Bienengift gewonnene Peptid ist noch hydrophober [RT = 47,1 min Vorhersage
mittels des Algorithmus TheorChromo] [170] als Glucagon und zeigte keine Interferenzen mit
anderen Peptidsignalen. Der anti-adhésive Effekt von Melittin und Glucagon ist, abhingig von
Konzentration und Art der zu analysierenden Peptide, unterschiedlich stark ausgeprégt [siehe
Abb. 4.18].
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Abb. 4.18: Einflufs von hydrophoben Additiven auf die Signalintensitit von Peptiden: Bei héher konzentrierten
Peptiden bzw. komplexen Proben ist der Gebrauch von LoBind Reaktionsgeféfien ausreichend. Niedrig abundante
Peptide zeigen einen Anstieg der Intensititen beim Einsatz von Glucagon oder Melittin. Der Zusatz von 1ug/mL
Melittin ist optimal. Die Zahlen 1 bis 3 entsprechen unterschiedlichen MRM-Ubergiingen desselben Peptids
(Vorlduferion/Fragmention-Paar).

In dieser Hinsicht konnten beim Vergleich der AQUA-Peptide ohne und mit Einsatz von Me-
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Abb. 4.19: MRM-Analyse des AQUA-Peptids DFTPELGR (1 fmol) ohne und mit Zusatz von Glucagon.
- Probe ohne Glucagon -+- Spiilen des Probengeféifies mit Glucagon, zusédtzlicher Waschschritt + Spiilen des
Probengefifies mit Glucagon ohne zusitzliches Waschen + 0,1/ 1/ 10 ug/mL Glucagon direkt in der Probe.

littin starke Unterschiede festgestellt werden. Zwar korreliert auch ohne Zusatz von Melittin
die Signalintensitdt mit der eingesetzten Konzentration, allerdings ist der Anstieg der Regres-
sionsgeraden wesentlich kleiner als nach Zuspiken von Melittin. Im Gegensatz dazu wurde fiir
andere Peptidsequenzen keine Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Proben (mit und oh-
ne Melittin) identifiziert werden. Die Vermutung liegt nahe, dass bestimmte Peptidsequenzen
eine stiarkere Adsorption an Oberflichen zeigen, als andere. Der grofste Effekt auf die Wie-
derfindungsrate konnte bei hydrophilen Peptiden festgestellt werden. Eine mogliche Erklarung
ist die Abséttigung von Oberflichen nach Wasch- und Aquilibrierungszyklus der Sdule durch
diese friih eluierenden Peptide. Fiir die quantitativen Analysen der rekombinanten und endo-
genen SMN-Komplexe wurde daher stets Melittin mit einer Endkonzentration von 1 pg/mL

zugegeben.

4.6 Quantifizierung des endogenen SMN-Komplexes

Zur Quantifizierung der nativen SMN-Komplexe mussten diese zuvor von der Affinitdtsmatrix
eluiert, geféllt und verdaut werden. Im Rahmen der Probenvorbereitung wurden die genannten
optimierten Arbeitsschritte verwendet. Dementsprechend wurde der Komplex zuerst mit einem
1% SDS-Elutionspuffer von der Matrix eluiert, anschliefend wurde dieser durch Zugabe des
fiinffachen Volumens von Acetonitril geféllt. Das Proteinpellet wurde dann in einem 200 mM
Guanidiniumpuffer resuspendiert, carbamidomethyliert und anschlieffend tryptisch iiber Nacht
verdaut. Wie in Abb. 4.21 dargestellt, konnte der Komplex reproduzierbar aufgearbeitet und
schlieflich vollstandig verdaut werden.

Die Strategie zur Quantifizierung des SMN-Komplexes beruht auf der bereits erwdhnten AQUA-
Methode. Dazu werden synthetisch erzeugte stabilisotopenmarkierte Peptide, die in ihrer Se-
quenz ausgewahlten Peptiden der nativen Proteine gleichen, zu der Probe gegeben. Diese wurden
dann im Anschluss durch die MRM-Methode analysiert und quantifiziert. Aufferdem wurden
verschiedene markierungsfreie Methoden getestet. Fiir die AQUA-Methode mussten nun zu-
néchst geeignete proteotypische Peptide ausgewéhlt werden. Die Peptide sollten dabei moglichst
vielen Kriterien entsprechen [genaue Auflistung von Spezifikationen fiir die Auswahl geeigne-
ter Peptide siehe Tab. 5.1 in Kap. 5], z.B. keine leicht modifizierbaren Aminosduren (M, W),
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Abb. 4.20: Konzentrationsreihen ausgewahlter AQUA-Peptide (jeweils Darstellung eines spezifischen MRM-
Ubergangs; die angegebene Menge der Peptide entspricht fmol auf der Siule) mit 1ug/mL und ohne Melittin. Die
Peptide GPDFSR und LYGDSAAK zeigen eine starke Absorption an Oberflichen. Durch Zugabe von Melittin
konnte dieser Effekt reduziert werden.

instabile Aminoséuren (Q) oder iiberlesene Schnittstellen enthalten. Einige Komponenten des
SMN-Komplexes weisen jedoch nur wenige brauchbare Peptide auf, so dass nicht in allen Fal-
len den genannten Bedingungen vollstédndig entsprochen werden konnte [siehe Abb. 7.6]. Um
Fehler bei der Quantifizierung zu verringern und statistisch signifikante Ergebnisse zu erhalten,

wurden stets mindestens zwei Peptide pro Protein gewéhlt.

Tab. 4.3: Ausgewihlte AQUA-Peptide fiir die Komponenten des SMN-Komplexes. Die mit einem * verse-
henen Aminosiduren wurden wihrend der Synthese durch entsprechende stabilisotopenmarkierte Aquivalente
substituiert. Die in den Peptiden ETCVVVYTGYGNR und CSDIISYTFKP enthaltenen Cysteine liegen in den
synthetisch generierten Peptiden bereits carbamidomethyliert vor.

Name Sequenz
SMN1 LGPGKPGLK*
SMN2 ETCVVVYTGYGNR*

Gemin2 1 DFTPELGR*
Gemin2 2 TPQEYLR*
Gemin3 1 LFILDEADK*
Gemin3_2 VLISTDLTSR*
Gemind 1 LDVEEVDLSLR*
Gemind_2 TNPSVSSLLQR*
Gemin5_1 TSVFLVR*
Gemin5_2 ELNEDVSADVEER*
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Tab. 4.3: Fortsetzung

Name Sequenz

Gemin6 1 VQDLIEGHL*TASQ
Gemin6_2 GPLEWQDYIYK*
Gemin7 1 GPDGFSR*
Gemin7 2 LPRGPDGFSR*
Gemin7_ 3 CSDIISYTFK*P
Gemin8 1 QYFAETER*
Gemin8 2 LYGDSAAK*
Unripl AATAAADFTAK*
Unrip2 EFLVAGGEDFK*

Die gewahlten stabilisotopenmarkierten Peptide wurden nach Auftragsynthese hergestellt und
mittels Aminosdureanalyse quantifiziert. Nach Herstellerangaben lag jeweils eine Konzentrati-
on von 5 pmol/ul vor. Diese Angaben mussten zunéchst verifiziert werden. Dazu wurde eine
seperate Aminoséureanalytik im Arbeitskreis von Prof.Dr.Helmut Meyer (Ruhr-Universitit Bo-
chum) durchgefiihrt. Jeweils zwei Aliquots jedes Peptids (mit ca. 0,1 pg) wurden lyophilisiert
und in 6N Salzsdure bei 110°C 24 Stunden hydrolysiert, um die Peptidbindungen aufzubrechen
und so einzelne Aminoséduren freizusetzen. Das Aminosduregemisch wurde dann im Anschlufs
nach Derivatisierung mit einem Fluorophor (6-Aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl Carba-
mat) mittels UPLC-Auftrennung und Fluoreszenzmessung analysiert. Die anschliefende Quan-
tifizierung erfolgte iiber die im Chromatogramm erhaltenen Signalintensitdten der einzelnen
Aminoséuren. Diese wurden mit einem internen Aminosiurestandard (Norvalin) normalisiert
und im Anschlufs mit einem Standardaminosduregemisch verglichen. Die Berechnung erfolgte
in Form einer Mittelung der in der jeweiligen Sequenz enthaltenen Aminoséduren. Wie in Tab.
4.4 dargestellt, liegen die meisten Konzentrationen bis zu ca. 20% iiber den Angaben der Firma
Thermo Fisher Scientific. Diese ermittelten Werte wurden fiir die anschliefenden Quantifizie-
rungen genutzt. Innerhalb der Sequenz des Peptids CSDIISYTFKP wurde zudem Alanin als
zuséatzliche Aminosdure festgestellt. Es ist davon auszugehen, dass wahrend der Synthese des
Peptids eine Verunreinigung mit Alanin statt fand, dies konnte jedoch massenspektrometrisch

nicht verifiziert werden. Demzufolge wurde das Peptid nicht fiir die Quantifizierung verwendet.

Tab. 4.4: Aminosdureanalyse der kommerziell erworbenen AQUA-Peptide. Zu entnehmen sind jeweils die tat-
séchliche Konzentration sowie die proz. Abweichung von den Herstellerangaben (5 pmol/uL). Die Werte wurden
iiber eine Doppelbestimmung erhalten.

Name Konzentration [pmol/yL] %Abweichung
SMN1 417 16,6
SMN2 5,07 1,4
Gemin2 1 6,95 39,0
Gemin2 2 6,24 24,8
Gemin3_1 6,41 28,2
Gemin3 2 5,50 10

Gemind 1 4,68 6,4




Kapitel 4 FErgebnisse 95

Tab. 4.4: Fortsetzung

Name Konzentration [pmol/yL] %Abweichung
Gemind 2 6,02 20,4
Geminb 1 6,18 23,6
Geminb_ 2 5,39 7,8
Gemin6_1 5,37 7,4
Gemin6 2 5,05 1
Gemin7 1 5,89 17,8
Gemin7 2 5,61 12,2
Gemin7 3 5,88 17,6
Gemin8 1 5,72 14,4
Gemin8_ 2 6,11 22,2
Unripl 5,86 17,2
Unrip2 5,43 8,6

Zur Erhohung der Loslichkeit der AQUA-Peptide wurde jeweils ein Aliquot (1 nmol), in Anleh-
nung an Schmidt et al. [139], zunéchst lyophilisiert, anschliefend in 100% ACN resolubilisiert
und intensiv gevortext sowie einer Ultraschallbehandlung unterzogen. Die gemessenen Signal-
intensitaten der auf diese Art und Weise behandelten Peptide waren jedoch im Widerspruch zu
der Publikation [139] geringer als die der ohne gesonderte Behandlung analysierten Peptide aus
den Originalaliquots [sieche Abb. 4.22].

Zu Beginn der eigentlichen Quantifizierung der einzelnen SMN-Komplexe wurde zunéchst der
lineare dynamische Bereich jedes einzelnen Peptids ermittelt. Dazu wurden Verdiinnungsreihen
angefertigt, die entweder auf dem 4000 Q TRAP oder auf dem TSQ Vantage analysiert wurden.
Fiir die LC-MS-Analyse wurde stets mit der niedrigsten Konzentration begonnen. Zwischen allen
Proben wurden Blank-Laufe aufgetrennt, um eine Verschleppung von Peptiden in den néchsten
Lauf zu verhindern.

Die meisten Peptide wiesen einen linearen dynamischen Bereich von bis zu vier Gréfsenordnun-
gen auf. Als idealen Mefbereich stellten sich Konzentrationen von 1 bis 200 fmol/15uL heraus.
Unter 1 fmol/15uL wurden fiir viele der AQUA-Peptide grofe Standardabweichungen der Si-
gnalintensitit ermittelt. Uber einer Konzentration von 200 fmol/15uL zeigte sich bei einigen
Peptiden wihrend der LC-MS-Analyse eine Abséttigung des RP-Materials bzw. Signalsittigung
des Detektors im Massenanalysator. Wie in Abb. 4.23 zu erkennen, zeigte das Peptid DFTPEL-
GR sogar iiber einen dynamischen Bereich von fiinf Gréfenordnungen eine lineare Abhéngigkeit.
Als Detektionslimit (LOD, engl. Limit of Detection) konnte beim Q TRAP eine Konzentration
von 100 amol/15uL bestimmt werden, wihrend das TSQ-Vantage sogar Peptidkonzentrationen
von 10 amol/15uL detektieren konnte.

Im weiteren Versuchsverlauf zeigte sich, dass die Praxis, weggefrorene AQUA-Peptid-Verdiin-
nungen nach dem Auftauen mit Ultraschall zu behandeln, dazu fiihrte, dass zwei (LGPGK-
PGLK und LPRGPDGFSR) der insgeamt 19 Peptide, wihrend der HPLC-Auftrennung nicht
mehr reproduzierbar auf dem RP-Material retardiert wurden, sondern eine Elution iiber den

gesamten Gradienten zeigten [sieche Abb. 4.24|. Dieses Verhalten konnte direkt mit dem Ultra-
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Abb. 4.21: 1D-PAGE Analyse der einzelnen Probenvorbereitungsschritte zur Aufarbeitung des nativen SMN-
Komplexes. Das Auftragen der Probe der Kernfraktion nach der Fallung verursachte Probleme, die zu einem
Proteinverlust bei der 1D-PAGE-Analyse fiihrten.
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Abb. 4.22: Vergleich der AQUA-Peptide nach Gefriertrocknung, Resolubilisierung in ACN und Ultraschall-
behandlung: 1 Lyophilisierte, resolubilierte, ultraschallbehandelte AQUA-Peptide [139]; 2 AQUA-Peptide der
Orginalaliquots ohne weitere Behandlung; 3 Original-Aliquots nach Ultraschallbehandlung. Das vorgegebene
Protokolls von Schmidt et al. [139] wirkt sich im Vergleich zu unbehandelten/Ultraschall-behandelten Peptid-
proben stark negativ auf die Wiederfindungsraten der einzelnen Peptide aus.

schall in Verbindung gebracht werden. Daher wurde im weiteren Verlauf auf die Behandlung

mit Ultraschall verzichtet.
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Abb. 4.23: Verdiinnungsreihe des AQUA-Peptids DFTPELGR, aufgenommen mit dem TSQ Vantage. Es be-
steht lineare Abhéngigkeit in einem dynamischen Bereich von fiinf Grofenordnungen (10 amol/15uL bis 1
pmol/15uL. Analoge Verdiinnungsreihen wurden fiir alle anderen AQUA-Peptide aufgenommen, die ein dhn-
liches Verhalten bei ansteigender Konzentration zeigten.
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Abb. 4.24: Einflufl von Ultraschall auf AQUA-Peptide. Aufgrund von Ultraschall werden die Peptide LGPGK-
PGLK und LPRGPDGFSR so modifiziert, dass sie an Stelle eines distinkten Peaks {iber den gesamten Gradienten
eluieren. Fiir alle anderen Peptide wurde kein negativer Effekt von Ultraschall hinsichtlich Signalintensitidt und
Retentionszeit festgestellt.
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4.6.1 S/MRM-Analyse mit dem 4000 Q TRAP

Anhand der synthetisierten stabilisotopenmarkierten Peptide konnten die erforderlichen MRM-
Ubergiinge optimiert werden, was insbesondere die Anpassung der MS-Parameter hinsichtlich
Declustering Potential, Kollisionsenergie und Fragmentionen betraf. Die Peptide wurden in 0,1%
FA und 50% ACN gelost und nach Direktinfusion am 4000 Q TRAP analysiert. Fiir die Be-
stimmung geeigneter Fragmentionen wurden MS/MS-Spektren der Peptide aufgenommen und
moglichst intensive Fragmente ausgewahlt. Dabei war zu beachten, dass die Fragmentionen mog-
lichst hohe m/z aufwiesen, um eine spezifische Analyse zu gewéhrleisten. Werden Fragmentionen
aus dem unteren m/z-Bereich gewéhlt, so sind diese haufig auf einzelne Aminosduren bzw. auf
Dipeptide zuriickzufiithren. Die Wahrscheinlichkeit, dhnliche m/z in anderen Peptiden wieder-
zufinden, ist sehr hoch und fithrt zu einer unspezifischen Analyse: Da die Identifizierung von
Peptiden durch MRM lediglich auf spezifischen Peptid- /Fragmentionen-Paaren, sowie reprodu-
zierbaren Retentionszeiten wéhrend der LC-Auftrennung beruht, ist es von grofer Bedeutung,
spezifische Ubergéinge zu definieren, die keine Interferenzen mit anderen Peptiden hervorrufen
und so eventuell zu einer falschen Aussage bzgl. der Signalintensitét fithren.

Aufgrund der Verhaltensanalogie zwischen synthetischem und nativem Peptid, konnten die op-
timierten Parameter auch fiir die endogenen Peptide angewandt werden [siche Tab. 7.4|. Es
mussten lediglich die Massen der Vorldufer- und Fragmentionen entprechend angepasst wer-
den (stabilisotopenmarkierte Aminoséuren weisen hohere Massen auf als endogene). Um diese
Massen zu erhalten wurde das im Internet verfiighare Programm MS-Product der Webseite
Proteinprospector (http://prospector.ucsf.edu/prospector/mshome.htm) genutzt.

Nach Optimierung der Parameter wurden verschiedene MRM-Analysen mit dem nativen SMN-
Komplex durchgefiihrt. Aufgrund unzureichender Auflésung und Sensitivitdt erwies sich die
4000 Q TRAP als nicht geeignet, um die zum Teil sehr niedrig abundanten Komplexkompo-
nenten zu quantifizieren. Deshalb wurden alle folgenden Untersuchungen der nativen Komplexe

mit dem TSQ Vantage vorgenommen.

4.6.2 S/MRM-Analyse mit dem TSQ Vantage

Die MRM-Parameter der TSQ Vantage wurden semiautomatisch mittels der XCalibur Soft-
ware optimiert. Die Peptide wurden dazu mittels einer Spritzenpumpe direkt in das Gerat
injiziert. Nach Eingabe des m/z sowie der Ladung des entsprechenden Peptidions wihlt das
TSQ automatisch geeignete MRM-Uberginge, die dann anschliefend nochmals hinsichtlich der
Kollisionsenergie angepasst werden.

Fiir die Analyse der cytoplasmatischen und nukledren Fraktion wurden jeweils drei biologi-
sche Replikate gewihlt, des Weiteren wurden jeweils vier technische Replikate jeder Probe mit
zunehmendem Gehalt an zugesetzten AQUA-Peptiden gemessen. Die Abweichungen bzgl. der
Quantifizierung der technischen Replikate lagen jeweils bei unter 20%.

Die Signalintensitaten einiger AQUA-Peptide zeigten hohe Schwankungen hinsichtlich der ver-
schiedenen technischen und biologischen Replikate. Daher wurde in den meisten Fillen die
Quantifizierung nur auf ein Peptid pro Protein bezogen, diese sind in Tabelle 4.5 hellgriin mar-

kiert. Zur Auswertung der Daten wurde die Software Pinpoint (Thermo Fisher) benutzt, die



Kapitel 4 FErgebnisse 99

es erlaubt, die Peptidsignale mathematisch zu integrieren. Zur generellen Vergleichbarkeit aller
Proben wurden diese auf das SMN1-Peptid normalisiert (100%).

Aus den ermittelten Werten konnten nun die Verhéltnisse der verschiedenen Komplexkompo-
nenten zueinander bestimmt werden. Wie in Tabelle 4.6 zu erkennen, sind fiir einige niedrig
abundante Peptide keine korrelierenden Werte zwischen den verschiedenen biologischen Repli-
katen ersichtlich. Dies kann durch eine erschwerte Integration der entsprechenden Kurvenfléchen
begriindet werden. Da jedoch die Replikate Cytol sowie Kern2 und Kern3 wihrend der LC-
MS-Analysen eine angemessene Intensitdt aufwiesen und so eine Quantifizierung erméglichten,
wurden fiir die Berechnung der theoretischen Stochiometrien hauptséichlich auf diese Werte

zuriickgegriffen.
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Anhand der erhaltenen Werte konnten fiir den nukleiren bzw. den cytoplasmatischen SMN-
Komplex die in Tabelle 4.7 zusammengefassten Stochiometrien ermittelt werden. Beide Kom-
plexe unterscheiden sich folglich nur wenig in ihrer Zusammensetzung. Am gréfiten sind die
Unterschiede fiir die Proteine Gemin3 und Unrip. Aus der Literatur ist bekannt, dass beide

Komponenten hauptséachlich im Cytoplasma lokalisiert sind.

Tab. 4.7: Stochiometrien der nativen SMN-Komplexe; normierte Ergebnisse aus Messungen mit dem TSQ
Vantage.

Protein Cyto Kern

SMN 60 60
Gemin2 30 20
Gemin3 12 6
Gemin4 3 3
Geminb 4 4
Gemin6 1 1
Gemin7 4 5
Gemin8 3,5 3
Unrip 2 1

4.6.3 Markierungsfreie quantitative Analyse mit dem LTQ Orbitrap Velos

Anstelle stabilisotopenmarkierter Peptide kann man sich auch im Rahmen einer markierungs-
freien Messung hochauflésende Massenanalysatoren, wie die LTQ Orbitrap Velos, zu Nutze
machen. Dazu werden die Proben im MS1-Modus analysiert, das heiftt, das Gerét detektiert die
Peptidionen, ohne diese anschliefsend zu fragmentieren. Somit erhélt man ein Elutionsprofil fiir
jedes in der Probe enthaltene Peptid. Mit dem Qual Browser der XCalibur Software [Thermo
Fisher| konnen die Spektren manuell ausgewertet werden. Zur Zuordnung der Peptide wurde
zuvor eine LC-MS/MS-Analyse durchgefiihrt und die entsprechenden Peptide identfiziert. Un-
ter der Voraussetzung einer stabilen, reproduzierbaren HPLC-Auftrennung erfolgt der Abgleich
anhand der Retentionszeiten. Der Vorteil dieser Messmethode liegt in der globalen Quantifizie-
rung von Peptiden einer Proben, entgegen der zielgerichteten Quantifizierung bei Verwendung
der S/MRM-Technik. Allerdings wurde auch hier eine Auswahl von Peptiden getroffen, da be-
stimmte Sequenzen keine reproduzierbaren Signalintensitdten wiedergaben. Im Gegensatz zur
AQUA-Methode wurden die Peptide hier nicht absolut quantifiziert, sondern durch Vergleich
der Intensitdten von Kern- und Cytoplasmaproben, relativ quantifiziert. Wie in Tabelle 4.8

dargestellt, korrelieren die meisten Werte (Ausnahme: Gemin5) sehr gut mit den zuvor iiber
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MRM-Analyse ermittelten Stéchiometrien fiir Kern- und Cytoplasmakomplex.

Tab. 4.8: Verhiltnis des cytoplasmatischen zum nukledren SMN-Komplex. Ergebnisse der markierungsfreien
LC-MS-Messungen mit der LTQ Orbitrap Velos. Aufgrund starker Abweichungen einiger Peptidsequenzen in-
nerhalb der drei Replikate wurden nur die in der Tabelle erwéhnten Peptide ausgewahlt, sowie nur das Replikat
Cytol und die beiden Kernreplikate 1 und 2 genutzt. Die fett markierten Peptide entsprechen den Peptidse-
quenzen, die auch fiir die AQUA-Methode verwendet wurden. In Anlehung an die zuvor ermittelten Verhéltnisse
wurden auch hier alle Einzelwerte zur besseren Veranschaulichung normiert.

Protein Peptid Cyto:Kern MW'cyio.kern Modell® cyto:Kern
AVASFK 1,00
SMN LGPGKPGLK 1,22 1,07 1,00
NGDICETSGKPK 1,00
TPQEYLR 1,51
Gemin2 DFTPELGR 1,87 1,73 1,50
KFCLGEK 1,81
TLQIQK 1,50
DPTFVR 2,80
Gemin3 NNSVSGLSVK 2,52 1.96 2,00
LFILDEADK 1,76
SYLEGSSDNQLK 1,58
AAGFERPSPVQLK 1,62
GLTQIQSR 0,87
TNPSVSSLLQR 0,75
. SSQGTSYDSYR 1,52
Gemin4 1,26 1,00
SIAEGIGPEERR 1,32
LLETVIDVSTADR 1,54
LDVEEVDLSLR 1,57
GVLQTAAER 0,67
Geminb LRPEDPVLK 0,79 0,69 1,00
SLLPLSTSLDHR 0,60
VTASEKNEYK 1,37
Gemin6 AYSPEDLEER 1,08 1,22 1,00
NHIPITEQGDAPR 1,20
. GPDGFSR 1,16
Gemin7 0,96 0,80
MQTPVNIPVPVLR 0,75
LYGDSAAK 1,71
RLYGDSAAK 1,00
Gemin8 QYFAETER 1,08 1,24 1,17
SVEAPTERPGER 1,41
ATRPWYSHPVYAR 1,00
LWDHATMTEVK 2,60
Unrip IYDLNKPEAEPK 1,39 1,84 2,00
EFLVAGGEDFK 1,52

! Mittelwert
2 Unter Beriicksichtigung aller erhaltenen Werte wurden méglichst plausible Verhiltnisse festgelegt.
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4.7 Quantifizierung der rekombinanten SMN-Komplexe

Fiir die Analyse der rekombinanten Komplexe mufiten weniger Probenaufarbeitungsschritte
durchgefiihrt werden als fiir die nativen Proteinkomplexe: Die Komplexe wurden, wie bereits
beschrieben, durch Zugabe der TEV-Protease nativ von der Glutathion-Matrix eluiert, daher
entfiel eine Entfernung LC-MS und HPLC-inkompatibler Detergentien. Anfanglich wurden die
Komplexe nochmals iiber einen Saccharosegradienten aufgereinigt. Es zeigte sich jedoch, dass die
enthaltene Saccharose inhibierend auf den spéteren tryptischen Verdau wirkte. Des Weiteren war
die Konzentration der so erhaltenen SMN-Komplexe unzureichend fiir eine weitere quantitative
Analyse [siche Abb. 4.25|. Deshalb wurden die SMN-Komplexe direkt nach der Elution von
der Glutathion-Matrix, carbamidomethyliert, verdaut und quantifiziert. Wie in Abb. 4.25 zu

erkennen, konnte der Komplex vollstiandig verdaut werden.

"
Ll &

! == ™=+ Chaperonin

-

* Trypsin

12

Abb. 4.25: 1D-PAGE Analyse der einzelnen Probenvorbereitungsschritte zur Aufarbeitung der rekombinanten

SMN-Komplexe.

4.7.1 S/MRM-Analyse mit dem 4000 Q TRAP

Fir die MRM-Analyse der rekombinanten Komplexe mit dem 4000 Q TRAP wurden die
bereits in Tabelle 7.4 erwdhnten Parameter fiir die nativen Komplexe hinsichtlich Peptid-
Fragmentionen-Ubergingen, Kollionsenergie und Declustering Potential verwendet. Da in den
rekombinanten Komplexen nur der Core-Komplex enthalten ist, wurden lediglich die entspre-
chenden Peptide fiir SMN, Gemin2, Gemin6, Gemin7 und Gemin8 eingesetzt. Wie im Falle der

nativen Komplexe wurden jeweils vier technische Replikate mit steigender Konzentration an zu-
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gesetzten AQUA-Peptiden analysiert. Anschlieffend wurde auf das SMN1-Peptid normalisiert
und die Werte prozentual angeglichen [siehe Tab. 4.9].

Tab. 4.9: Ergebnisse der MRM-Analyse der rekombinanten SMN-Komplexe mit dem 4000 Q TRAP. Die griin
markierten Felder wurden zur Berechnung der Verhéltnisse herangezogen.

Peptid %WT %E134K %Y272C
SMN1 100,00 + 17,51 100,00 & 14,36 100,00 + 15,71
SMN2 2,12 + 10,92 3,71 £ 6,74 3,38 + 8,96
Gemin2 1 37,46 +£892 3637 +£834 30,14 + 12,15
Gemin2 2 4441 + 10,88 58,26 + 13,01 5543 + 881
Gemin6 1 22,68 + 4,58 27,98 +923 12,83 + 534
Gemin6 2 512 + 1341 586 + 12,90 3,11 + 20,34
Gemin7 1 17,05 + 13,56 21,87 + 11,54 8,03 + 12,19
Gemin7 3 1,82 + 121 3,75 + 3,10 2,05 £ 5,24
Gemin8 1 948 + 1,70 10,84 + 3,86 3,23 + 3,49
Gemin8 2 9,84 + 7,94 8,24 + 7,16 2,50 £ 11,19

Aus diesen Werten konnten nun die Verhéltnisse der einzelnen Proteinkomponenten berechnet

werden. Wie der nachfolgenden Tabelle 4.10 zu entnehmen ist, unterscheiden sich WT- und

E134K-Komplex nur geringfiigig, wihrend der Y272C-Komplex eine Abreicherung des Gemin6-
Gemin7-Gemin8-Trimers im Vergleich zum WT und der E134K-Mutante aufzeigt.

Tab. 4.10: Verhéltnisse einzelner Komplexkomponenten der rekombinanten SMN-Komplexe aus Messungen
mit dem 4000 Q TRAP. Zur Vereinheitlichung wurden auch hier unter Einbeziehung aller Einzelwerte normierte

Verhéltnisse gebildet.

WT E134K Y272C Modellwr Modellgisak Modellyarac
SMN1:Gemin2 2 2,25 1,72 1,80 2,00 2,00 2,00
SMN1:Gemin6 2 19,52 17,08 32,16 15,00 15,00 30,00
SMN1:Gemin7 1 5,86 4,57 12,45 5,00 5,00 10,00
SMN1:Gemin8 2 10,55 9,23 30,99 10,00 10,00 30,00
Gemin2 2:Gemin7 1 2,60 2,66 6,90 2,50 2,50 5,00
Gemin2 2:Gemin6_ 2 8,67 9,95 17,83 7,50 7,50 15,00
Gemin2 2:Gemin8 2 4,68 5,37 17,18 5,00 5,00 15,00
Gemin7 1:Gemin6 2 3,33 3,73 2,58 3,00 3,00 3,00
Gemin8 2:Gemin6 2 1,85 1,85 1,04 1,50 1,50 1,00
Gemin7 1:Gemin8 2 1,80 2,02 2,49 2,00 2,00 3,00

Anhand dieser Verhéltnisse konnen die in Tabelle 4.11 dargestellten modellierten Stéchiometrien

fiir den pentameren Komplex von WT, E134K und Y272C berechnet werden.
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Tab. 4.11: Durch Normierung der experimentellen Werte ermittelte Stochiometrien der rekombinanten SMN-
Komplexe; Ergebnisse aus den Messungen mit dem 4000 Q TRAP.

Protein WT E134K Y272C

SMN 60,00 60,00 60,00
Gemin2 30,00 30,00 30,00
Cemin6 4,00 4,00 2,00
Gemin7 12,00 12,00 6,00
Gemin8 6,00 6,00 2,00

4.7.2 S/MRM-Analyse mit dem TSQ Vantage

Die selben rekombinanten SMN-Komplexe [siehe 4.7.1] wurden nochmals mit dem TSQ Vantage
analysiert. Auch hier wurde in Anlehnung an die Q TRAP-Messungen analog vorgegangen. Es
wurden jeweils vier technische Replikate mit steigender AQUA-Peptidkonzentration gemessen.
Die erhaltenen Werte wurden gemittelt und alle Komplexe auf das SMN1-Peptid normalisiert
[siche Tabelle 4.12].

Tab. 4.12: Ergebnisse der MRM-Analyse der rekombinanten SMN-Komplexe; Messungen mit dem TSQ Van-
tage. Die griin markierten Felder wurden zur Berechnung der Verhiltnisse herangezogen.

Peptid %WT %E134K %Y272C
SMN1 100,00 + 4,53 100,00 + 2,36 100,00 + 3,47
SMN2 0,28 + 63,40 1,18 + 3448 0,29 + 38,09
Gemin2 1 30,86 + 5,05 18,13 + 0,67 7,52 + 0,38
Gemin2 2 2231+ 1,17 3896+ 1,04 31,51 & 0,91
Gemin6 1 241 +444 1652 +235 7,88 + 2,97
Gemin6 2 098 + 30,84 1,78 + 10,31 0,64 + 11,96
Gemin7 1 9324731 1390 +4,78 4,60 & 7,82
Gemin7 3 0,06 + 28,15 1,65+ 13,76 0,51 + 16,12
Gemin8 1 1,59 + 1342 194 +810 0,55+ 9,23
Gemin8 2 3,99 +898 4,12+ 4,54 1,17 + 4,57

Auf Basis dieser Werte konnten im Anschluft die Stochiometrien der einzelnen Proteinkompo-
nenten berechnet werden. Wie bereits aus der Q TRAP-Analyse ersichtlich, unterscheiden sich
der WT- und E134K-Komplex nur geringfiigig, was vermutlich nur auf Messungenauigkeiten
zuriickzufiihren ist. Die Y272C-Mutante weist hingegen deutliche Unterschiede hinsichtlich der
Gemin6-, Gemin7- und Gemin8-Konzentrationen auf. SMN- und Gemin2-Konzentration der
Mutanten sind im Vergleich zum WT unverdndert [siche Tab. 4.13|.
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Tab. 4.13: Verhéltnisse der einzelnen Komplexkomponenten der rekombinanten SMN-Komplexe; Ergebnis der
Messungen mit dem TSQ Vantage. Die erhaltenen Werte wurden wie zuvor zur besseren Veranschaulichung
normiert.

WT E134K Y272C MOdellVVT MOdellE134K Modellyz'yzc

SMN1:Gemin2 2 3,24 2,57 3,17 3,00 3,00 3,00
SMN1:Gemin6 2 41,53 56,24 157,37 40,00 40,00 120,00
SMN1:Gemin7 1 10,73 7,19 21,72 10,00 10,00 20,00
SMN1:Gemin8 2 62,91 51,62 180,33 60,00 60,00 120,00
Gemin2 2:Gemin7 1 3,31 2,80 6,84 3,33 3,33 6,67
Gemin2 2:Gemin6 2 12,82 21,91 49,58 13,33 13,33 40,00
Gemin2 2:Gemin8 2 1941 20,11 56,82 20,00 20,00 40,00
Gemin7 1:Gemin6 2 3,87 7,82 7,24 4,00 4,00 6,00
Gemin8 2:Gemin6_2 0,66 1,09 0,87 0,67 0,67 1,00
Gemin7 1:Gemin8 2 5,86 7,18 8,30 6,00 6,00 6,00

Aus diesen Verhaltnissen wurden nun die theoretischen Stochiometrien sowohl fiir den WT- und
E134K-Mutations-Komplex, als auch fiir die Y272C-Mutante ermittelt. Tabelle 4.14 stellt diese
in der Ubersicht dar.

Tab. 4.14: Normierte Stéchiometrien der experimentellen Daten der rekombinanten SMN-Komplexe; Ergebnis
der Messungen mit dem TSQ Vantage.

Protein WT E134K Y272C

SMN 120,00 120,00 120,00
Gemin2 40,00 40,00 40,00
Gemin6 3,00 3,00 1,00
Gemin7 12,00 12,00 6,00
Gemin8 2,00 2,00 1,00

4.7.3 Markierungsfreie quantitative Analyse mit dem LTQ Orbitrap Velos

Wie bereits im Fall der endogenen SMN-Komplexe gezeigt [siehe Kapitel 4.6.3], konnen quantita-
tive Daten auch markierungsfrei mittels hochauflésender Massenspektrometer ermittelt werden.
Dazu wurden alle drei Proteinkomplexe (WT, E134K, Y272C) im MS1-Modus aufgenommmen,
d.h. es wurden nur die Ionenspuren der Peptidionen aufgezeichnet ohne diese zusétzlich zu frag-
mentieren. Die LC-MS-Analysen wurden mit dem Qual Browser der Xcalibur Suite [Thermo
Fisher| ausgewertet, in dem die entsprechenden Kurven der Peptidsignale integriert wurden.
Anschliefsend wurde auf das Peptid AVASFK normalisiert und die Verhéltnisse zwischen den
einzelnen Komplexkomponenten ermittelt [siehe Tab. 4.15]. Auch hier zeigte sich, dass der WT-
und E134K-Komplex wenig Differenzen aufweisen, wohingegen die Y272C-Mutante deutlich

erniedrigte Konzentrationen des Gemin6-Gemin7-Gemin8-Trimers zeigt.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den humanen SMN-Komplex hinsichtlich Stéchiometrie mit-
tels massenspektrometrischer Methoden zu charakterisieren. Dazu wurde der genannte Komplex
aus einer humanen Zelllinie (HeLa-Zellen) angereichert und untersucht. Es konnten Unterschie-
de zwischen den im Zellkern und im Cytoplasma angereicherten SMN-Komplex quantifiziert
werden. Methode der Wahl war die absolute Quantifizierung durch stabilisotopenmarkierte
Peptidanaloga, die in definierten Verhéltnissen zu den Proben gegeben wurden.

Des Weiteren wurden drei verschiedene rekombinante pentamere SMN-Komplexe (darunter das
Wildtyp-SMN-Protein, sowie zwei SMN-Analoga mit bekannten SMA-Patienten-Mutationen)
zur Verfiigung gestellt. Dadurch sollte der Einfluss zweier Punktmutationen, die im Zusammen-

hang mit spinaler Muskelatrophie stehen, im Vergleich zum Wildtyp-SMN festgestellt werden.

5.1 Zellkern-Cytoplasma-Fraktionierung mittels eines

modifizierten Roeder-Protokolls

Die korrekte Anreicherung des SMN-Komplexes stellt eine wichtige Voraussetzung fiir eine spé-
tere Charakterisierung hinsichtlich Komposition und Stochiometrie dar. Dazu war es zunéchst
notwendig, eine reproduzierbare und effiziente Zellkern-Cytoplasmafraktionierung zu erreichen.
Der SMN-Komplex ist laut verschiedene Publikationen im Cytoplasma und im Kern lokalisiert.
Die Lokalisation im Kern konnte durch Immunofluoreszenzstudien, sowohl fiir das Nukleoplas-
ma, als auch fiir diskrete Kompartimente des Zellkerns, die sogenannten Gems (Granulate, die
mehr als 200 Proteine fiir das pr&-mRNA-Spleifien beinhalten), bestimmt werden [56,57]. Ein
Protein des SMN-Komplexes, Gemin4, ist auferdem im Nukleolus angesiedelt [51]. Bisher gibt
es noch keine Veroffentlichungen hinsichtlich der exakten Stochiometrie und Komposition der
im Nukleoplasma und den Gems angereicherten SMN-Komplexe. Es ist vorstellbar, dass sich
beide Komplexe grundlegend unterscheiden und aufgrund dessen weitere Aufreinigungsschritte
wie z.B. Gradientenzentrifugation angewendet werden miissen, um sie voneinander zu trennen.
In vielen Veroffentlichungen wurde bisher die Fraktionierungsmethode von Dignam et al. ange-
wendet [1,56,167]. In dieser Arbeit konnte jedoch festgestellt werden, dass durch eine mechani-
sche Behandlung der HeLa-Zellen bereits ein grofier Anteil an Zellkernen lysiert wird. Dies fiihrt
zu einer Vermischung der nukleoplasmatischen und cytoplasmatischen Fraktionen und damit
einhergehend zu einer Vermengung vermutlich biochemisch unterschiedlicher SMN-Komplexe.
Um dies zu vermeiden wurde das Protokoll mit dem Ziel einer sanften Lyse der Zellen optimiert.
Dazu wurden verschiedene Detergentien fiir die chemisch-physikalische Lyse der Zellwénde eva-

luiert. Am besten hat sich hier die Verwendung von 0,3% NP40 bewéhrt, welches im Anschluss
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an die Vorversuche in allen Fraktionierungen benutzt wurde. Nach Abtrennung des Cytoplas-
mas durch Zentrifugation, wurde das Pellet in einem HEPES-Puffer (Roeder Puffer A) resus-
pendiert. Da mit dem Mikroskop noch intakte Zellen erkennbar waren, wurden diese zunichst
durch mechanische Lyse mit dem Douncer lysiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt
zur Abtrennung einer gemischten Fraktion aus lysierten Kernen und Cytoplasma wurden die
Kerne pelletiert und konnten durch Resuspension in einem hochkonzentrierten Salzpuffer und
mechanischer Behandlung lysiert werden. Mit der verwendeten Fraktionierungsstrategie wur-
den alle 16slichen ungebundenen Komponenten des Zellkerns entfernt. Die durch den hyperto-
nen Puffer induzierte Osmose fiihrt zu einem Ausstrom des Nukleoplasmas aus den Zellkernen.
Membrangebundene Proteine werden dabei nicht angereichert, da sie durch Ultrazentrifugation
mit den Zelltriimmern entfernt werden. Inwiefern der SMN-Komplex aus den im Kern enthal-
tenen Gems befreit werden konnte, kann leider nicht bestimmt werden. Die Gems selbst sind
im Nukleoplasma ungebunden enthalten und sollten dahergehend nicht abgetrennt werden. Es
ist jedoch moglich, dass aufgrund zu starker Zentrifugationskréfte diese Granulate sedimentiert

werden.

Western Blot-Analysen gegen nukledre (PRP31) und cytoplasmatische Marker (pICln) konnten
eine erfolgreiche Zellkern-Cytoplasma-Trennung bestétigen. Auch die Identifikation von unspe-
zifischen Kontaminationen oder noch nicht bekannten Interaktionspartnern durch LC-MS/MS-
Analyse konnte diese Aussage unterstiitzen. So lieften sich in der cytoplasmatischen Fraktion
hauptséchlich cytoplasmatische Proteine finden, wiahrend ein Grofteil der Zellkernfraktion nu-
kledren Proteinen zugeordnet werden konnte. Eine Fraktion von 7 von insgesamt 97 in der
Zellkernfraktion identifizierten Proteinen entstammen laut Uniprot-Zuordnung dem Cytoplas-
ma. Dieses Ergebnis kann zustande kommen, wenn Proteine entweder in der Uniprot-Datenbank
nicht richtig klassifiziert sind oder durch Stress-bedingtes Shutteln wihrend der Aufarbeitung in
den Zellkern translokalisieren [171]. In der cytoplasmatischen Fraktion wurden 4 von insgesamt
99 identifizierten Proteinen laut Uniprot dem Nukleus zugeordnet. Auch hier kann die Katego-
risierung in der Uniprot fehlerbehaftet sein. Ein Beispiel fiir eine falsche Klassifikation zeigte
sich fiir alle Sm-Proteine. Laut der Uniprot-Eintrage sind alle Sm-Proteine nukleér lokalisiert,
es ist jedoch bekannt, dass diese durch den SMN-Komplex im Cytoplasma mit der snRNA as-
sembliert werden, also dementsprechend auch in der cytoplasmatischen Fraktion vorzufinden

sind.

Fiir die Anreicherung von Proteinkomplexen muss bedacht werden, dass Salz- und Detergenz-
konzentration moglichst niedrig gehalten werden miissen, um eine Dissoziation der Interakti-
onspartner zu verhindern. Es ist bekannt, dass der SMN-Komplex bis zu Salzkonzentrationen
von 500 mM stabil vorliegt. Hohere Salzkonzentrationen fiithren zum Verlust von Gemin5, wih-
rend die anderen Komponenten bis 1,5 M weiter stabil assoziiert sind [siehe Abb. 5.1] [2]. In
dem verwendeten modifizierten Roeder-Protokoll wurde mit Salzkonzentrationen bis max. 420
mM KCI gearbeitet. Der Einsatz von Detergentien wurde auf 0,3% NP40 beschrinkt, da auch
hohere Detergenzkonzentrationen Interaktionen zwischen Proteinen beeinflussen kénnen. Wie
in der Literatur beschrieben liegt der SMN-Komplex auch bei Verwendung von 1% NP40 noch

unverdndert vor [56].
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Abb. 5.1: Western Blot Analyse des SMN-Komplex hinsichtlich Stabilitdt bei steigenden Salzkonzentration (mo-
difiziert nach [2]): Alle Komponenten des SMN-Komplexes bis auf Gemin5 liegen bis 1.5 M NaCl-Konzentration
stabil vor.

5.2 Anreicherung des SMN-Komplexes durch

Co-Immunopréazipitation

Nach der Zellkern-Cytoplasma-Trennung musste der SMN-Komplex selbst durch Co-Immuno-
prézipitation angereichert werden. Dies wurde iiber den SMN-Protein-spezifischen Antikérper
7B10 erreicht. Auch dieser Schritt musste hinsichtlich Reinheit der Komplexe und Spezifitat der
Komplexbestandteile optimiert werden. Allerdings sind verschiedene Literaturstellen bekannt,
die durch unterschiedliche Methoden molekularbiologisch unterscheidbare SMN-Komplexe iden-

tifizieren konnten.

Meister et al. [1] konnten nach der Zellkern-/Cytoplasmafraktionierung nach Dignam et al. [167|
verschiedene nukledre Komplexe identifizieren. Dazu wendeten sie zunéchst Saccharosegradien-
tenzentrifugation an und konnten dabei den Hauptanteil von SMN in einem 20S-Komplex iden-
tifizieren. Nur wenig SMN (<5%) sedimentierte am Boden des Gradienten oder im obersten Teil
als vermutlich ungebundene SMN-Proteine. Der angereicherte 20S-Komplex wurde anschliefend
auf einen schwachen Kationenaustauscher geladen und durch ansteigende Salzkonzentrationen
eluiert. Nur 20% des im 20S-Komplex enthaltenen SMN konnte auf der Matrix retardiert wer-
den. Der Grofsteil des SMN wurde als Durchflufs nicht an die Sdule gebunden. Dies beweist, dass
innerhalb des Saccharosegradienten bei 20S zwei biochemisch unterscheidbare SMN-Komplexe
sedimentieren. Die Komposition des bei 300 mM NaCl eluierten SMN-Komplex wurde durch
SDS-PAGE und Western Blots untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass die Proteine
Gemin3, Gemin4, Gemin2 und ein Teil der Sm-Proteine mit dem SMN-Protein interagieren.
Auferdem konnten weitere Proteine bestimmt, jedoch nicht zugeordnet werden, da sie zu die-
sem Zeitpunkt noch nicht mittels MS/MS-Analyse als Komplexbestandteile identfiziert waren.

Der zweite biochemisch charakterisierte Komplex wurde nicht weiter untersucht, so dass dessen
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Komposition unbekannt ist.

Des Weiteren konnten Fischer et al. [172] mit Hilfe von Grofenausschlusschromatographie (SEC)
auch fiir die im Cytoplasma lokalisierten SMN-Komplexe zwei unterscheidbare Komplexe (bei
ca. 300 kDa und > 670 kDa) biochemisch anreichern. Auch in diesem Fall wurde nur die Kompo-
sition (Gemin2/3/4/5/6, Unrip, Sm-Proteine) des bei ca. 300 kDA eluierten Komplexes durch
Zuordnung von Molekulargewichten (ohne massenspektrometrische Identifikation) analysiert.
Die Autoren merken an, dass sich aus ihrer per Molekulargewicht geschétzten Zusammenset-
zung des Komplexes ein wesentlich groferes Gesamtmolekulargewicht ergeben miisste, aber die
dichte Assoziation des Komplexes die Elution bei geringeren Molekulargewicht ermdglicht. Ein
dghnliches Ergebnis hinsichtlich des Molekulargewichts des cytosolischen SMN-Komplexes wur-
de ebenfalls in anderen Publikationen gezeigt, wobei hier die Grofse auf > 800 kDa bestimmt
wurde. Dies ist wahrscheinlich auf eine langere SEC-Saule zuriickzufiihren, die ein bessere Tren-
nung ermdglicht [51]. Eine andere Publikation zeigt durch Gradientenzentrifugation ermittelte
Sedimentationskonstanten fiir den SMN-Komplex zwischen 40S und 80S, die ebenfalls auf ma-

kromolekulare Komplexe im Megadaltonbereich hinweisen [56].

All dies zeigt die Schwierigkeit, definierte SMN-Komplexe aus Zellkernen oder Cytoplasma an-
zureichern. In dieser Arbeit wurden weder SEC noch Saccharosegradienten angewendet, so dass
eine Trennung unterschiedlicher cytoplasmatischer oder nukledrer Komplexe nicht gewéhrleis-
tet werden kann. Die Schwierigkeit bei der Verwendung von Saccharosegradientenzentrifuga-
tion in Verbindung mit LC-MS ist die Inkompatibilitidt der Saccharose mit dem tryptischen
Verdau sowie der Separierung mittels HPLC. Hier konnte festgestellt werden, dass Saccharo-
se den enzymatischen Verdau komplett inhibiert. Auch die Retardierung dieses Reagenz auf
der RP-Matrix verhindert eine reproduzierbare hochauflésende HPLC-Auftrennung. Da weitere
Reinigungsschritte hdufig in grofen, nicht kalkulierbaren Verlusten von Proteinen resultieren,

wurde auf einen Saccharosegradienten verzichtet.

Die Anreicherung von Proteinkomplexen stellt haufig eine grofte Schwierigkeit dar, da viele
Proteine an mehreren funktionellen Einheiten in der Zelle involviert sind oder auch die An-
reicherung von Intermediaten des vollstdndigen Komplex nicht auszuschliefen sind. Auch fiir
den SMN-Komplex werden stets neue Aufgaben, als lediglich die U snRNP-Assemblierung dis-
kutiert. Es gibt u.a. Veroffentlichungen, die SMN als Initiator fiir das Motorneuronenwachs-
tum sehen und damit einen direkten Zugang zu dem gewebsspezifischen Phanotypen von SMA
kniipfen. Die Aussagen sind allerdings kritisch zu betrachten, da bisher keine eindeutigen ex-
perimentellen Beweise fiir diese These erbracht werden konnten. Im Gegenteil, es wurden viele
Patientenmutationen (Y272C, E134K) festgestellt, die einen direkten Einfluss auf Interaktions-
partner des SMN-Komplexes haben und damit die Verkniipfung zur U snRNP-Assemblierung
belegen [173,174].

Des Weiteren gibt es einige Veroffentlichungen, die mittels Gradientenzentrifugation verschiede-
ne Subkomplexe nachweisen konnten. So wurde z.B. festgestellt, dass es einen Gemin6-Gemin7-
Unrip-Subkomplex gibt, der nicht direkt an SMN assoziiert ist. Aufserdem wurde ein Intermediat
identifiziert, welches aus den Proteinen Gemin3, Gemin4 und Gemin5 besteht ohne direkte In-

teraktion an den SMN-Komplex. Auch die beiden Hauptkomponenten des SMN-Komplexes,
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SMN selbst und Gemin2, bilden einen intermedidren Subkomplex [51,175]. Aufgrund dieser
Tatsachen ist es sehr schwer, selbst durch die Verwendung von Gradientenzentrifugation, alle
Unterkomplexe sauber voneinander zu trennen. Hiufig unterscheiden sich diese Komplexe nicht
ausreichend stark, dass sie distinkte Svedbergwerte aufweisen. Man sieht eher ein Schmieren
der unterschiedlichen Komplexe {iber mehrere Bereiche hinweg. Fiir die saubere Trennung al-
ler Komplexe voneinander miissten Protokolle etabliert werden, die verschiedene monoklonale
Antikorper gegen unterschiedliche Komponenten des SMN-Komplexes verwenden. Eine quanti-
tative Aufarbeitung kann damit jedoch nicht gewéahrleistet werden, da zuviele Probenaufarbei-
tungsschritte hdufig zum Verlust von Proteininteraktoren fiithren. Durch die Bestimmung der
absoluten Gesamtmenge jedes einzelnen Proteins konnten evtl. die Subkomplexe per Western

Blot-Analyse relativ quantifiziert und damit stochiometrisch charakterisiert werden.

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrte Co-Immunoprézipitation wurde ein monoklonaler Anti-
korper (7B10) verwendet, der spezifisch SMN anreichert, in dem er die ersten 30 Aminosduren
am N-Terminus des SMN-Proteins als Epitop erkennt [1]. Aufgrund der nativen Bedingungen,
wurden alle Interaktionspartner indirekt mit aufgereinigt. Andere Arbeitsgruppen verwenden
einen anderen Antikorper: 2B1 [37]. Die in verschiedenen Publikationen erwéhnten Unterschie-
de beider Antikorper zeigen sich sowohl hinsichtlich der Stéchiometrie einiger Komponenten
(Gemin5, Unrip), als auch in funktionellen Studien z.B. bzgl. der Inhibierung der Inititation
des Spleiftosoms [1,176|. Es wird vermutet, dass beide Antikorper unterschiedliche Epitope im
SMN ansprechen und dadurch voneinander verschiedene strukturelle Verdnderungen des An-
tigens verursachen. Damit einhergehend kann die Bindung zu anderen Interaktionspartnern

modifiziert werden und zu unterschiedlichen Ergebnissen fiihren.

Um einen Uberschuf an Antikérper im Eluat zu vermeiden, wurde eine kovalente Kopplung
des Antikorpers an die Protein-G-Sepharose-Matrix verwendet. Dadurch verbleibt dieser wéh-
rend der Elution mit SDS auf der Matrix. Andernfalls ist die Konzentration des Antikérpers
im FEluat héufig enorm und interferiert sehr stark mit den LC-MS-Analysen. Im Anschlufs an
die Immunoprézipitation der SMN-Komplexe wurde ein SDS-Gel angefertigt, die Komponenten
mit Silberfarbung visualisiert, um die Proteine durch tryptischen Verdau und anschliefsende
LC-MS/MS-Analyse zu identifizieren. Es konnten alle bisher bekannten Komponenten (SMN,
Gemin2-8, Unrip, SmB/B’, SmD1-D3, SmE, SmF, SmG) des Komplexes identifiziert werden.
Bereits nach der 1D-PAGE-Analyse war ein sehr hoher Hintergrund unspezifischer Interaktio-
nen erkennbar, auch durch die LC-MS/MS-Analyse wurden viele unspezifische Kontaminationen
oder noch unbekannte Interaktionspartner identifiziert. Der hohe Hintergrund erschwerte eine
akkurate Quantifizierung der eigentlichen Komponenten, da die Intensitdten der verwendeten
Proteinmengen im Vergleich zu anderen Proteinen zu gering waren. Es konnte jedoch auch nicht
mehr Ausgangsmaterial fiir die LC-MS-Analysen eingesetzt werden, da dies zu einer Uberla-
dung des RP-Material gefiihrt und damit die Reproduzierbarkeit der Analysen beeintriachtigt
hétte. Bei der Verwendung von Sepharose- oder Agarose-basierten Matrizes sieht man héaufig
eine Anreicherung von unspezifischen Proteinen, wie Tubulinen oder anderen hoch abundanten
Proteinen der Zelle, die direkt auf der Matrix prézipitiert werden. Andere unspezifische Interak-

tionen kommen zustande, wenn Proteine unterschiedlicher Subkompartimente mit verschiedenen
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Funktionen trotzdem eine unspezifische Affinitét zueinander besitzen. Wenn nach der Lyse diese
Subkompartimente vermischt werden, interagieren diese Proteine mit den eigentlichem Antigen
und dessen Co-Interaktoren und simulieren eine spezifische Interaktion [177].

Um diese unspezifischen Interaktionen zu verringern, kann man hohere Salzkonzentrationen
im Waschpuffer verwenden, die die Bindung an die Matrix oder den Antikérper hemmen. Es
muss jedoch bedacht werden, dass hohere Salzkonzentration auch zum Verlust spezifscher, aber
schwach gebundener Interaktoren fithren kénnten, weshalb hier nur mit 280 mM NaCl gearbeitet
wurde. Der Hintergrund konnte damit verringert und mehr Ausgangsmaterial eingesetzt werden,

um die SMN-Komplexproteine zu quantifizieren.

5.3 Expression und Reinigung des in vitro gebildeteten

rekombinanten SMN-Komplexes

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit umfasste die Bestimmung des Einflusses bekannter SMA-
Patientenpunktmutationen im SMNI1-Gen auf die Stéchiometrie des zentralen SMN-Komplexes
(bestehend aus SMN, Gemin2, Gemin6, Gemin7 und Gemin8). Die rekombinanten Proteinkom-
ponenten des SMN-Komplexes wurden in Zusammenarbeit mit der AG Fischer (Biochemie,
Unversitdt Wiirzburg) zunéchst in F.coli exprimiert. Fiir die spatere Aufreinigung der Proteine
aus den Zelllysaten, wurden entsprechende Affinitéts- Tags eingefiihrt. Im SMN-Protein wurde
ein GST-Tag integriert, der eine Bindung an eine Glutathion-Sepharose erlaubt. Das Protein
Gemin6 besitzt einen Hexa-His-Tag, der die Reinigung mit einer Nickel-Nitrilessigsdurematrix
ermoglicht. Es muss in Betracht gezogen werden, dass solche strukturellen Verdnderungen der
Proteine, eine korrekte Faltung verhindern bzw. bestimmte Interaktionsflachen fiir andere Pro-
teine maskieren konnen. Auch die Herstellung von humanen Proteinen in Bakterienzellen stellt
eine gewisse Hiirde dar, da fiir die Interaktion bedeutsame post-translationale Modifkationen
in E.coli nicht eingefiithrt werden, ebenso kann eine korrekte strukturelle Faltung der Proteine
in solchen Spezies-fremden Zellen beeintriachtigt sein. All dies kann in der spéteren Quantifi-
zierung des SMN-Komplexes zu Fehlaussagen fithren, die nicht der natiirlichen Stéchiometrie
entsprechen.

Um diese Hindernisse zu umgehen und die Aussagekraft solcher Analysen zu bestérken, ist
es sinnvoll, stets N- sowie C-terminale getaggte Proteine zu produzieren. Diese kénnen dann
getrennt aufgearbeitet und analysiert werden. Die individuell erhaltenen Ergebnisse werden
dann gegeniiber gestellt, auf Vergleichbarkeit gepriift und diskutiert.

Die in dieser Arbeit verwendeten rekombinanten Komplexe setzten sich aus dem SMN-Core-
Komplex bestehend aus den Proteinen SMN, Gemin2, Gemin6, Gemin7 und Gemin8 zusammen.
Die FE.coli-Expression der weiteren Interaktoren wie Gemin3d, Gemin4d und Geminb konnte nicht
erreicht werden, da sie aufgrund ihres hohen Molekulargewichts nicht im solubilisierten Zustand
aufgereinigt werden konnten. Auch in diesem Fall ist es vorstellbar, dass bestimmte PTMs oder
unterstiitzende Faltungsproteine (Chaperone) notwendig sind, um diese Proteine in Losung zu
bringen.

Der bereits erwdhnte Sub-Komplex aus Gemin6, Gemin7 und Unrip, kann ebenfalls eine Ver-
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schiebung der Stéchiometrie verursachen. Zwar war das Protein Unrip in den gewéhlten Kom-
plexen nicht anwesend, trotzdem ist es moglich dass auch die Proteine Gemin6 und Gemin?7
allein ein Intermediat ausbilden, welches nicht an SMN gebunden ist. In der Literatur wird
ein Heterodimer bestehend aus Gemin6 und Gemin7 beschrieben, welches strukturell den Sm-
Proteinen dhnelt. Die Reinigung des Komplexes durch GST-Pulldown iiber das Protein SMN,
sollte solche Interferenzen jedoch ausschliefsen.

Zwei der rekombinanten SMN-Komplexe besitzen Aminoséduresubstitutionen, die aus SMA-
Patienten bekannt sind. Eine dieser Mutation ist die Y272C-Mutante, bei der das Tyrosin an
Position 272 durch ein Cystein ersetzt wurde. Die Mutation ist verbunden mit der schwersten
Form von SMA (SMA Typ I) und ist die héufigste Punktmutation von SMN1 (20%) [178] in
Verbindung mit dieser Erkrankung. Verschiedene Veroffentlichungen diskutieren, dass Y272C
die Selbstoligomerisierung von SMN zerstort, damit einhergehend die Komplexformation ver-
hindert und eine U snRNP-Assemblierung unterdriickt [28,176,179]. Zudem ist bekannt, dass
der Bereich zur Bindung des Proteins Gemin8 zwischen den Aminosduren 242 und 298 liegt,
d.h. genau in der Region in der sich auch die Mutation befindet [2].

Im zweiten rekombinanten Patientenmutationskomplex ist ebenfalls eine Aminosduresubstitu-
tion enthalten. Diese betrifft die Glutaminsédure 134, die durch ein Lysin ersetzt wurde. Proble-
matisch ist dabei die Einfiihrung einer zweiten tryptischen Aminoséure, die direkt an das zur
absoluten Quantifizierung verwendete Peptid ETCVVVYTGYGNR anschliefst. Direkt aufeinan-
der folgende tryptische Schnittstellen resultieren héaufig in iiberlesenen Schnittstellen oder nicht
quantitativ geschnittenen Peptiden. Eine Genauigkeit der Quantifizierung der E134K-Mutante
mittels dieses AQUA-Peptids konnte also nicht gewéhrleistet werden.

5.4 Optimierung der Probenvorbereitung fiir die quantitative

Analyse

5.4.1 Elution von der Prizipitationsmatrix

Die endogenen Proteinkomplexe mussten fiir die anschliefsende Analyse zunéchst quantitativ
von der Affinitdtsmatrix eluiert werden. Dazu wurden verschiedene Methoden validiert, die
eine reproduzierbare und effiziente Elution der Proteine von der Matrix bewirken sollten. Der
Versuch die leichte Kette des Antikorpers durch Carbamidomethylierung von der schweren Kette
zu trennen, um damit die Bindung zum Epitop des SMN-Proteins zu unterdriicken, hat nicht
funktioniert. Die 1D-PAGE-Analyse zeigte zwar die Elution der schweren und leichten Kette,
aber keine weiteren Proteine des Komplexes. Durch die Abspaltung der leichten Antikorperkette
wurde die Antigen- Binding site des Antikorpers offenbar nicht ausreichend verédndert, um dessen
Bindung an SMN zu schwéchen. Die Ursache fiir dieses Verhalten, konnte darin begriindet sein,
dass nur die freien Antikérper durch DTT und IAA umgesetzt wurden, wihrend die mit SMN
interagierenden Antikorper nicht frei zugénglich fiir diese chemische Reaktion waren und deshalb
auch nicht carbamidomethyliert worden sind.

Ein dhnliches Verhalten konnte beim direkten tryptischen Verdau (nach Carbamidomethylie-
rung) von der Matrix beobachtet werden. Die 1D-PAGE-Analyse zeigte zum Grofsteil unvollstén-
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dig verdauter Proteine. Die enge Assoziation der Proteine im SMN-Komplex kénnte dazu fiihren,
dass diese fiir den enzymatischen Verdau mit Trypsin nicht zugénglich sind, welches selbst ein
Molekulargewicht von 21 kDa und damit eine gewisse rdumliche Ausdehnung hat. Die Erho-
hung des Trypsin-zu-Protein-Verhéltnisses oder eine Zugabe von Detergentien zur strukturellen
Entfaltung des Proteinkomplexes hétten moglicherweise die Ausbeute des Verdaus deutlich ver-
bessern konnen. Allerdings werden durch hohe Konzentrationen an Trypsin oft unspezifische
Schnittstellen verursacht, die eine akkruate Quantifizierung stark beeintréchtigt hétten. Des
Weiteren ist davon auszugehen, dass durch hohe Mengen an Trypsin- und Antikérperpeptiden
der Hintergrund wéihrend der massenspektrometrischen Analyse zu hoch gewesen wére, um eine
sensitive Quantifizierung von niedrig abundanten Komplexpeptiden zu gewéhrleisten.
1D-PAGE-Analyse der ACN/TFA-Elution erbrachte ebenfalls kein zufriedenstellendes Ergebnis
hinsichtlich Effizienz der Elution, da auch hier keine Proteine eluiert wurden. Es ist anzunehmen,
dass diese aufgrund der organischen Eigenschaften des Losungsmittels und des niedrigen pHs
auf der Matrix irreversibel prézipitiert sind und deshalb nicht im Elutionspuffer solubilisiert
waren.

Unter weniger stringenten Bedingungen wie bei der pH-Elution mit einem Glycin-Puffer, konn-
te ein besseres Ergebnis erzielt werden. Die 1D-PAGE-Analyse zeigte eine Elution des SMN-
Komplexes von der Matrix, wihrend als Kontrolle die Matrix selbst mit persistierenden Protei-
nen diente. Dabei konnte ein grofser Anteil nicht eluierter Proteine auf der Matrix nachgewiesen
werden. Da fiir die quantitative Analyse jedoch moglichst eine vollstindige Elution erreicht
werden muss, wurde diese Methode verworfen.

Die herkémmlichste Methode stellt die Elution mit SDS dar [180]. Dafiir wurde die Matrix bei
95°C aufgekocht und der Uberstand abgenommen. Wie man in Abb. 4.12 erkennen kann, konnte
so eine effiziente Elution erreicht werden. Das Ergebnis konnte durch eine langere Inkubations-
zeit, sowie einem anschliefenden Waschschritt mit 1xPBS-Puffer verbessert werden [sieche Abb.
4.21]. Es kann davon ausgegangen werden, dass die Elution mit SDS quantitativ war. Nichts-
destotrotz kann nicht ausgeschlossen werden, dass Protein unterhalb der Detektionsgrenze der

Silberfarbung auf der Matrix retardiert wurde.

5.4.2 Entfernen von LC-MS-imkompatiblen Detergentien in der Probe

Aufgrund der Verwendung eines SDS-haltigen Puffers mussten weitere Probenvorbereitungs-
schritte unternommen werden, um das ionische Detergenz moglichst quantitativ vor der LC-
MS/MS-Analyse aus den Proben zu entfernen. Zum einen inhibiert SDS den tryptischen Verdau,
da es Trypsins denaturiert und damit dessen Tertidr- und Quartérstruktur zerstort [181]. Zum
anderen wechselwirkt es stark mit der HPLC-Auftrennung, da es aufgrund seiner stark sauren
Gruppe an die RP-Matrix bindet und so mit der Wirkung eines Ionenaustauschers, die Re-
tardierung der Peptide unterdriickt. Im Laufe mehrerer HPLC-L&ufe mit SDS-haltigen Proben
kommt es folglich zu starken Retentionszeitverschiebungen. Dieses Verhalten verhindert eine ak-
kurate Quantifizierung von Peptiden, welche auf einer hochauflésenden und reproduzierbaren
LC-Auftrennung beruht [182].

Da SDS in Losung Mizellen ausbildet, kann es nicht durch Dialyse entfernt werden. Aus diesem
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Grund wurden verschiedene Fallungsprotokolle ausgetestet, die eine Préazipitation der Proteine
bei gleichzeitiger SDS-Deletion bewirken. Nach Pelletierung der Proteine kann der Uberstand
inklusive des Detergenz entfernt werden. Das Proteinpellet muss wieder gelést und die solubi-

lisierten Proteine im Anschluss mit Trypsin verdaut werden.

Eine Methode um Proteine zu féllen, ist die Verwendung von Trichloressigsdure [183]. Durch
die Verwendung von Sduren werden die Ladungsverhéltnisse innerhalb des Proteins verédndert.
Durch Protonierung der Proteine kénnen grofe Anionen angelagert werden (Trichloracetat), die
die Loslichkeit der Proteine herabsetzen. Damit wird das Protein irreversibel dentauriert [184]
und ausgefillt. Die TCA-Prézipitation wurde anhand eines Standardproteinmix getestet und
resultierte in einem Verlust von Proteinen geringeren Molekulargewichts ((3-Lactoglobulin mit
ca. 19 kDa, Verlust ca. 50 %). Dieser Effekt wird am deutlichsten bei der Fallung von sehr klei-
nen Proteinmengen (< 5 ug). Das Defizit kann daher riithren, dass kiirzere Proteine aufgrund
fehlender komplexer stuktureller Merkmale eine hohere Loslichkeit besitzen als grofiere, struk-
turell anspruchsvollere Proteine und dadurch nicht effektiv préazipitiert werden. Andererseits
ist es auch moglich, dass aufgrund der Irreversibilitdt der Fallung (Zerstorung der Tertiér- und

Quartarstruktur) Proteine nicht mehr vollstandig gelost werden konnen.

Eine Alternative der irrversiblen Prézipitation von Proteinen ist die reversible Fallung mit-
tels organischen Losungsmitteln. Dadurch wird primér der Hydratationszustand des Proteins
verandert und damit einhergehend nicht-kovalente Wasserstoffbriickenbindungen zerstort. Dies
wird durch die Apolaritéit der organischen Losungsmittel hervorgerufen [185]. In Rahmen dieser
Arbeit konnte festgestellt werden, dass die Verwendung von Acetonitril eine effektive Methode
darstellt, um Proteine zu préazipitieren. Zwar ist auch hier ein Verlust von Proteinen erkennbar
(Verlust bei allen Proteinen des Standardproteinmix ca. 20 %), dieser ist jedoch relativ unab-
héngig vom Molekulargewicht und findet fiir alle Proteine im dhnlichen Verhéltnis statt [siehe
Abb.4.15 in Kap.4].

Neben der irreversiblen und reversiblen Fallung von Proteinen wurden aufferdem Membranfil-
tereinheiten getestet, bei denen die Entfernung von SDS auf einem Pufferaustausch beruht. Die
verwendeten Filter verhindern ein Austrocknen der Probe, es bleiben stets 10 bis 30 uL auf
der Membran zuriick. Durch mehrmaliges Verdiinnen des Riickstandes mit Detergenz-freiem
Puffer wird der Gehalt an SDS allméhlich verringert. Auch diese Methode ist fiir die meisten
Proteine sehr effektiv. Der beobachtete Verlust war in diesem Fall im Vergleich mit den Fél-
lungstechniken am geringsten (< 10% fiir Proteine > 20 kDa). Allerdings konnte auch hier
eine enorme Beeintriachtigung kleiner Proteine festgestellt werden. Obwohl die verwendeten Fil-
ter einen sogenannten Massen-Grenzwert von 10 kDA besitzen, wurden auch Verluste grofierer
Proteine (8-Lactoglobulin mit ca. 19 kDa, Verluste bis 50 %) beobachtet. Grundlegend basiert
die Separierung auf dem Molekulargewicht, aber natiirlich spielt die dreidimensionale Struktur
der Proteine eine grofe Rolle. Besonders dicht gepackte Proteine kénnen aufgrund ihrer gerin-
gen rdumlichen Ausdehnung trotz hoherem Molekulargewichts durch die Poren verloren gehen.
Auch die Verwendung von Detergentien beeinflusst die Permeabilitdt der Membran. Durch das

enthaltene SDS konnen auch grofere Proteine durch die Poren diffundieren.

Wisniewski et al. [186] entwickelten auf Basis dieser Methode eine universelle Probenvorberei-
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tungsanwendung, bei der Carbamidomethylierung und tryptischer Verdau direkt in den Reak-
tionsgefafen auf der Membran statt finden. Sie benutzten dazu ebenfalls 10 kDa Ausschuf-
massenfilter. Fiir den in dieser Arbeit verwendeten Standardproteinmix konnte die Effektivitat
und Reproduzierbarkeit der Methode nicht nachgewiesen werden. Es ist natiirlich moglich, dass
durch die Anwesenheit von komplexeren Proben eine hohere Effizienz durch einen Matrixeffekt
erreicht werden kann.

Fiir die folgenden Quantifizierungen wurde die reversible Prézipitation der Proteine mit ACN
gewdhlt. Nach Zentrifugation und Waschen mit Aceton wurde das Proteinpellet mit einem 50
mM Ammoniumhydrogencarbonatpuffer und 200 mM Guanidiniumhydrochlorid wieder solu-
bilisiert. Dazu wurden die Proben 30 min bei 37°C inkubiert. Wie in Abb. 4.21 zu erkennen,

konnten die Proteine quantitativ eluiert, gefillt und resolubilisiert werden.

5.4.3 Minimierung von Adsorptionseffekten niedrig abundanter Peptide an
Oberflachen

Fiir die folgenden LC-MS/MS-Analysen zur Quantifizierung der SMN-Komplexe wurden je-
weils nur sehr geringe Probenmengen eingesetzt. Die geringe Komplexitét der Proben und die
niedrigen Protein- bzw. nach tryptischen Verdau Peptidkonzentrationen resultieren oft in ei-
nem Verlust durch Adhésion an Oberflichen. Dies beeintrachtigt nicht nur die Detektions- bzw.
Bestimmungsgrenze, sondern schriankt auch den linearen Bereich von Standardkonzentrations-
reihen stark ein, da diese erst mit héheren Konzentrationen eine lineare Abhéngigkeit (Signal
- Peptidmenge) aufweisen. Bei zu geringen Konzentrationen ist der Verlauf durch Adhésion
zunéchst flacher.

Komplexe Realproben weisen haufig eine hohe Gesamtpeptidkonzentration auf, so dass hier der
Einfluss zu vernachldssigen ist. Man kann davon ausgehen, dass alle in einer komplexen Probe
enthaltenen Peptidsequenzen eine Affinitéit zu Oberflichen aufweisen und somit der Verlust pro
Peptidsequenz unterhalb der Detektionsgrenze liegt. Sind nur wenige sehr gering konzentrierte
Peptide in einer Probe enthalten, so wird der Verlust fiir jede Sequenz detektierbar. Allerdings
ist die Affinitdt abhingig von den physikochemischen Eigenschaften der Peptide. Besonders
hydrophobe Peptide zeigen einen Verlust an Oberflachen. Der Vorteil stabilisotopenmarkierter
Peptide liegt in der Moglichkeit, sie direkt zur Realprobe zu geben, so dass der Einfluss durch die
Marix vernachlassigt werden kann, da sich synthetisches und endogenes Peptid analog verhalten
sollten. Werden quantitative Daten durch aufeinander folgende und damit getrennten Messun-
gen von Realprobe und synthetischen Peptiden erfasst, ist der Fehler durch die unterschiedliches
Matrices moglicherweise sehr hoch.

Um den Verlust von Peptiden an reaktiven Oberflichen zu verringern, kann man sogenannte
LoBind-Geféfe verwenden. Diese sind aus wenig adhésivem Kunststoff (laut Hersteller eine
spezielle Polypropylensorte) hergestellt, der nur eine geringe Affinitdt zu Peptiden aufweist.
Der Vorteil von LoBind-Reaktionsgefifsen im Vergleich zu normalen Reaktionsgefiafien konnte
gezeigt werden [siche Abb.4.18 in Kap.4|. Die Verwendung dieser speziellen Reaktionsgefife
kann jedoch nicht verhindern, dass Peptide wéhrend der HPLC-Auftrennung verloren gehen.

Zwar werden heutzutage immer hdufiger bioinerte Anlagen aus Titanium oder anderen speziellen
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Legierungen verwendet, nichtsdestotrotz konnen Peptide z.B. in den PEEK- oder Fused Silica-
Kapillaren adhérieren. Der Verlust niedrig abundanter Peptide kann durch einen Hintergrund
hoher abundanter Peptide verringert werden. Es ist moglich einen BSA-Verdau innerhalb der
wenig komplexen Proben zu verwenden, um die Oberflichen innerhalb der Reaktionsgefafse und
HPLC mittels des hoch abundanten BSAs abzuséttigen. Héufig interferieren Proteinverdaue
jedoch mit der LC-MS/MS-Analyse der Probe, da sie eine Vielzahl an Peptiden beinhalten,
die moglicherweise eine hohere Konzentration als die zu analysierenden Peptide haben und
dementsprechend bevorzugt fiir die Fragmentierung ausgewéhlt werden. Auch in zielgerichteten
Methoden wie MRM steigt die Wahrscheinlichkeit Peptidionen und Fragmentionen gleicher m/z
in der Probe zu generieren, die dann mit dem MS-Signal wechselwirken und die quantitative
Aussage verfilschen.

Um diesen Effekt zu minimieren, wurde in dieser Arbeit ein einzelnes stark hydrophobes Peptid
(Glucagon), mit dem Ziel Oberflichen in Reaktionsgefiafen und HPLC zu belegen, eingesetzt.
Im Laufe der weiteren Analysen zeigte sich jedoch, dass das MS-Signal von Glucagon mit
einigen spéat eluierenden AQUA-Peptiden interferiert und damit die quantitative Analyse be-
eintrichtigt. Aus diesem Grund wurde nach weiteren kommerziell erhéaltlichen Peptiden oder
kleineren Proteinen gesucht, die eine hohe Hydrophobizitit besitzen. Melittin ist ein natiirlich
vorkommendes Peptid, welches aus Bienengift gewonnen werden kann. Laut des TheorChro-
mo-Algorithmus [170] zur Vorhersage der Retentionszeit innerhalb des verwendeten RPLC-
Gradienten wird Melittin spéter von der RP-Saule eluiert als Glucagon. Die MS-Analyse konnte
dies bestétigen. Melittin wurde zudem nicht wihrend der MRM-Analysen detektiert und konn-
te den linearen Bereich der Verdiinnungsreihen erweitern und die Bestimmungsgrenze einzelner
Peptide herabsetzen [siche Abb.4.18 in Kap.4]. Im Laufe der weiteren LC-MS/MS-Analysen
wurde stets 1 pg/mL Melittin eingesetzt.

Da Melittin durch den tryptischen Verdau ein ebenfalls stark hydrophobes tryptisches Peptid
freisetzt, kann es auch bereits sehr friih in der Probenvorbereitung von niedrig abundanten Pro-
teinen eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurde dieser Einfluss ebenfalls untersucht, es konnte
jedoch kein Unterschied zu Melittin-freien Referenzproben ermittelt werden. Die endogenen aus
Zelllinien angereicherten SMN-Komplexe weisen einen hohen unspezifischen Proteinhintergrund
auf, der Proteinverluste verringert und die rekombinanten SMN-Komplexe besitzen selbst ei-
ne geniigend hohe Proteinkonzentration, so dass in beiden Fillen der Einsatz von Melittin die
Wiederfindungsrate der Peptide nicht merklich erhoht.

5.4.4 Vorbereitung der synthetisch erzeugten AQUA-Peptide
5.4.4.1 Konzentration der AQUA-Peptide

Die ausgewahlten Peptidsequenzen wurden als Auftragsynthese durch die Firma Thermo Fis-
her Scientific als stabilisotopenmarkierte Peptide hergestellt. Die Peptide wurden in jeweils 10
Aliquots & 1 nmol mit je 200 uL geliefert. Die angegebene Konzentration wurde durch eine zu-
sitzliche Aminosaureanalyse verifiziert. Im Durchschnitt lagen die Abweichungen bei &+ 15,6%,
wobei bis auf wenige Ausnahme immer hohere Konzentrationen als die angegebenen Werte er-
mittelt wurden. Fiir das Peptid SMN2 lag der Wert um das 1,4fache hoher als die berichteten
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5 pmol/ul. Dies kann einerseits auf Fehler wiahrend der Aminoséureanalytik zuriickzufiihren
sein oder basiert auf Loslichkeitseffekte des entsprechenden Peptids.

Um diese Problematik zu umgehen, entwickelten Holzmann et al. [164] eine entsprechende
Methode, die es ermoglicht, dquimolare Mischungen der synthetischen Peptide herzustellen.
Dazu wurden diese mit einem Fqualizer-Peptid versehen, welches durch den tryptischen Verdau
freigesetzt wird. Durch Abgleich dieses stabilisotopenmarkierten FEqualizerpeptids mit einem
analogen leichtem Peptid konnen alle Peptidaliquots entsprechend synchronisiert werden. Damit
wird gewéhrleistet, dass bei der anschlieffenden Verdiinnung der synthetischen schweren Peptide

mit dem Probenverdau dquimolare Mengen der eingesetzten Peptide verwendet werden.

5.4.4.2 Loslichkeit der AQUA-Peptide

Um die Loslichkeit der einzelnen Peptide zu optimieren, wurden zu Beginn der Quantifizierung
die einzelnen Aliquots, sowie die kombinierten Peptidgemische intensiv gevortext und mit Ultra-
schall behandelt. Im Laufe dieser Arbeit konnte jedoch festgestellt werden, dass einige Peptide
keine distinkten Peaks bei der RP-Auftrennung zeigten [siche Abb.4.24 in Kap.4]. Durch néhe-
re Untersuchung konnte als Ursache die Ultraschallbehandlung identifiziert werden, weshalb in
folgenden Experimenten auf diese verzichtet wurde.

Um die Loslichkeit der Peptide heraufzusetzen, wurde in Anlehnung an Schmidt et al. [139]
jeweils ein Aliquot pro Peptid durch Gefriertrocknung lyophilisiert und anschliefend in 100%
Aceteonitril resuspendiert. Ein Vergleich zu den ,normal” behandelten Peptidlésungen zeigte
jedoch wesentlich geringere Intensitéaten der lyophilsierten und resuspendierten Peptidmixturen
[siche Abb.4.22 in Kap.4|. Dieses Ergebnis steht zwar im Widerspruch zu der zitierten Ver-
offentlichung [139], kann jedoch durch Verluste wéhrend der Lyophilisation und/oder durch
Préazipitationseffekte in der organischen Matrix begriindet werden.

Im weiteren Vorgehen wurden die Peptide stets nur vorsichtig gevortext, ohne sie jedoch einer
Ultraschallbehandlung zu unterziehen, um ungewollte Peptidriickgratbriiche zu unterdriicken
bzw. die Ausbildung von strukturellen Intermediaten zu verhindern, die eine akkurate Quanti-

fizierung beeintriachtigen.

5.4.5 Sprayinstabilitidten der 4000 Q Trap

Voraussetzung fiir eine akkurate Quantifizierung ist, neben einer reproduzierbaren Probenvor-
bereitung, ein stabiles und reproduzierbares LC-MS/MS-System. Fiir die Gewahrleistung einer
reproduzierbaren HPLC wurden bei jedem Wechsel der Séule zunédchst LC-MS-Laufe durchge-
fithrt, um die Séulen entsprechend abzusittigen (mit 1 pg/mL Melittin). Auferdem wurden die
synthetischen AQUA-Peptide in Testlaufen vermessen und die Reproduzierbarkeit der jeweiligen
Retentionszeiten gepriift.

Einen signifikanten Einfluss auf eine akkurate Quantifizierung hat, neben der reproduzierbaren
HPLC, auch die Stabilitdt des nano-ESI-Sprays. Bei Messungen mit der 4000 Q Trap konnten
jedoch starke Schwankungen in der Spraystabilitidt (gemessen am MS-Hintergrundrauschen)

wahrend eines LC-MS-Laufs verzeichnet werden. Aufierdem konnte ein rapider Einbruch und
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eine verzogerte Wiederherstellung eines stabilen Grundrauschens nach Durchbruch der 0,1%-
TFA (Schalten der Vorsdule in den Hauptsaulenfluss) festgestellt werden. Um diesem Problem
entgegenzuwirken, wurde iiber ein T-Stiick mit einem Fluss von 100 nl/min Losungsmittel B
(0,2% FA, 84% ACN) zum Hauptsdulenfluss post column durch eine zweite HPLC-Pumpe und
einem eigens konstruierten Flow splitter zugefithrt. Durch diese Modifikation konnte ein sta-
biles Spray (Hintergrundrauschen) wiahrend des gesamten LC-MS-Laufs gewéhrleistet werden.
Natiirlich wurden aber durch die Vergoferung des Totvolumens nach der Saule durch das ver-
wendete T-Stiick die Peakhalbwertsbreiten leicht erhoht, sowie die Sensitivitdt durch Erhéhung

der Gesamtflussrate herabgesetzt.

5.5 Quantifizierung des endogenen SMN-Komplexes

Fiir die Synthese der stabilisotopenmarkierten Peptidanaloga mussten zunéchst fiir die abso-
lute Quantifizierung geeignete Peptidsequenzen ausgewéhlt werden. Dazu wurden die SMN-
Komplex-Proben (nativ und rekombinant) mit einem 4000 Q TRAP Massenspektrometer iiber
LC-MS/MS-Experimente analysiert. Die erhaltenen MS/MS-Spektren wurden mittels des MAS-
COTT™.-Algorithmus gegen eine humane SwissProt-Datenbank (Nov. 2009) gesucht. Die identi-
fizierten Peptide wurden hinsichtlich Spektrenqualitét (z.B. alle prominenten Signale annotiert),
iiberlesener Schnittstellen, post-translationaler Modifikationen und Retentionszeit manuell eva-

luiert. Dazu sollten moglichst viele der in Tabelle 5.1 erwéhnten Kriterien zutreffen.

Tab. 5.1: Kriterien zur Auswahl geeigneter tryptischer Peptide fiir die Quantifizierung.

Nr. Kriterium betroffene AS
1 Peptide sollten zwischen 6 und 20 Aminoséduren lang sein (besser: 1
alle
8-15 AS)

5 Die Molekulargewichte der Peptide sollten idealerweise zwischen I
alle
700 und 2000 Da liegen.

5 Die ausgewahlten Peptide sollten moglichst keine chemisch reakti- CMW
ven Seitenketten enthalten. T

. . . . . NGaDGaQGaN_
Auferdem sollten die zur Quantifizierung verwendeten Peptide kei-
4 . . ) . . term  N,N-term
ne chemisch instabilen Seitenketten besitzen. Q
. Es sollten keine ,LC-inkompatiblen” Peptide (frith oder spét im 1
alle
Gradienten eluierende Peptide) verwendet werden.

6 Keine Peptide, die ein R angrenzend an ein P besitzen, da dies RP
potentielle iiberlesene Schnittstellen darstellen.

. R-terminierende sind K-terminierenden Peptiden bevorzugt aus- K

zuwéhlen, da Guanidierung von K zu Homoarginin fithren kann.
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Tab. 5.1: Fortsetzung

Nr. Kriterium betroffene AS
Die Peptide sollten keine bekannten post-translationalen Modifika-

8 tionen besitzen und auf potentielle PTMs massenspektrometrisch —alle

untersucht werden.

9 Die ausgewahlten Peptide sollten definierte tryptische Schnittstel- KR
len besitzen und keine benachbarten Ks und/oder Rs aufweisen. ’
Die Gruppe der gewéhlten Peptide sollte abschliefsend geBLASTet

10 werden, um ihre Einzigartigkeit in der verwendeten Spezies/Probe alle

nachzuweisen.

Die Identifizierung von iiberlesenen Schnittstellen ist abhingig vom m/z der erzeugten Peptide.
Dies hangt mit dem eingeschrankten Massenbereich der Massenanalysatoren zusammen. Au-
ferdem zeigen sehr grofte Peptide haufig eine starke Retardierung und sehr spéte Elution in der
HPLC-Auftrennung, wihrend sehr kleine Peptide bereits sehr friih im Gradienten eluieren bzw.
bereits durch das Waschen der Vorsédule verloren gehen oder wiahrend der MS/MS-Auswertung
nicht eindeutig identifiziert werden konnen (bei kiirzeren Sequenzen sinkt die Wahrscheinlichkeit
ihrer Einzigartigkeit - falsch positive Identifikationen sind gehéduft). Diese Faktoren verhindern
die Analyse sehr groker (MW > 3 kDa) und sehr kleiner Peptide (MW < 500 kDa). Es ist daher
nicht eindeutig auszuschliefen, dass die gewdhlten Peptide unvollstandig durch das Verdauen-
zym Trypsin prozessiert werden.

Ferner ist es schwierig post-translationale Modifikationen zu identifizieren. Viele der bekannten
Modifikationen wie z.B. Phosphorylierungen kommen in den betroffenen Proteinen nur substo-
chiometrisch vor, d.h. die entsprechende Aminoséure ist nur in einem sehr geringen Teil der
Proteinspezies modifiziert. Um post-translationale Modifikationen zu identifizieren ist es daher
in den meisten Féllen unabdingbar eine Anreicherung der modifizierten Spezies vorzunehmen.
Da neben der Phosphorylierung jedoch noch bis zu 200 verschiedene weitere Modifikationen
existieren [187| und eine einzige Peptidsequenz bereits unzéhlige Variationen unterschiedlicher
Modifikationszustinde aufweisen kann, ist es heutzutage noch nicht moglich, alle Varianten der
Modifizierung zu identifizieren und zu quantifizieren. Aus diesem Grund wurden in dieser Ar-
beit die Peptide nur nach den géngigsten PTMs (Phosphorylierung, Oxidation, Acetylierung,
Deamidierung) untersucht. Zu Beginn dieser Experimente wurden die SMN-Komplex-Proben
hauptséachlich iiber Quadrupol- und lineare Ionenfallen analysiert. Im letzten Jahr dieser Promo-
tion standen sensitivere und hochauflésendere Geréte wie das LTQ Orbitrap XL oder die LTQ
Orbitrap Velos zur Verfiigung, um einen noch besseren Einblick in das Peptidom der erzeugten
Proteinverdaue zu erhalten.

Mit beiden Gerdte wurden die synthetischen AQUA-Peptide sowie tryptischen Verdaue der Pro-
teinkomplexe ndher untersucht. Es wurde fiir eine Vielzahl von Peptiden mehrere Sequenzen

identifiziert, die einen Teil oder die komplette Peptidsequenz aufgrund semitryptischer oder
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iiberlesener Schnittstellen sowie PTMs beinhalteten [siehe Tab.4.2 in Kap.4]. Die beiden Cyste-
in-haltigen Peptide ETCVVVYTGYGNR und CSDIISYTFKP konnten so zum Beispiel nicht
reproduzierbar quantifiziert werden, da sie in allen Proben nur sehr niedrig konzentriert vor-
lagen. Dies kann u.a. auf eine unvollstdndige Carbamidomethylierung zuriickgefiihrt werden,
so dass noch freie Thiolgruppen in der Peptidsequenz vorliegen. Auch eine Alkylierung an-
derer Aminosduren der Sequenz ist denkbar. Aus der Literatur ist bekannt, dass eine Car-
bamidomethylierung unter Umstdnden auch am N-Terminus, sowie an K- und R-Seitenketten
erfolgen kann [188]. Ferner wurde fiir das Peptid ETCVVVYTGYGNR verschiedene Peptidspe-
zies gefunden, die aufgrund unvollsténdiger Prozessierung durch das Enzym Trypsin zustande
kamen. Des Weiteren beobachtet man zudem héaufig O-Alkylierungen nach der Zugabe von
TAA [188|. Fiir die Q-haltigen Peptide (VQDLIEGHLTASQ, QYFAETER) konnten ebenfalls
wahrend der Analysen starke Abweichungen verzeichnet werden, die u.a. auf Deamidierungen
oder N-terminale Umlagerung von Q in Pyroglutamat (unter Abspaltung von NHjs) zuriickzu-

fihren sind.

Fiir fast jedes Peptid konnten nach dem tryptischen Verdau Varianten gefunden werden, die
durch semi-tryptische Schnittstellen zustande kamen. Ein Grund fiir dieses Verhalten wéh-
rend des proteolytischen Verdaus, ist eine chymotryptische Restaktivitdt des Trypsins. Dieses
kann durch Verunreinigungen mit Chymotrypsin verursacht werden, denn beide Enzyme wer-
den aus dem Pankreas von Tieren (z.B. des Pferdes) gewonnen. Die Reinigung des Trypsins
erfolgt durch mehrmaliges Umkristallisieren, wodurch evtl. noch ein Restgehalt an Chymotryp-
sin durch die strukturellen Ahnlichkeiten enthalten sein kann [189]. Ein weiterer Grund ist das
autoproteolytische Verhalten von Trypsin. Die Autoproteolyse kann die Entstehung eines Pseu-
dotrypsins vorantreiben, welches ebenfalls chymotryptische Aktivitdten aufweist [190]. Trypsin
selbst schneidet sehr spezifisch [191] nach Arginin oder Lysin, es sei denn, es wird durch ein
C-terminales Prolin oder durch modifizierte saure Reste (Phospho-S, Phospho-T), die in der
ndheren Umgebung der Schnittstelle auftreten, sterisch gehindert. Jedoch auch modifiziertes
Cystein wird durch Trypsin prozessiert. Chymotrypsin hingegen scheidet besonders bevorzugt

hinter aromatischen Aminoséuren (F, W, Y) oder M.

Andere semi-tryptische Schnittstellen wurden durch Gasphasenfragmentierung in der Quelle
erzeugt. Ist der Druck des verwendeten Schutzgases (Stickstoff) zu hoch, kénnen bereits aufer-
halb der Kollisionszelle Peptidriickgratbriiche zwischen besonders labilen Bindungen induziert
werden. Solch eine sterisch gehinderte Aminoséure ist Prolin, weshalb aufgrund der Spannung
des pentameren Rings die N-terminale Bindung zur néchsten Aminosédure besonders gefahrdet
ist. Auch in ordindren MS/MS-Spektren ist dieser Prolinbruch eines der intensivsten Signale im
Spektrum. In dieser Arbeit wurden zwei Peptidspezies (z.B. PGKPGLK, PQEYLR) mit einem

N-terminalen Prolin nachgewiesen, die diesen markanten Bruch zeigten [siche Abb. 4.17].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Entstehung einer Vielzahl an Nebenprodukten der
gewihlten Peptidspezies das grofite Manko der AQUA-Methode darstellt. Es kann nie ausge-
schlossen werden, dass die Proteine in der Zelle, wihrend der Probenvorbereitung oder durch
den Verdau unterschiedlich und unspezifisch prozessiert werden. Dies erschwert eine akkurate

Quantifizierung enorm und erklért sicherlich die auch in dieser Arbeit ermittelten Unterschiede



Kapitel 5 Diskussion 124

zwischen biologischen oder technischen Replikaten. Auch Schmidt et al. wiesen bereits auf diese
Problematik des unspezifischen Verdaus hin [139]. Um dieses Problem zu umgehen, miissten alle
einzelnen Spezies eines einzigen Peptids quantitativ erfasst werden. Dies ist gleichbedeutend mit
einer Synthese aller identifizierten Peptidsequenzen, die Teil dieses Peptids sind. Aufgrund des
hohen Kosten- und Zeitfaktors der Peptidsynthese, -aufreinigung und -quantifizierung ist dies
jedoch praktisch nicht umsetzbar. Generell sollte die Probenvorbereitung stets in nur wenigen
Schritten und reproduzierbar erfolgen, um Fehler durch unnétige Arbeitsabldufe und Modifika-
tionen zu vermeiden.

Viele Proteine (z.B. in dieser Arbeit Gemin6 und Gemin7) weisen zudem, aufgrund ihres niedri-
gen Molekulargewichts, nur sehr wenige proteotypische Peptide auf, die fiir eine Quantifizierung
zur Verfiigung stehen, so dass hdufig auch nicht die Moglichkeit besteht, mehrere Peptide pro
Protein zu wihlen, um statistisch signifikante Aussagen zu erhalten. Die groke Zahl an Akzep-
tanzkriterien fiir die Auswahl geeigneter Peptide erschwert die Suche nach tauglichen Sequenzen
bei Proteinen mit geringem Molekulargewicht enorm [siehe Tabelle 5.1].

Eine Losung dieser Problematiken konnte durch Expression rekombinanter Proteine in mit sta-
bilisotopenmarkierten Aminoséuren substituiertem Medium erfolgen. Der Proteingehalt miisste
nach der Reinigung der einzelnen Proteine ebenfalls durch entsprechende Methoden wie z.B.
Aminoséureanalyse sehr genau bestimmt werden. Auch diese Methode ist fiir komplexere Fra-
gestellungen nicht anwendbar, sondern ist &hnlich wie AQUA durch einen hohen Kosten- und
Zeitfaktor auf kleine Zahlen von Proteinen beschriankt. Die Expression von Proteinen stellt
einen grofen Zeitaufwand dar, da die Proteine zunédchst durch Klonierung und Transformation
in entsprechende Zellstdmme eingebracht werden miissen. Fiir viele Proteine ist so eine Methodik
aufgrund eines zu hohem Molekulargewichts nicht anwendbar. Des Weiteren kann die Methode
in bestimmten Zellen nicht durchgefiihrt werden, da diese einzelne Aminosduren umsetzen und
damit dieselbe Proteinsequenz mit verschiedenen markierten Aminoséduren exprimieren. Statt-
dessen miissen solche Zellen verwendet werden, die keine Aminosduren prozessieren und eine
Auxotrophie fiir die stabilisotopenmarkierten Aminosauren aufweisen, die in die Proteinsequen-
zen integriert werden sollen, d.h. Organismen , die nicht in der Lage sind (durch Mutation oder

Plasmidtransformation) die substituierten Aminoséuren selbst herzustellen.

5.5.1 Evaluierung der Ergebnisse aus Messungen mit 4000 Q TRAP, TSQ
Vantage sowie markierungsfrei mit der LTQ Orbitrap Velos

5.5.1.1 Stochiometrie des SMN-Komplexes

Der Vergleich zwischen den einzelnen Ansétzen zur Erfassung der Stochiometrie des SMN-
Komplexes zeigt sowohl sehr dhnliche Verhéltnisse, als auch Abweichungen zwischen den Er-
gebnissen der verschiedenen Massenanalysatoren. Das Verhéltnis zwischen SMN und Gemin2 ist
bei allen Vorgehensweisen nahezu identisch. Es ist bekannt, dass innerhalb des SMN-Komplexes
eine SMN-Gemin2-Substruktur besteht, die erst evolutionsbedingt durch weitere Faktoren er-
ginzt wurde [47]|. Dieser Grundkomplex ist laut Ogawa et al. [48] durch Oligomerisierung der
beiden Komponenten aufgebaut. Das SMN-Protein zeigt eine Selbstoligomerisierung iiber das

C- und N-terminale Ende, wiahrend in Gemin2 hauptséchlich der C-terminale Schwanz fiir die
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Selbstoligomerisierung verantwortlich ist. In der genannten Veréffentlichung von Ogawa et al.
wird auferdem erwahnt, dass die Menge an SMN und Gemin2 im SMN-Komplex alle ande-
ren Komponenten stark iibertrifft und wahrscheinlich ein einfacher Grundcore besteht. Die-
se Vermutung kann durch die hier dargestellten Ergebnisse ebenfalls bestitigt werden. Zwar
ist das Verhéltnis beider Komponenten nicht exakt 1:1, liegt aber nahe bei 2:1 (Cytoplasma)
bzw. 3:1 (Kern) SMN:Gemin2 [siche Tab.5.2]. Auch das Verhéltnis von SMN zu den anderen
Komponenten zeigt einen hohen Uberschuss des Proteins in dem Komplex. Die Ergebnisse des
rekombinanten Wildtypkomplex decken sich ebenfalls mit diesem Resultat.

Das Verhéltnis zwischen SMN-Gemin2-Grundkomplex und den Proteinen Gemin6, Gemin7 und
Gemin8 stimmt fiir die rekombinanten und nativen Komplexe nicht {iberein [siehe Tab.5.2].
Wie bereits erwihnt kann diese Abweichung durch den reduzierten und artifiziellen rekombi-
nanten SMN-Komplex erklart werden. Der GST-Tag im SMN-Protein sowie fehlende posttrans-
lationale Modifikationen und Proteinkomponenten verdndern moglicherweise die Struktur und
Stochiometrie des SMN-Komplexes. Im Gegensatz dazu ist das Verhéltnis zwischen Gemin6
und Gemin?7 in allen vier Ansétzen nahezu gleich, d.h. nur die Bindung an den SMN-Gemin2-
Grundkomplex ist in den rekombinanten Komplexen gestort, nicht jedoch die Ausbildung des
Gemin6-Gemin7-Subcores. Ma et al. [60] deuten eine heterodimere Struktur von Gemin6 und
Gemin7 an, welche durch Kopf-Schwanz-Interaktion zustande kommt und in ihrer Kristallstruk-
tur mit dem Sm-Core korrespondieren. Das 1:1-Verhéltnis kann in dieser Arbeit nicht bestétigt
werden. Gemin7 ist in einem ca. vierfachen Uberschuss im Vergleich zu Gemin6 vorhanden [sie-
he Tab.5.2|. Dieser Unterschied resultiert womdoglich aus Problemen bei der Probenvorbereitung
oder einem evt. partiellen Verlust von Gemin6 durch zu stringente Bedingungen bei der Co-IP
(Salz, NP40). Es ist bekannt, dass die Assoziation von Gemin6 an den SMN-Komplex iiber
Gemin?7 erfolgt [2]. Da bei der Co-IP iiber das Protein SMN alle Komponenten angereichert
wurden, ist der Verlust von peripheren Faktoren durch schwéchere Interaktion an SMN wahr-
scheinlicher als direkt assozierende Proteinkomponenten. Gemin?7 interagiert mit SMN sowohl

direkt, als auch durch indirekte Interaktion iiber Gemin8.

Tab. 5.2: Ergebnisse der Quantifizierung nativen SMN-Komplexe aus Cytoplasma (Cyto) und Zellkern mit
dem TSQ Vantage im Vergleich zu den Ergebnissen des rekombinanten (rek.) Wildtyp(WT)-SMN-Komplexes
mit dem TSQ Vantage und der 4000 Q TRAP. Die angegebenen Zahlen stellen Verh&ltnisse von Proteinen dar.

TSQ(Cyto)nativnv. Q TRAP(WT)rek. TSQ(WT)rek. TSQ(Kern)nativ

SMN1:Gemin2 2 2,00 2,00 3,00 3,00
SMN1:Gemin6 2 60,00 15,00 40,00 60,00
SMN1:Gemin7 1 14,00 5,00 10,00 15,00
SMN1:Gemin8 2 18,87 10,00 60,00 17,14
Gemin2 2:Gemin6 2 30,00 7,50 13,33 20,00
Gemin2 2:Gemin7 1 7,50 2,50 3,33 4,00
Gemin2 2:Gemin8 2 8,57 5,00 20,00 6,67
Gemin7 _1:Gemin6_ 2 4,00 3,00 4,00 5,00
Gemin8 2:Gemin6_ 2 3,50 1,50 0,67 3,00
Gemin7 _1:Gemin8 2 1,14 2,00 6,00 1,67
SMN1:Gemin3_ 2 5,00 - - 10,00

SMN1:Gemind 2 20,00 - - 20,00
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Tab. 5.2: Fortsetzung

TSQ(Cyto)nativ Q TRAP(WT)rek. TSQ(WT)re. TSQ(Kern)nativ

SMN1:Gemin5 2 15,00 - - 15,00
SMN1:Unrip2 30,00 - - 60,00
Gemin2 2:Gemin5 2 7,50 - - 5,00
Gemin3 2:Gemind 2 4,00 - - 2,00
Gemin8 2:Gemin4d 2 1,17 - - 1,00
Gemin8 2:Unrip2 1,75 - - 3,00
Gemin7 _1:Unrip2 2,00 - - 5,00
Gemin6_2:Unrip2 0,50 - - 1,00
Gemin2 2:Gemin3_2 2,50 - - 3,33

5.5.1.2 Verteilung der Proteinkomponenten zwischen Kern und Cytoplasma

Vergleicht man die Stochiometrie des cytoplasmatischen SMN-Komplexes mit der des nukle-
dren SMN-Komplex sind nur marginale Unterschiede in den Verteilungen zu erkennen. Beide
Vorgehensweisen mit AQUA und S/MRM, sowie markierungsfrei mit der LTQ Oribtrap Ve-
los [siche Tab.4.8 in Kap.4| liefern diesbeziiglich identische Ergebnisse. Am deutlichsten ist
der Unterschied fiir das Protein Unrip, von dem bekannt ist, dass es hauptséchlich im Cyto-
plasma lokalisiert. Diese Aussage kann durch die erhaltenen Ergebnisse bestétigt werden. Im
cytoplasmatischen Komplex ist der Anteil Unrip ungefihr doppelt so hoch, als der im Zellkern-
komplex [36,63].

Unterschiede zwischen Kern und Cytoplasma fiir distinkte Proteine des SMN-Komplexes (z.B.
Gemin5 und Gemin4) sind entgegen den Postulierungen aus verschiedenen Veréffentlichungen
nicht ersichtlich [52,56,57]. Immunofluoreszenzstudien basieren auf der Antigen-Epitop-Bindung
eines Antikorpers mit dem Zielprotein. Dieser Antikorper ist entweder direkt mit einem Fluo-
rophor gekoppelt oder wird durch einen sekundéren Fluorophor-gekoppelten Antikérper detek-
tiert. Diese Methode basiert demzufolge auf dem Eindringen von Makromolekiilen in die einzel-
nen Subkompartimente, welches aufgrund von sterischen Behinderungen nicht immer gewéahr-
leistet werden kann. Aufierdem sollte der verwendete Antikérper eine hohe Spezifitdt aufweisen,
um ungewollte Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen zu verhindern. Schlieflich kann die Bin-
dung des Antikdrpers entweder Strukturverdnderungen im Zielprotein induzieren oder fiir die
Lokalisation wichtige Sequenzabschnitte verdecken. Die Ergebnisse aus Immunfluoreszenzstu-
die spiegeln also nicht immer unbedingt die Realitdt wieder und sind haufig fehlerbehaftet. Fiir
das Protein Geminb sind zum Beispiel zwei Veroffentlichungen bekannt, die sich beziiglich der
Lokalisation von Gemin5 widersprechen. Wahrend Gubitz et al. Gemin5 durch Immunofluores-
zenz eindeutig in Gems identifizieren und damit die Co-Lokalisation zu SMN nachweisen [57],
kénnen Hao et al. Gemind nicht in Cajal Bodies bzw. Gems in Interaktion mit SMN im Kern
nachweisen.

Fiir Gemin4 ist bekannt, dass ein grofer Anteil im Kern in den Nukleoli lokalisiert ist [52|. Die
angewendete Aufarbeitungsmethode inklusive Kompartionierung und Co-Immunoprézipitation

kann diesen Anteil nicht abdecken, so dass dieser verloren geht. Das Verhéltnis von SMN und
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Gemind ist damit im Cytoplasma und in den nukledren Gems nahzu identisch. Das in den
Nukleoli angereicherte Gemin4d nimmt wahrscheinlich eine vom SMN-Komplex unabhéngige

Rolle ein und ist damit nicht entscheidend fiir die Stéchiometrie des Zellkernkomplex.

5.6 Quantifizierung der rekombinanten SMN-Komplexe

Neben der Quantifizierung nativer SMN-Komplexe, die durch Anreicherung aus dem Cyto-
plasma und Kerne von HeLa-Zellen gewonnen wurden, erfolgte die absolute Quantifizierung
zusétzlich an rekombinant erzeugten SMN-Komplexen aus E.coli. Dies stellten jedoch nur einen
Ausschnitt des SMN-Komplexes dar, da es nicht mdglich war, alle Komplexbestandteile in
E.coli zu exprimieren und l6slich aufzuarbeiten. Proteine wie Gemin3, Gemin4 und Geminb,
konnten aufgrund ihres hohen Molekulargewichts nicht hergestellt werden. Die rekombinanten
Komplexe bestanden aus diesem Grund nur aus den Proteinen: SMN, Gemin2, Gemin 6, Ge-
min7 und Gemin8. Das Protein SMN wurde in drei Varianten erzeugt: eine ,,gesunde” Form
des Proteins ohne Mutationen und zwei Varianten, die jeweils eine bekannte SMA-Mutation
(E134K, Y272C) enthielten. Die drei verschiedenen SMN-Subkomplexe wurden ebenfalls hin-
sichtlich ihrer Stochiometrie untersucht. Der geringe Hintergrund als Folge der Expression und
Aufarbeitung (GST-Affinitdtschromatographie) sowie die im Vergleich zu den nativen Kom-
plexen hohe Konzentration, erleichterten die Quantifizierung erheblich. Im Folgenden werden
die Unterschiede zwischen den drei betrachteten Komplexen herausgestellt und der spezifische

Einfluss der integrierten Mutationen auf die Stéchiometrie diskutiert.

5.6.1 Evaluierung der verschiedenen Ansitze durch Messung mit dem 4000
Q TRAP, TSQ Vantage und markierungsfrei mit der LTQ Orbitrap
Velos

5.6.1.1 St6échiometrien der rekombinanten Komplexe

Die Quantifizierung durch alle drei Ansétze zeigt eine direkte Vergleichbarkeit des Wildtyp-
komplexes mit dem rekombinanten Komplex E134K. Beide SMN-Komplexe zeigen keine Unter-
schiede in den Verhéltnissen fiir der Proteinkomponenten SMN, Gemin2, Gemin6, Gemin7 und
Gemin8. Es ist bekannt, dass die Mutation im SMN-Protein E134K hauptséchlich die Bindung
zu den Sm-Proteinen schwécht und dadurch SMA ausgelost wird [192]. Diese Aussage wird
durch die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzt, allerdings konnte in dieser Arbeit der Einfluss
der E134K-Mutation auf die Sm-Bindung nicht untersucht werden, da die Sm-Proteine nicht
Bestandteil der rekombinanten Komplexe waren. In anderen Publikationen ist der Einfluss der
Mutation auf die Oligomerisierung des SMN-Proteins benannt [179]. Eine Verénderung in der
SMN-Komplex Grundstruktur ist jedoch aufgrund der Ergebnisse nicht ersichtlich.

Im Gegensatz dazu ist der Einfluss der Y272C-Mutation auf den vorliegenden rekombinanten
SMN-Komplex enorm. Schon durch 1D-PAGE und Coomassiefarbung konnte eine Reduktion
der Anteile von Gemin6, Gemin7 und Gemin8 nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis wurde
durch die massenspektrometrische Analyse weiter bestétigt, so sind die genannten Proteinkom-
penenten um ca. 1/3 im Y272C-SMN-Komplex reduziert [siehe Tab.4.11 in Kap.4]. Da alle drei
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Komponenten, wie bereits erwéahnt, durch Assoziation direkt miteinander interagieren und die
Bindung an das SMN-Protein hauptséchlich iiber Gemin8 gebildet wird, ist die dquivalente
Abnahme zu erkléren, die Interaktion mit Gemin2 ist dagegen stabil. Auch Otter et al. wiesen
bereits auf den Einfluss der Y272C-Mutation auf die Selbstoligomerisierung des SMN-Proteins
hin [2|, wodurch bis auf die Bindung zu Gemin2, die gesamte Struktur des SMN-Komplex
zerstort wird und andere Komponenten nur méfig erfolgreich co-immunoprézipitiert werden
kénnen. Diese Aussage kann auch durch die vorliegende Arbeit ebenfalls bestétigt werden.

Die Analysen mittels 4000 Q TRAP und TSQ lieferten in dieser Hinsicht analoge, d.h. ver-
gleichbare Ergebnisse.

5.7 Schlufsfolgerung und Ausblick

Makromolekulare Proteinkomplexe spielen bei vielen zelluldren Prozessen eine zentrale Rolle.
Der in der vorliegenden Arbeit untersuchte SMN-Komplex ist involviert in der Assemblierung
der U snRNPs, sowie dem anschlieffenden Transport vom Cytoplasma in den Zellkern.

Durch verschiedene molekularbiologische Reinigungsmethoden wie Co-Immunoprézipitation,
Gradientenzentrifugation oder Gréfsenauschlusschromatographie oder Kombinationen davon, ist
es moglich, solche makromolekularen Einheiten aus Zellen anzureichern und zu reinigen. Sen-
sitive LC-MS/MS-Systeme mit hoher Massengenauigkeit erlauben heutzutage eine zuverléssige
Identifikation der beteiligten Proteinkomponenten. Quantitative Betrachtungen zur Ermittlung
der Stéchiometrie solcher Proteinkomplexe durch massenspektrometrische Methoden sind je-
doch noch sehr begrenzt.

In dieser Arbeit wurde hauptséchlich absolute Quantifizierung von SMN-Komplex-spezifischen
Peptidsequenzen durch stabilisotopenmarkierte Peptidanaloga in Kombination mit S/MRM an-
gewendet. Kritische Punkte fiir eine reproduzierbare und akkurate Quantifizierung von Prote-
inkomplexen betreffen dabei die folgenden Aspekte.

Zunéchst muss das Vorliegen eines homogenen Proteinkomplexes durch die verwendeten An-
reicherungs- und Reinigungsschritte gewéhrleistet werden. Dies wird erschwert durch die Tat-
sache, dass Zellen nicht als starre Systeme betrachtet werden koénnen, sondern lebendige und
aktive Einheiten darstellen. Proteine konnen dabei gleichzeitig an verschiedenen Prozessen in
der Zelle beteiligt sein, Proteinkomplexe verdndern wéahrend der Durchfiihrung ihrer Aufga-
ben stetig ihre Komposition, Struktur und Stéchiometrie und durch Zusammenarbeit unter-
schiedlicher Zellorganellen und Subkompartimente findet ein sténdiger aktiver Transport von
zellularen Molekiilen statt. Durch Anwendung und Kombination verschiedener Methoden zur
Proteinaufarbeitung, sowie durch kontinuierliche Kontrolle der Effektivitit der Anreicherung
und Spezifitdt der Reinigung kénnen diese Variablen eingeschrankt werden.

In dieser Hinsicht wurden die in dieser Arbeit verwendeten endogenen SMN-Komplexe aus
HeLa-Zellen durch eine effektive und saubere Zellkern-Cytoplasma-Trennung und anschliefsende
Co-Immunoprézipitation angereichert. Eine weitere Optimierung dieser Aufarbeitung koénnte
mittels Verwendung weiterer SMN-spezifischer Antikorper (neben dem hier benutzten 7B10-

Antikorper) gegen andere Epitope des SMN-Proteins oder sogar anderer Komponenten des



Kapitel 5 Diskussion 129

SMN-Komplexes erreicht werden. Antikérper konnen durch ihre Antigen-Bindung Epitope fiir
spezifische Interaktionspartner maskieren und dadurch die gesamte Struktur und Stéchiometrie

des Komplexes verandern.

Die untersuchten rekombinanten pentameren SMN-Komplexe wurden durch Expression von
GST-markierten SMN-Protein und vier weiteren Komponenten in F.coli und anschliefende
Anreicherung auf einer Glutathion-Sepharose-Matrix erhalten. Auch in Bezug auf diese Ex-
perimente konnten durch Verwendung weiterer artifiziell eingefiihrter Epitop-Tags (z.B. Hisg,
Flag), die sowohl C-terminal, als auch N-terminal integriert werden, die erhaltenen Ergebnisse

manifestiert und verifiziert werden.

Ein weiterer kritischer Aspekt bei der massenspektrometrischen Quantifizierung auf Peptidebe-
ne betrifft einen reproduzierbaren, vollstdndigen proteolytischen Verdau (in dieser Arbeit durch
Verwendung der Protease Trypsin). Dazu muss jede Proteinprobe individuell beziiglich geeigne-
ter Bedingungen betrachtet und durch Tandem-MS-Experimente untersucht werden. Trotz der
Verfiigbarkeit von sensitiven LC-MS/MS-Systemen mit hohen Massengenauigkeiten ist eine voll-
stdndige Betrachtung eines Proteinverdaus nicht moglich. Hiaufig werden zu kleine oder zu grofse
Peptidfragmente erzeugt, die entweder nicht durch die chromatographische Methode oder den
Massenbereich des MS-Systems abgedeckt sind. Des Weiteren entstehen oft unspezifische (z.B.
durch chymotryptische Kreuzaktivitaten, {iberlesene Schnittstellen) Fragmente, die durch die
verwendeten Algorithmen zur Datenauswertung nicht identifiziert werden. Eine Méglichkeit, um
die chyomtryptische Aktivitdt des Trypsins zu unterdriicken ohne dabei dessen proteolytische
Aktivitdt herabzusetzen, ist die Behandlung mit L-1-Tosylamido-2-phenylethylchloromethylke-
ton (TPCK). In dieser Arbeit wurde jedoch aus Kostengriinden mit unbehandelten Trypsin

gearbeitet, welches eine chymotryptische Restaktivitdat aufwies.

Als weiterer kritischer Aspekt wurde die Auswahl geeigneter Peptidsequenzen identifiziert. Da-
zu miissen die erzeugten tryptischen Peptide mit mdoglichst sensitiven MS-Geréten hinsichtlich
definierter Akzeptanzkriterien untersucht werden. Obwohl auch bei dem untersuchten SMN-
Komplex ein Vielzahl an Peptiden durch Tandem-MS-Experimente identifiziert wurden, ent-
sprachen letztlich nur sehr wenige Peptide den geforderten Spezifikationen [siehe Tab.5.1]. Sehr
kurze Proteinsequenzen einiger Komplexkomponenten (z.B. Gemin6 und Gemin7) mit wenigen
tryptischen Schnittstellen und vielen labilen, leicht modifizierbaren Aminoséuren schrankten die
Auswahl stark ein. Fiir eine zuverldssige Quantifizierung sollten jedoch eigentlich mindestens
zwei, besser mehr Standardpeptide definierter Konzentration zur Verfligung stehen, um signifi-
kante Aussagen zu erhalten. In dieser Arbeit wurde aus den angegebenen sowie aus Kostengriin-
den nur auf Basis von zwei Peptiden pro Interaktionspartner quantifiziert. Eine Moglichkeit der
Optimierung der beiden letzten genannten Aspekte betrifft die Verwendung von stabilisotopen-
markierten Proteinen der jeweiligen Sequenzen, um somit Abweichungen durch den tryptischen

Verdau oder Modifikationen labiler Aminoséuren wahrend der Probenvorbereitung zu umgehen.

Andere Einschrankungen der angewendeten Methode betrafen die definierten Konzentrationen
der kommerziell erhaltenen stabilisotopenmarkierten Peptide und die Reproduzierbarkeit der
verwendeten LC-MS-Systeme. In dieser Hinsicht kénnte eine Optimierung durch Verwendung

kommerzieller nano-RPLC-S&ulen sowie neuartiger UPLC-Systeme mit verbesserte Aufléosung
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und Effizienz erreicht werden.

Zusammenfassend lésst sich erkennen, dass bei der Quantifizierung von Proteinkomplexen viele
kritische Details betrachtet und optimiert werden miissen, um zuverldssige Aussagen hinsicht-
lich der Stéchiometrie zu erhalten. Je mehr Interaktionspartner in einem Komplex vorhanden
sind, desto aufwendiger und kostenintensiver wird die Beantwortung solcher Fragestellungen.
Moderne LC-MS/MS-Systeme und verbesserte Methoden zur absoluten Quantifizierung von
Proteinen konnen diese Aufgaben zwar erleichtern, jedoch darf die Bedeutung einer korrekten

Komplexanreicherung und Probenvorbereitung nicht vernachlassigt werden.
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M 1 2 3 4 5 6 M 789 101112

M - Protein Marker V (peglab)

1 -anti-PRP31 Zellkernfraktion

2 -anti-PRP31 Cytoplasmafraktion 1
3 -anti-PRP31 Cytoplasmafraktion 2
4 -anti-PRP31 Zellkernfraktion 2

5 -anti-PRP31 Cytoplasmafraktion 3
6 -anti-PRP31 Cytoplasmafraktion 4
7 - anti-plCln Zellkernfraktion 1

8 - anti-plCln Cytoplasmafraktion 1
9 -anti-plCln Cytoplasmafraktion 2
10 - anti-plCln Zellkernfraktion 2

11 - anti-plCIn Cytoplasmafraktion 3

15 12 - anti-plCIn Cytoplasmafraktion 4

Abb. 7.1: Western-Blot-Analyse der Zellkern- und Cytoplasmafraktionen mittels Antikorper gegen einen cyto-
plasmatischen (pICIn) und einen Kernmarker (PRP31) - Original.

M - SeeBlue® Plus2 (Invitrogen)
1 -SMN IP Zellkern 1

2 -SMN IP Zellkern 2

3 -SMN IP Zellkern 3

4 - SMN IP Cytoplasma 1

5 -SMN IP Cytoplasma 2

6 - SMN IP Cytoplasma 3

Abb. 7.2: Western-Blot-Analyse (anti-SMN Antikérper 7B10) der durch Co-Immunoprézipitationen angerei-
cherten SMN-Komplexe aus den Zellkern- und Cytoplasmafraktionen - Original.
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Tab. 7.2: Proteinidentifikation (4000 Q TRAP-MS/MS-Analyse) des Coomassie-gefarbten Gels 4.8. Bestandteile
des SMN-Komplexes sind fett gedruckt.

Bande Accession Proteinname Taxonomie
POA6YS Chaperone protein dnaK Escherichia coli
1 B5YQO7 Threonyl-tRNA synthetase Escherichia coli
Q0T324 Methionyl-tRNA synthetase Escherichia coli
B1IXT2 Bifunctional polymyxin resistance protein arnA Escherichia coli
9 POAG6F5 60 kDa chaperonin Escherichia coli
QOTEA3 Sulfite reductase [NADPH] hemoprotein beta-component Escherichia coli
3 POAG30 Transcription termination factor rho Escherichia coli
QOTEW9 Cytoskeleton protein rodZ Escherichia coli
POA6N1 Elongation factor Tu Escherichia coli
POABC7 Protein hflK Escherichia coli
4 POAEO06 Acriflavine resistance protein A Escherichia coli
POADA3 Lipoprotein nlpD Escherichia coli
A1AE61 Peptidase B Escherichia coli
5 Q16637 Survival motor neuron protein Homo Sapiens
6 014893 Survival of motor neuron protein-interacting protein 1 Homo Sapiens
Q16637 Survival motor neuron protein Homo Sapiens
014893 Survival of motor neuron protein-interacting protein 1 Homo Sapiens
7 Q16637 Survival motor neuron protein Homo Sapiens
QINWZS Gem-associated protein 8 Homo Sapiens
P04517 Genome polyprotein Tobacco etch virus
Q8CXZ9 Transcriptional regulatory protein phoP Escherichia coli
10 Q8WXD5 Gem-associated protein 6 Homo Sapiens
11 Q8WXD5 Gem-associated protein 6 Homo Sapiens
12 Q16637 Survival motor neuron protein Homo Sapiens
13 QIHS&40 Gem-associated protein 7 Homo Sapiens

14 POAT7I7 50S ribosomal protein L11 Escherichia coli
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Frotpraz_Amicon_030205_2.tif, Uncalibrated 0D
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Abb. 7.3: ImageJ Auswertung Proteinprézipitation Amicon.
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SkK_Fallung_111209_1 4if, Uncalibratad OD
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Abb. 7.4: ImageJ Auswertung Proteinprazipitation Acetonitril.
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ProtPraz_Sug_72TCA_24908.tif, Uncalibrated OD

L
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Abb. 7.5: ImageJ Auswertung Proteinprazipitation Trichloressigsdure.
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Abb. 7.6: Proteinsequenzen des SMN-Komplexes: Alle unterstrichenden Sequenzen konnten mittels LC-
MS/MS-Analyse mit dem LTQ Orbitrap Velos identifiziert werden. Die letztlich gewihlten Peptidsequenzen
fiir die Synthese der stabilisotopenmarkierten Peptide sind fett gedruckt. Rot-markierte Aminoséuren entspre-
chen entweder instabilen, modifizierten oder iiberlesenen tryptischen Aminosduren. Unterstrichene Aminosiuren
der fett gedruckten Sequenzen sprechen fiir problematische Aminoséuren in den gewéahlten Peptiden.

Survival motor neuron protein - SMN
MAMSSGGSGGGVPEQEDSVLFRRGTGQSDDSDIWDDTALIKAYDKAVAS
FKHALKNGDICETSGKPKTTPKRKPAKKNKSQKKNTAASLOQWKVGDKCS
AIWSEDGCIYPATIASIDFKRETCVVVYTGYGNREEONLSDLLSPICEVANNI
EQNAQENENESQVSTDESENSRSPGNKSDNIKPKSAPW NSFLPPPPPMP
GPRLGPGKPGLKFNGPPPPPPPPPPHLLSCWLPPEPSGPPIIPPPPPICPDS
LDDADALGSMLISWYMSGYHTGYYMGFRQNQKEGRCSHSLN

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX20 - Gemin3
MAAAFEASG ALAAVATAMPAEHVAVQVPAPEPTPGPVRILRTAQDLSSPR
TRTGDVLLAEPADFESLLLSRPVLEGLRAAGFERPSPVQLKAIPLGRCGLDLI
VQAKSGTGKTCVFSTIALDSLVLENLSTQILILAPTREIAVQIHSVITAIGIKME
GLECHVFIGGTPLSQDKTRLKKCHIAVGSPGRIKQLIELDYLNPGSIRLFILDE
ADKLLEEGSFQEQINWIYSSLPASKOMLAVSATYPE FLANALTKYMRDPTF
VRLNSSDPSLIGLKQYYKVVNSYPLAHKVFEEKTQHLQELFSRIPFNQALVFS
NLHSRAQHLADILSSKGFPAECISGNMNQNQRLDAMAKLKHFHCRVLIST
DLTSRGIDAEKVNLVVNLDVPLDWETYMHRIGRAGREGTLGLTVTYCCRGE
EENMMMRIAQKCNINLLPLPDPIPSGLMEECVDWDVEVKAAVHTYGIAS
VPNQPLKKQIQKIERTLQIQKAHGDHMASSRNNSV SGLSVKSKNNTKQKL
PVKSHSECGIIEKATSPKELGCDRQSEEQMKNSVQTPVENSTNSQHQVKEA
LPVSLPQIPCLSSFKIHQPYTLTFAELVEDYEHYIKEGLEKPVEIIRHYTGPGDQ
TVNPQNGFVRNKVIEQRVPVLASSSQSGDSESDSDSYSSRTSSQSKGNKSY
LEGSSDNQLKDSESTPVDDRISLEQPPNGSDTPNPEKYQESPGIQMKTRLK
EGASQRAKQSRRNLPRRSSFRLQTEAQEDDWYDCHREIRLSFSDTYQDYEE
YWRAYYRAWQEYYAAASHSYYWNAQRHPSWMAAYHMNTIYLQEMMH
SNQ

Gem-associated protein 5 - Gemin5
MGQEPRTLPPSPNWYCARCSDAVPGGLFGFAARTSVFLVRVGPGAGESP
GTPPFRVIGELVGHTERVSGFTFSHHPGQYNLCATSSDDGTVKIWDVETKT
VVTEHALHQHTISTLHWSPRVKDLIVSGDEKGVVFCYWFNRNDSQHLFIEP
RTIFCLTCSPHHEDLVAIGYKDGIVVIIDISKKGEVIHRLRGHDDEIHSIAWCPL
PGEDCLSINQEETSEEAEITNGNAVAQAPVTKGCYLATGSKDQTIRIWSCSR
GRGVMILKLPFLKRRGGGIDPTVKERLWLTLHWPSNQPTQLVSSCFGGELL
QWDLTQSWRRKYTLFSASSEGQNHSRIVFNLCPLQTEDDKQLLLSTSMDR
DVKCWDIATLECSWTLPSLGGFAYSLAFSSVDIGSLAIGVGDGMIRVWNTL
SIKNNYDVKNFWQGVKSKVTALCWHPTKEGCLAFGTDDGKVGLYDTYSN
KPPQISSTYHKKTVYTLAWGPPVPPMSLGGEGDRPSLALYSCGGEGIVLQH
NPWKLSGEAFDINKLIRDTNSIKYKLPVHTEISWKADGKIMALGNEDGSIEI
FQIPNLKLICTIQQHHKLVNTISWHHEHGSQPELSYLMASGSNNAVIYVHN
LKTVIESSPESPVTITEPYRTLSGHTAKITSVAWSPHHDGRLVSASYDGTAQV
WDALREEPLCNFRGHQGRLLCVAWSPLDPDCIYSGADDFCVHKWLTSMQ
DHSRPPQGKKSIELEKKRLSQPKAKPKKKKKPTLRTPVKLESIDGNEEESMK
ENSGPVENGVSDQEGEEQAREPELPCGLAPAVSREPVICTPVSSGFEKSKV
TINNKVILLKKEPPKEKPETLIKKRKARSLLPLSTSLDHRSKEELHQDCLVLATA
KHSRELNEDVSADVEERFHLGLETDRATLYRMIDIEGKGHLENGHPELFHO,
LMLWKGDLKGVLQTAAERGELTDNLVAMAPAAGYHVWLWAVEAFAKQL
CFQDQYVKAASHLLSIHKVYEAVELLKSNHFYREAIAIAKARLRPEDPVLKDL
YLSWGTVLERDGHYAVAAKCYLGATCAYDAAKVLAKKGDAASLRTAAELAA
IVGEDELSASLALRCAQELLLANNWVGAQEALQLHESLQGQRLVFCLLELLS
RHLEEKQLSEGKSSSSYHTWNTGTEGPFVERVTAVWKSIFSLDTPEQYQEA
FQKLQNIKYPSATNNTPAKQLLLHICHDLTLAVLSQQMASWDEAVQALLRA
VVRSYDSGSFTIMQEVYSAFLPDGCDHLRDKLGDHQSPATPAFKSLEAFFLY
GRLYEFWWSLSRPCPNSSVWVRAGHRTLSVEPSQQLDTASTEETDPETSQ
PEPNRPSELDLRLTEEGERMLSTFKELFSEKHASLONSQRTVAEVQETLAE

Survival of motor neuron protein-interacting protein 1 - Gemin2
MRRAELAGLKTMAWYVPAESAVEELMPRLLPVEPCDLTEGFDPSVPPRTPQ
EYLRRVQIEAAQCPDVVVAQIDPKKLKRKQSVNISLSGCQPAPEGYSPTLQ
WQQQQVAQFSTVRQNVNKHRSHWKSQQLDSNVTMPKSEDEEGWKKE
CLGEKLCADGAVGPATNESPGIDYVQIGFPPLLSIVSRMNQATVTSVLEYLS
NWFGERDFTPELGRWLYALLACLEKPLLPEAHSLIRQLARRCSEVRLLVDSK
DDERVPALNLLICLVSRYFDQRDLADEPS

Component of gems 4 - Gemin4
MDLGPLNICEEMTILHGGFLLAEQLFHPKALAELTKSDWERVGRPIVEALRE
ISSAAAHSQPFAW KKKALIIIWAKVLQPHPVTPSDTETRWQEDLFFSVGN
MIPTINHTILFELLKSLEASGLFIQLLMALPTTICHAELERFLEHVTVDTSAED
VAFFLDIWWEVMKHKGHPQDPLLSQFSAMAHKYLPALDEFPHPPKRLRS
DPDACPTMPLLAMLLRGLTQIQSRILGPGRKCCALANLADMLTVFALTEDD
PQEVSATVYLDKLATVISVWNSDTQNPYHQQALAEKVKEAERDVSLTSLAK
LPSETIFVGCEFLHHLLREWGEELQAVLRSSQGTSYDSYRLCDSLTSFSQNAT
LYLNRTSLSKEDRQVVSELAECVRDFLRKTSTVLKNRALEDITASIAMAVIQQ
KMDRHMEVCYIFASEKKWAFSDEWVACLGSNRALFREPDLVLRLLETVIDV
STADRAIPESQIRQVIHLILECYADLSLPGKNKVLAGILRSWGRKGLSEKLLAY
VEGFQEDLNTTFNQLTQSASEQGLAKAVASVARLVIVHPEVTVKKMCSLAV
VNLGTHKFLAQILTAFPALRFVEVQGPNSSATFMVSCLKETVWMKFSTPKE
EKOFLELLNCLMSPVKPOQGIPVAALLEPDEVLKEFVLPFLRLDVEEVDLSLRI
FIQTLEANACREEYWLQTCSPFPLLFSLCQLLDRFSKYWPLPKEKRCLSLDRK
DLAIHILELLCEIVSANAETFSPDVWIKSLSWLHRKLEQLDWTVGLRLKSFFE
GHFKCEVPATLFEICKLSEDEWTSQAHPGYGAGTGLLAWMECCCVSSGISE
RMLSLLVVDVGNPEEVRLFSKGFLVALVQVMPWCSPQEWQRLHQLTRRLL
EKQLLHVPYSLEYIQFVPLLNLKPFAQELQLSVLFLRTFQFLCSHSCRNWLPL
EGWNHVVKLLCGSLTRLLDSVRAIQAAGPWVQGPEQDLTQEALFVYTQVF
CHALHIMAMLHPEVCEPLYVLALETLTCYETLSKTNPSVSSLLQRAHEORFL
KSIAEGIGPEERRQTLLQKMSSF

Gem-associated protein 6 - Gemin6
MSEWMKKGPLEWQDYIYKEVRVTASEKNEYKGWVLTTDPVSANIVLVNE

MIRQHQKSQLCKSTANGPDKNEPEVEAEQPLCSSQSQCKEEKNEPLSLPEL
TKRLTEANQRMAKFPESIKAWPFPDVLECCLVLLLIRSHFPGCLAQEMQQQ
AQELLQKYGNTKTYR RHCQTFCM

LEDGSMSVTGIMGHAVQTVETMNEGDHRVREKLMHLFTSGDCKAYSPE
DLEERKNSLKKWLEKNHIPITEQGDAPRTLCVAGVLTIDPPYGPENCSSSNEI
ILSRVADLIEGHLTASQ
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Gem-associated protein 7 - Gemin7

MQ LPRGPDGFSR R RP!
QEQ MVGHQ

QLQ Q CSDIISYTFKP

's}
(@]

Geme-associated protein 8

fe]

AETER

RPW

QALSK
RRRQQQ

KRLYGDSAAK

Serine-threonine kinase receptor-associated protein - Unrip
QG

w W KDATKAATAAADFTAKYVW
Q Q IKPEAEP
WCSEDKQ) KTVRLWDHATM
EFLVAGGEDFK
C DG DGTLRLWQ
KP SENSDC K

=g

=3
(9}

Tab. 7.4: Parameter der Peptide fiir die 4000 Q Trap MRM-Analysen.

Sequenz M/Zpeptid M/ZFragment RI [min] DP [V] CE [V]
437,78 761,47 23,69 87,15 25,00
437,78 607,40 23,69 87,15 29,38
LGPGKPGLK schwer
437,78 422,29 23,69 87,15 35,17
437,78 352,73 23,69 87,15 25,98
764,37 840,39 30,33 73,89 40,00
764,37 939,46 30,33 73,89 31,39
ETCVVVYTGYGNR schwer
764,37 677,32 30,33 73,89 30,74
764,37 373,12 30,33 73,89 40,00
472,75 581,3281 30,81 65,05 23,88
472,75 682,38 30,81 65,05 16,41
DFTPELGR schwer
472,75 484,28 30,81 65,05 30,71
472,75 355,23 30,81 65,05 34,64
458,76 718,3758 24,77 64,25 30,00
458,76 590,32 24,77 64,25 30,70
TPQEYLR schwer
458,76 461,27 24,77 64,25 29,58
458,76 408,22 24,77 64,25 25,58
536,33 811,43 37,58 61,20 24,70
536,33 698,34 37,58 61,20 25,83
LFILDEADK schwer 536,33 585,26 37,58 61,20 25,36
536,33 958,50 37,58 61,20 21,07
536,33 470,23 37,58 61,20 35,83
557,80 789,40 33,07 65,05 26,31
557,80 902,48 33,07 65,05 28,55
VLISTDLTSR schwer 557,80 702,37 33,07 65,05 26,43
557,80 486,29 33,07 65,05 44,17
557,80 601,32 33,07 65,05 29,64
649,37 970,51 37,73 68,90 27,36
649,37 613,35 37,73 68,90 29,04
649,37 712,42 37,73 68,90 33,13
LDVEEVDLSLR schwer
649,37 841,47 37,73 68,90 31,07
649,37 498,33 37,73 68,90 45,00
649,37 385,24 37,73 68,9 29,5
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Tab. 7.4: Fortsetzung

Sequenz M /ZPeptid M /ZFragment RI [min] DP [V] CE [V]
606,34 996,57 33,41 66,36 26,41
606,34 713,42 33,41 66,36 38,80
TNPSVSSLLQR schwer 606,34 899,52 33,41 66,36 39,17
606,34 499,25 33,41 66,36 28,23
606,34 812,49 33,41 66,36 35,19
416,24 544,35 34,29 64,12 20,33
416,24 643,42 34,29 64,12 18,97
TSVFLVR schwer
416,24 730,45 34,29 64,12 28,65
416,24 397,28 34,29 64,12 20,83
757,86 815,38 27,20 86,02 36,79
757,86 914,45 27,20 86,02 33,33
ELNEDVSADVEER schwer 757,86 728,34 27,20 86,02 39,50
757,86 542,28 27,20 86,02 50,50
757,86 657,31 27,20 86,02 30,28
757,86 583,24 27,20 86,02 32,12
709,39 343,16 31,99 67,78 44,72
709,39 962,50 31,99 67,78 34,17
VQDLIEGHLTASQ schwer 709,39 849,42 31,99 67,78 32,50
709,39 720,37 31,99 67,78 35,00
709,39 456,25 31,99 67,78 34,58
710,36 709,36 39,41 83,05 31,07
710,36 837,42 39,41 83,05 30,00
710,36 594,34 39,41 83,05 29,72
GPLEWQDYIYK schwer
710,36 318,19 39,41 83,05 44,64
710,36 397,21 39,41 83,05 34,17
710,36 407,16 39,41 83,05 52,5
373,35 591,28 18,37 51,90 22,21
373,35 476,25 18,37 51,90 25,21
GPDGFSR schwer 373,35 344,67 18,37 51,90 20,83
373,35 419,23 18,37 51,90 24,17
373,35 573,27 18,37 51,90 24,17
556,30 476,25 25,66 64,80 37,50
LPRGPDGFSR schwer 556,30 636,35 25,66 64,80 34,77
556,30 745,35 25,66 64,80 45,00
556,30 490,75 25,66 64,8 39,17
669,86 363,10 37,15 62,94 34,50
669,86 750,39 37,15 62,94 25,83
CSDIISYTFKP schwer 669,86 476,18 37,15 62,94 35,28
669,86 863,48 37,15 62,94 35,83
669,86 345,09 37,15 62,94 35,71
527,26 762,37 24,27 54,10 30,00
527,26 615,30 24,27 54,10 34,67
QYFAETER schwer 527,26 544,26 24,27 54,10 25,00
527,26 415,22 24,27 54,10 24,77
527,26 247,11 24,27 54,10 40,89
416,74 556,28 16,84 48,11 22,66
416,74 719,35 16,84 48,11 20,58

LYGDSAAK schwer



Kapitel 7 Anhang 161

Tab. 7.4: Fortsetzung

Sequenz M/Zpeptid M/ZFragment RI [min] DP [V] CE [V]
416,74 384,23 16,84 48,11 20,83
416,74 402,16 16,84 48,11 25,83
416,74 249,16 16,84 48,11 23,08
523,29 731,38 25,07 66,15 29,23
523,29 660,34 25,07 66,15 25,00
AATAAADFTAK schwer 523,29 802,42 25,07 66,15 25,00
523,29 903,47 25,07 66,15 23,33
523,29 589,31 25,07 66,15 23,86
610,28 731,35 35,48 66,80 26,94
EFLVAGGEDFK schwer 610,28 830,41 35,48 66,80 29,17
610,28 943,50 35,48 66,80 26,94
610,28 660,31 35,48 66,80 27,50
433,77 753,46 23,69 87,15 25,00
LGPGKPGLK leicht 433,77 599,39 23,69 87,15 29,38
433,77 414,27 23,69 87,15 35,17
433,77 348,73 23,69 87,15 25,98
759,35 830,38 30,33 73,89 40,00
ETCVVVYTGYGNR leicht 759,35 929,45 30,33 73,89 31,39
759,35 667,32 30,33 73,89 30,74
759,35 373,12 30,33 73,89 40,00
467,76 571,32 30,81 65,05 23,88
DFTPELGER leicht 467,76 672,37 30,81 65,05 16,41
467,76 474,27 30,81 65,05 30,71
467,76 345,23 30,81 65,05 34,64
453,76 708,37 24,77 64,25 30,00
. 453,76 580,31 24,77 64,25 30,70
TPQEYLR leicht
453,76 451,27 24,77 64,25 29,58
453,76 403,22 24,77 64,25 25,58
532,31 803,41 37,58 61,20 24,70
532,31 690,33 37,58 61,20 25,83
LFILDEADK leicht 532,31 577,25 37,58 61,20 25,36
532,31 950,49 37,58 61,20 21,07
532,31 462,22 37,58 61,20 35,83
552,82 779,39 33,07 65,05 26,31
552,82 892,47 33,07 65,05 28,55
VLISTDLTSR leicht 552,82 692,36 33,07 65,05 26,43
552,82 476,29 33,07 65,05 44,17
552,82 591,31 33,07 65,05 29,64
644,33 960,50 37,73 68,90 27,36
644,33 603,35 37,73 68,90 29,04
LDVEEVDLSLR leicht 644,33 702,41 37,73 68,90 33,13
644,33 831,46 37,73 68,90 31,07
644,33 488,32 37,73 68,90 45,00
644,33 375,24 37,73 68,90 29,50
601,34 986,56 33,41 66,36 26,41
601,34 703,41 33,41 66,36 38,80

TNPSVSSLLQR leicht 601,34 889,51 33,41 66,36 39,17
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Tab. 7.4: Fortsetzung

Sequenz M/Zpeptid M/ZFragment RI [min] DP [V] CE [V]
601,34 499,25 33,41 66,36 28,23
601,34 802,48 33,41 66,36 35,19
411,30 534,34 34,29 64,12 20,33
411,30 633,41 34,29 64,12 18,97
TSVFLVR leicht
411,30 720,44 34,29 64,12 28,65
411,30 387,27 34,29 64,12 20,83
752,85 805,37 27,20 86,02 36,79
752,85 904,44 27,20 86,02 33,33
ELNEDVSADVEER leicht 752,85 718,34 27,20 86,02 39,50
752,85 532,28 27,20 86,02 50,5
752,85 647,30 27,20 86,02 30,28
752,85 583,24 27,20 86,02 32,12
705,85 343,16 31,99 67,78 44,72
705,85 955,48 31,99 67,78 34,17
VQDLIEGHLTASQ leicht 705,85 842,40 31,99 67,78 32,50
705,85 713,35 31,99 67,78 35,00
705,85 456,25 31,99 67,78 34,58
706,31 701,35 39,41 83,05 31,07
706,31 829,41 39,41 83,05 30,00
GPLEWQDYIYK leicht 706,31 586,33 39,41 83,05 29,72
706,31 310,18 39,41 83,05 44,64
706,31 397,21 39,41 83,05 34,17
706,31 407,16 39,41 83,05 52,5
368,17 581,27 18,37 51,90 22,21
368,17 466,24 18,37 51,90 25,21
GPDGFSR leicht 368,17 339,67 18,37 51,90 20,83
368,17 409,23 18,37 51,90 24,17
368,17 563,26 18,37 51,90 24,17
367,86 466,24 25,66 64,80 37,50
LPRCPDGFSR leicht 367,86 636,35 25,66 64,80 34,77
367,86 735,35 25,66 64,80 45,00
367,86 485.75 25,66 64,80 39,17
665,84 363,10 37,15 62,04 34,50
665,84 742,38 37,15 62,94 25,83
CSDIISYTFKP leicht 665,84 476,18 37,15 62,94 35,28
665,84 855,47 37,15 62,94 35,83
665,84 345,09 37,15 62,04 35,71
522,23 752,36 24,27 54,10 30,00
522,23 605,29 24,27 54,10 34,67
QYFAETER leicht 522,23 534,25 24,27 54,10 25,00
522,23 405,21 24,27 54,10 24,77
522,23 247,11 24,27 54,10 40,89
412,78 548,27 16,84 48,11 22,66
412,78 711,33 16,84 48,11 20,58
LYGDSAAK leicht 412,78 376,22 16,84 48,11 20,83
412,78 402,16 16,84 48,11 25,83

412,78 249,16 16,84 48,11 23,08
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Tab. 7.4: Fortsetzung

Sequenz M /ZPeptid M /ZFragment RI [min] DP [V] CE [V]
519,31 723,37 25,07 66,15 29,23
519,31 652,33 25,07 66,15 25,00

AATAAADFTAK leicht 519,31 794,40 25,07 66,15 25,00
519,31 895,46 25,07 66,15 23,33
519,31 581,30 25,07 66,15 23,86
606,31 723,33 35,48 66,80 26,94

EFLVAGGEDFK leicht 606,31 822,40 35,48 66,80 29,17
606,31 935,48 35,48 66,80 26,94
606,31 652,30 35,48 66,8 27,5

Tab. 7.5: Parameter der Peptide fiir die TSQ Vantage MRM-Analysen.

Sequenz m/Zpeptid M/ZFragment CE [V]
433,78 348,72 16
‘ 433,78 377,23 17
LGPGKPGLK leicht
433,78 414,27 23
433,78 696,44 16
437,84 352,67 16
437,84 381,20 17
LGPGKPGLK schwer
437,84 422,22 23
437,84 704,56 16
759,36 750,84 13
ETCVVVYTGYGNR leicht 759,36 830,38 21
759,36 929,45 21
764,36 755,08 13
ETCVVVYTGYGNR schwer 764,36 840,55 21
764,36 939,84 21
467,74 234,90 25
) 467,74 458,73 11
DFTPELGR leicht
467,74 571,32 15
467,74 672,37 14
472,70 234,90 25
472,70 463,59 11
DFTPELGR schwer
472,70 581,23 15
472,70 682,34 14
453,74 345,68 17
453,74 403,21 16
TPQEYLR leicht
453,74 580,31 19
453,74 708,37 19
458,80 350,62 17
458,80 408,17 16
TPQEYLR schwer
458,80 590,38 19
458,80 718,50 19
532,31 233,07 19
532,31 261,07 17

LFILDEADK leicht
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Tab. 7.5: Fortsetzung

Sequenz M/Zpeptid M/ZFragment CE [V]
532,31 690,33 17
532,31 803,41 16
536,33 233,07 19
LFILDEADK schwer 536,33 261,07 17
536,33 698,49 17
536,33 811,68 16
552,82 185,06 22
VLISTDLTSR leicht 552,82 213,05 19
552,82 779,39 19
552,82 892,47 19
557,86 185,06 22
VLISTDLTSR schwer 557,86 213,05 19
557,86 789,58 19
557,86 902,80 19
644,33 228,97 27
644,33 603,35 23
LDVEEVDLSLR leicht 644,33 702,41 25
644,33 831,46 22
644,33 960,50 24
649,37 228,97 27
649,37 613,35 23
LDVEEVDLSLR schwer 649,37 712,49 25
649,37 841,63 22
649,37 970,84 24
601,34 493,79 19
TNPSVSSLLQR leicht 601,34 592,33 14
601,34 703,41 24
601,34 986,56 20
606,34 498,71 19
606,34 597,59 14
TNPSVSSLLQR schwer
606,34 713,31 24
606,34 996,87 20
411,30 534,34 16
TSVFLVR leicht
411,30 633,41 15
416,24 544,27 16
TSVFLVR schwer
416,24 643,37 15
752,85 583,10 21
752,85 647,30 21
752,85 718,34 26
ELNEDVSADVEER leicht 752,85 744,33 11
752,85 805,37 26
752,85 904,44 29
752,85 1019,46 27
757,86 583,10 21
757,86 657,15 21
757,86 728,42 26

ELNEDVSADVEER schwer 757,86 749,00 11
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Tab. 7.5: Fortsetzung

Sequenz mM/Zpeptid M/ZFragment CE [V]
757,86 815,53 26
757,36 914,74 29
757,86 1029,92 27
705,86 147,01 28
. 705,86 233,93 22
VQDLIEGHLTASQ leicht
705,36 342,87 30
705,86 697,35 14
709,38 147,01 28
VQDLIEGHLTASQ schwer 709,38 233,93 22
709,38 342,87 30
709,38 700,72 14
706,35 154,84 32
GPLEWQDYIYK leicht 706,35 397,21 22
706,35 697,84 6
706,35 1015,49 14
710,41 154,84 32
710,41 397,14 22
GPLEWQDYIYK schwer
710,41 701,92 6
710,41 1024,10 14
368,17 154,96 16
368,17 339,66 15
GPDGFSR leicht 368,17 359,17 12
368,17 466,24 17
368,17 581,27 15
373,18 154,96 16
373,18 344,56 15
GPDGFSR schwer 373,18 364,15 12
373,18 476,20 17
373,18 591,27 15
551,29 466,24 24
LPRGPDGFSR leicht 551,29 542,29 19
551,29 636,47 22
556,35 476,23 24
LPRGPDGFSR schwer 556,35 547,47 19
556,35 636,47 22
665,84 362,99 28
665,84 612,42 11
CSDIISYTFKP leicht
665,84 742,38 17
665,84 855,47 19
669,90 362,99 28
CSDIISYTFKP schwer 669,90 612,42 1
669,90 750,66 17
669,90 863,80 19
522,23 513,24 13
, 522,23 534,25 15
QYFAETER leicht
522,23 605,29 19

522,23 752,36 19
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Tab. 7.5: Fortsetzung

Sequenz m/Zpeptid 1M /ZFragment CE [V]
527,29 518,28 13
527,29 544,34 15
QYFAETER schwer
527,29 615,25 19
527,29 762,62 19
412,78 249,05 15
412,78 277,00 12
LYGDSAAK leicht
412,78 376,22 19
412,78 548,27 14
412,78 711,33 16
416,74 249,01 15
416,74 277,00 12
LYGDSAAK schwer
416,74 384,11 19
416,74 556,27 14
416,74 719,40 16
519,31 439,22 16
519,31 448,23 12
AATAAADFTAK leicht ’ ’
519,31 510,26 12
519,31 723,37 16
523,33 443,22 16
523,33 452,22 12
AATAAADFTAK schwer
523,33 514,29 12
523,33 731,55 16
606,31 276,92 25
606,31 470,94 13
EFLVAGGEDFK leicht
606,31 652,30 19
606,31 723,33 17
610,33 276,92 25
610,33 470,94 13
EFLVAGGEDFK schwer d !
610,33 660,36 19
610,33 731,53 17
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Abb. 7.7: Verdiinnungsreihen der AQUA-Peptide.
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Tab. 7.7: Markierungsfreie Quantifzierung mittels der LTQ Orbitrap Velos der rekombinanten SMN-Komplexe.
Die Intensitidten (Peakflichen der MS-Signale) wurden auf das Peptid AVASFK normalisiert.

Protein Peptid WT E134K Y272C
AVASFK 461548784 461548784 461548784
LGPGKPGLK 324240565 324548325 300418899

SMN ETCVVVYTGYGNR 1637956 8396490 2232979
NGDICETSGKPK 185684863 180504626 133578471
GTGQSDDSDIWDDTALIK 993922030 758141049 807237385
SAPWNSFLPPPPPMPGPR 854767397 561137119 723560794
TPQEYLR 474364288 502977280 435703605
DFTPELGR 454258652 187748579 122067857
AELAGLK 198541586 204207161 205596383

Gomin? YFDQR 54510908 62639959 56116807
FCLGEK 377730722 320390439 325823130
KFCLGEK 20063044 20282206 18642560
SEDEEGWKK 57156128 66251129 52564874
SQQLDSNVTMPK 914202118 753157389 739422960
VTASEKNEYK 19612375 12567663  2660571.855
AYSPEDLEER 392079351 305317268 135188596

Gemin6 ~ VQDLIEGHLTASQ 68947941 272958483 174465312
GPLEWQDYIYK 11367336 13791242 7594809
NHIPITEQGDAPR 64901622 59094713 20767509
GPDGFSR 39599115 45314286  16911266.13

Gemin7 QTPVNIPVPVLR 767170 1297323 352019
MQTPVNIPVPVLR 119896590 185941220 86623165
LYGDSAAK 7925996 4479472 931824.239
RLYGDSAAK 25295812 37963428 11614535

Geming QYFAETER 24797963 26836775 8676458
YWPVIPLKF 2073157 2142740 3975486
SVEAPTERPGER 28192711 24681940 5686259
ATRPWYSHPVYAR 19287361 20698724 3748289




Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Albert Sickmann fiir die interessante Themenstellung, die
stetige Diskussionsbereitschaft und Foérderung dieser Arbeit, sowie fiir die personliche Unter-
stiitzung zur Realisierung meines Tagungsbesuch in Australien.

Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. Michael Spiteller danke ich fiir die freundliche Ubernahme des Zweit-
gutachtens.

Ebenfalls gilt Prof. Dr. Utz Fischer grofser Dank fiir die Bereitstellung seiner Labore und ste-
te Kooperationsbereitschaft auf dem Gebiet des SMN-Komplexes. In diesem Zusammenhang
mochte ich auch Clemens Englbrecht lobenswert erwédhnen, der sowohl die rekombinanten SMN-
Komplexe zur Verfiigung gestellt hat, als auch mit Rat und Tat zu Seite stand bei der Reinigung
der endogenen SMN-Komplexe.

Allen Sickménnern und -frauen sowohl aus Wiirzburg, als auch aus Dortmund mdchte ich fiir
das ausgezeichnete Arbeitsklima danken, das weit iber das Labor hinausging. Besonderen Dank
mochte ich Dr. Urs Lewandrowski und Dr. René P. Zahedi aussprechen, die meine Arbeit im
Labor durch ihre Betreuung und ihre stédndige Bereitschaft mir alle erdenklichen Fragen zu
beantworten, sehr erleichterten. Fiir das schnelle und kritische Korrekturlesen des Manuskripts
und die zahlreichen Anregungen bedanke ich mich sehr herzlich bei Julia M. Burkhart, Dr. René
P. Zahedi und Thomas Premsler. Meinen Dank mdochte ich auch den Damen und Herren von
der Technik, Claudia Schiitz, Christiane Winkler und Susanne Kroiss aussprechen.

Dem Rudolf-Virchow-Zentrum und der Leibniz-Gemeinschaft danke ich fiir die finanzielle Un-
terstiitzung dieser Arbeit.

Ein besonderer Dank gilt meiner Familie, die durch ihre liebevolle und finanzielle Unterstiitzung
nicht zuletzt zum Gelingen dieser Arbeit beigetragen haben.

Auferdem danke ich herzlichst meinen lieben Freunden Jule, Tine, Sebastian, Carsten und
Sven, die mir neben der Arbeit viele schone Abwechslungen verschafften, mich auf allen mei-
nen Umziigen hilfreich begleiteten und durch stdndige Motivation, das Schreiben dieser Arbeit
unterstiitzten.

Zuletzt danke ich Johannes fiir unsere bisher zwar kurze, aber sehr intensive und abwechslungs-
reiche Zeit, sowie fiir die vielen gemeinsamen Momente und Herausforderungen, die uns noch
bevor stehen. Du hast mir das Schreiben dieser Arbeit in den letzten Wochen durch Erdulden

meiner Launen sehr erleichtert.



Eidesstattliche Erklarung

Ich versichere, dass ich meine Dissertation

sQuantitative Analyse des Survival of Motor Neuron(SMN)-Komplexes unter Verwendung von
Absoluter Quantifizierung SMN-Komplex-spezifischer Peptide durch synthetische stabilisoto-

penmarkierte Peptidanaloga”

selbstdndig, ohne unerlaubte Hilfe angefertigt und mich dabei keiner anderen als der von mir
ausdriicklich bezeichneten Quellen und Hilfen bedient habe.
Die Dissertation wurde in der jetzigen oder einer dhnlichen Form noch bei keiner Hochschule

eingereicht und hat noch keinen sonstigen Priifungszwecken gedient.

Ort, Datum Unterschrift



