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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Das Proteom

Der Begrifft ,,Proteom* wurde vor mehr als 20 Jahren von dem Australier Marc R. Wilkins gepragt und
stellt eine Wortneuschdpfung basierend auf der Formulierung ,,PROTEeins expressed by a genOME*
dar. Per Definition beschreibt das Proteom alle Proteinspezies, die zu einem definierten Zeitpunkt und
unter definierten Bedingungen Bestandteil einer Zelle, eines Gewebes oder eines Organismus sind [1-
2]. Die Komplexitét des Proteoms wird deutlich, wenn man die grof’e Anzahl an Proteinspezies, mehr
als 10.000 verschiedene Proteine, und deren dynamischen Bereich in humanen Zellen betrachtet.
Proteinabundanzen in einer einzigen Zelle kénnen sich um mehrere GroéRenordnungen (bis zu 7)
unterscheiden und somit wenige bis mehrere Millionen Kopien pro Zelle umfassen [3-4].

Ausgehend vom Genom, dem Erbgut, das die genetischen Informationen einer Zelle tragt, wird zunachst
MRNA produziert (Transkription) aus der anschlieBend Proteine erstellt werden (Translation). Das
Proteom ist hoch dynamisch, es verdndert sich im Laufe der Entwicklung (Neusynthese, Abbau,
Modifikationen) sowie aufgrund &uferer Einflisse und bestimmt so den Phéanotyp eines jeden
Lebewesens. Grunde fur Veranderungen im Proteom konnen z. B. eine veranderte Transkription durch
alternative Splicingprozesse oder Anderungen auf posttranslationaler Ebene durch das Einbringen von
posttranslationalen Proteinmodifikationen (PTMs) wie Phosphorylierungen oder Acetylierungen sein.
Proteinmodifikationen verandern nicht nur die Proteinstruktur, sondern zum Teil auch das
Verteilungsmuster von Proteinen in der Zelle und somit deren Interaktionseigenschaften. Wahrend
Anderungen in der Transkription erst nach einigen Stunden zu Veranderungen der Proteinabundanz
flhren, kann Uber posttranslationale Modifikationen eine Aktivierung, Deaktivierung sowie eine
Anderung der Funktion oder ein Abbau von Proteinen innerhalb weniger Sekunden eintreten [5].

In humanen Zellen sind ~450 PTMs bekannt (Datenbank UniProt), von denen die
Proteinphosphorylierung vermutlich die héchst abundante und wichtigste ist [6]. Weitere wichtige
PTMs sind Glykosylierungen sowie auch Ubiquitinierungen, Acetylierungen und Methylierungen von
Lysinen [7-8].

1.1.1. O- und N-Phosphorylierungen

Es wird angenommen, dass etwa 30 % der Proteine in einer S&ugetierzelle zu jedem Zeitpunkt
phosphoryliert vorliegen [9]. Basierend auf den Angaben der Datenbank www.phosphosite.org konnte
bei etwa 17.500 Genprodukten eine Phosphorylierungsstelle nachgewiesen werden [8].

Phosphorylierungen beeinflussen nicht nur die Proteinstruktur und somit direkt Protein-Protein-
Interaktionen, sie spielen auch eine entscheidende Rolle in der Signalweiterleitung und in zelluléren

Prozessen wie Wachstum, Differenzierung und Apoptose. Eine abnormale Phosphorylierung kann zur
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Entstehung von Krankheiten beitragen, den Therapieerfolg beeinflussen und wird oft im
Zusammenhang mit Krebserkrankungen diskutiert. Die Regulation der Phosphorylierung des
Wachstumsfaktors-Rezeptors HER2 und seiner Interaktionspartner scheint u.a. eine entscheidende
Rolle fur den Therapieerfolg bei Behandlung von Brustkrebspatienten mit dem monoklonalen
Antikorper Trastuzumab (Handelsname Herceptin) zu spielen [10].

Die Phosphorylierung von Proteinen gehdrt zu den PTMs und ist ein reversibler Prozess. Sie wird tber
Kinasen induziert, die Dephosphorylierung tber Phosphatasen. Eine temporare Phosphorylierung von
Proteinen kann somit als molekularer An- oder Ausschalter der Proteinaktivitét dienen (siehe Abbildung
1-1).

OH
/
. ) ATP
Pi Protein
Protein- . Proteinkinase
phosphatase —OPi
H0 Protein ADP

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der reversiblen Phosphorylierung von Proteinen Uber Kinasen
und Phosphatasen. Hierbei wird eine Phosphatgruppe von Adenosintriphosphat (ATP, auch (ber
Guanosintriphosphat GTP mdglich) auf das Zielprotein Ubertragen. Bei der Dephosphorylierung (iber
Phosphatasen wird anorganisches Phosphat freigesetzt.

Aus chemischer Sicht werden durch die Addition einer Phosphatgruppe negative Ladungen in das
Protein eingebracht. Dies fiihrt zu einer Anderung der Nettoladung des Proteins, was eine
Konformationsanderung, z. B. durch Abstoflung von negativ geladenen benachbarten Seitenketten
innerhalb eines Proteins, zur Folge haben, aber auch Protein-Protein-Interaktionen beeinflussen kann.
Die Addition der Phosphatgruppe erfolgt in eukaryotischen Zellen typischerweise an der
Hydroxygruppe der Seitenkette der Aminosduren Serin, Threonin oder Tyrosin. Hierbei entstehen
Phosphomonoester, die sogenannten O-Phosphorylierungen. In Saugetierzellen wird ein Verhaltnis
dieser Phosphorylierungen von etwa 86:12:2 % fir pSer, pThr und pTyr angenommen. In Abhéngigkeit
von der verwendeten Nachweismethode unterscheiden sich vor allem die Werte fiir den Anteil von
Phosphotyrosin geringfugig [11].

Ausgehend von der Entdeckung von Phosphotyrosin [12], haben die Arbeiten von Hunter et al.
mafgeblich zum Verstandnis des Vorkommens und der Funktion von Proteinkinasen beigetragen [13].
In Studien zu Saccharomyces cerevisiae konnte gezeigt werden, dass etwa 2 % aller Gene in Eukaryoten

flr Proteinkinasen kodieren [14].
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In Prokaryoten dominieren Phosphorylierungen der Aminoséuren Histidin, Arginin und Lysin sowie
Aspartat. Da eine Phosphorylierung von Histidin, Arginin und Lysin am Stickstoff der Seitenkette
stattfindet, wird sie als N-Phosphorylierung bezeichnet. Die resultierende P-N Bindung ist eine
Phosphoamidatbindung. Bei der Phosphorylierung von Aspartat entsteht ein Acylphosphat. Eine
Ubersicht tiber bereits identifizierte phosphorylierte Aminosauren und ihre chemische Stabilitat ist in
Tabelle 1-1 dargestellt.

Tabelle 1-1: Chemische Stabilitit von phosphorylierten Aminosauren (modifiziert nach [15]).

Stabilitat in
Phosphoaminosaure Sauren RERE
O-Phosphate
Phosphoserin + +
Phosphothreonin + +/-
Phosphotyrosin + +

N-Phosphate
Phosphoarginin - -
Phosphohistidin -
Phospholysin -

Acylphosphate
Phosphoaspartat - -
Phosphoglutamat - -
S-Phosphate
Phosphocystein (+) +

Zusétzlich zu den aufgelisteten phosphorylierten Aminosduren konnten auch noch O-
Phosphohydroxyprolin [16] und O-Phosphohydroxylysin [17] detektiert werden, die ebenfalls unter
sauren Bedingungen stabil sind.

Bei den N-Phosphorylierungen ist lediglich die Rolle von Phosphoarginin (pArg) in Prokaryoten gut
charakterisiert: pArg und die Argininkinase McsB sind in die Regulation der Stressantwort und den

Proteinabbau bei Bacillus subtilis involviert [18-19].

1.1.2. N-Phosphorylierung von Histidin

Bereits 1962 wurde der biochemische Nachweis fiir eine endogene Phosphorylierung der Aminosaure
Histidin (pHis) Gber den Einbau von radioaktivem 32P von Paul D. Boyer erbracht [20]. Mittels
lonenaustausch-Chromatographie konnte einige Jahre spéter gezeigt werden, dass zwei Isomere, 1-
Phosphohistidin (1-pHis) und 3-Phosphohistidin (3-pHis), existieren, benannt nach der Position des
phosphorylierten Stickstoffs am Imidazolring (siehe Abbildung 1-2). 3-pHis stellt das thermodynamisch
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favorisierte Produkt dar. Eine Zwischenstufe, das 1,3-Diphosphohistidin, konnte lediglich nach
chemischer Phosphorylierung nachgewiesen werden [21].

A B )
(o] - o]
N\ \A°
i \N/\N AN\ \O_
R
R\N R R\N
H H
0 e}

Abbildung 1-2: Strukturformeln von Phosphohistidin. Dargestellt sind die zwei Isomere von pHis: (A) 3-
Phosphohistidin und (B) 1- Phosphohistidin.

Die Rolle von Phosphohistidin in biologischen Systemen ist weitgehend unbekannt. Dies liegt vor allem
an der chemischen Instabilitat der Phosphoamidatbindung. Die P-N Bindung ist instabiler als die P-O
Bindung, da eine Protonierung des Stickstoffs der P-N Bindung die Dissoziation der Phosphatgruppe
erleichtert, was ihre Instabilitit gegenlber Sduren (siehe Tabelle 1-1) erklart [22]. Die Halbwertszeit der
P-N Bindung betrégt bei pH 3 und RT etwa 30 min [23], wéhrend sie in 1 M HCI bei 49 °C unter 25 s
liegt [24].

Diese Eigenschaften der N-Phosphorylierung ermdglichen einerseits eine schnelle und hoch dynamische
Weitergabe von Signalen, erschweren aber andererseits die Untersuchung und Charakterisierung der

Proteinphosphorylierung an Histidin und ihrer Funktionen [22].

In Prokaryoten, Pilzen und Pflanzen erfolgt die Signalweiterleitung, anders als in héheren Eukaryoten,
tiber Zwei-Komponenten-Systeme und Phosphorelay-Systeme, die auf der Phosphorylierung von
Histidin und Aspartat beruhen [25-26]. Prokaryoten kénnen iber diese Systeme auf Anderungen der
Osmolaritat, Temperatur und Nahrstoffverfligbarkeit reagieren. Beide Systeme weisen einen Membran-
assoziierten Rezeptor auf, der auf der zytoplasmatischen Seite eine Histidinkinase-Doméne besitzt. Als
Phosphat-Akzeptor dient ein hoch konserviertes Aspartat in einem Empfangerprotein, dem sogenannten
,»Response Regulator (siehe Abbildung 1-3).

Bei Phosphorelay-Systemen sind weitere Proteine in die Signalkaskade involviert, sodass die
Phosphatgruppe zwischen mehreren Histidin- und Aspartatresten transferiert wird. Hierdurch werden

eine Feinregulation der Antwort sowie eine weitere Auffacherung des Signals ermdglicht.
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Rezeptorkinase
| Zellmembran
ATP : —His — @ Autophosphorylierung
ADP
Phosphotransfer via Kinase
—_Asp _@ Empfanger

(Response Regulator)

Genregulation

Abbildung 1-3: Schematische Darstellung der Signalweiterleitung tGber ein Zwei-Komponenten-System, wie
es in Prokaryoten vorkommt.

In gram-negativen Bakterien existieren zudem Stofftransportsysteme wie das Phosphoenolpyruvat-
Phosphotransferase (PEP-PTS) System, welches u.a. in Escherichia coli (E. coli) vorkommt und die
Aufnahme von Einfachzuckern in die Zellen reguliert. Hierbei liefert nicht ATP, sondern
Phosphoenolpyruvat ein anorganisches Phosphat, welches Uber eine Proteinkaskade zunachst zur
Aufnahme und anschlieRend zur Phosphorylierung des Einfachzuckers, wie Glukose oder Mannose,
flhrt [27-29]. Basierend auf experimentellen Ergebnissen, Sequenz- und Homologievergleichen mit
anderen bekannten Phosphorylierungsstellen konnten in E.coli bislang 63 Proteine mit einer
Phosphorylierung an Histidin nachgewiesen werden (Datenbank UniProt). Von diesen pHis-Proteinen
sind 27 in PEP-PTS Signalwege involviert [30].

Die Analyse von nukledren Proteinen des Modellorganismus Physarum polycephalum, einer
Schleimpilz-Art, haben ergeben, dass Phosphohistidin fiir etwa 6 % aller Proteinphosphorylierungen in
niederen Eukaryoten verantwortlich sein konnte [31]. Auch wenn diese Aussage zum Teil auf
Sequenzhomologien zu prokaryotischen Systemen beruht, scheint die biologische Signifikanz von
Phosphohistidin bisher unterschétzt zu werden. Die Diskrepanz zwischen sequenzbasierten VVorhersagen
und validierten experimentellen Ergebnissen ist mit der chemischen Instabilitdt der
Phosphoamidatbindung zu erkldren, aber auch mit den Einschrankungen der vorhandenen Antikorper-

basierten Techniken, die oft nur hochabundante Proteine nachweisen konnen.

In Sdugetieren liegen bislang nur wenige Daten zu Histidinphosphorylierungen vor, u.a. konnten die
Nucleosid-Diphosphat-Kinasen A (NME1) und B (NMEZ2) als Histidinkinasen identifiziert werden [32-
33]. Als ihre Substrate gelten unter anderem die ATP Citratlyase [33], Annexin 1 [34] und der
Kaliumkanal KCa 3.1 [35]. Besonders interessant ist, dass die Phosphorylierung von His358 im

Carboxyterminus von KCa 3.1 zu einer direkten Aktivierung des Kanals fiihrt, was im Gegensatz zur
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Rolle der Histidinphosphorylierung in Zwei-Komponenten-Systemen steht, in denen sie lediglich als
Intermediate dienen. Als negativer Regulator dieser Phosphorylierungsstelle wurde die pHis spezifische
Phosphatase (PHPT1) identifiziert [36]. Die kirzlich erfolgte Generierung von spezifischen,
monoklonalen anti-pHis Antikorpern gegen 1-pHis sowie 3-pHis wird in Zukunft die Untersuchung der
unterschiedlichen biologischen Funktionen der Isomere ermdglichen und umfassendere Daten zur
Abundanz von pHis in hoheren Eukaryoten liefern kdnnen. Mittels Immunfluoreszenzanalysen sowie
Immunprézipitation konnten bereits erste neuartige Einblicke in die Rolle von pHis in eukaryotischen
Zellen gewonnen werden, die auf eine wichtige Funktion von pHis wéhrend der Zellteilung sowie bei

der Phagozytose hinweisen [37].

1.2. LC-MS basierte Proteomanalysen

In den Anféngen der Proteinanalyse, Mitte des zwanzigsten Jahrhunderts, erfolgte die Analyse Uiber eine
Sequenzierung einzelner Proteine mittels des sogenannten Edman-Abbaus [38]. Gelbasierte Verfahren,
wie die 2D Gelelektrophorese, stellten die ersten globalen Ansétze zur Proteomanalyse dar, mit denen
unterschiedliche Proteinabundanzen detektiert und Proteine durch einen Vergleich mit Referenzdaten
identifiziert werden konnten. Jedoch stellte sich heraus, dass neben einem hohen Zeitaufwand und einer
geringen Reproduzierbarkeit dieses Verfahrens, auch die Auflosung der orthogonalen Trennung der
zwei Dimensionen fur Proteinexpressionsstudien nicht ausreichend war, sodass haufig eine

Uberlagerung von mehreren Proteinen in einem Gelspot vorlag [39].

Erleichtert wurde die Identifizierung von Proteinen mit der Entwicklung des Peptidmassenfingerprints
(PMF) [40-41]. Bei diesem Verfahren werden die meist mittels Gelelektrophorese aufgetrennten
Proteine zundchst aufgereinigt und enzymatisch verdaut, sodass Peptide entstehen. Die eigentliche
Identifizierung erfolgt tber die Bestimmung des Masse-zu-Ladungsverhaltnisses (m/z) der Peptide im
Massenspektrometer (MS). Typischerweise wird MALDI (Matrix-unterstitzte Laser-Desorption/
lonisation) Massenspektrometrie eingesetzt, in der die Analyten nach Kokristallisation mit einer
organischen Matrix mittels Stickstofflaser in die Gasphase tberfiihrt werden [42]. Ein Abgleich mit in
silico generierten Spektren, die in einer Proteindatenbank abgelegt sind, ermdglicht die Identifizierung
des Proteins, sodass eine zeitaufwendige Proteinsequenzierung auf Aminosdureebene entféllt, da jedes
Protein ein spezifisches Muster generiert, &hnlich einzigartig wie der menschliche Fingerabdruck. Die
Limitierung dieser Methode besteht vor allem in der geringen Selektivitat der Identifizierung, da
lediglich die m/z der verdauten Peptide als Identifizierungskriterium dienen. Die Identifizierung von
Peptiden mittels PMF ist somit auf aufgereinigte, niedrig komplexe Proben beschréankt.

Der Durchbruch fir die Analyse komplexer Proben wurde Ende der 1990er Jahre durch die Einflihrung

der Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) und deren Einbindung in einen sogenannten Bottom-Up
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Ansatz erzielt (siehe Abbildung 1-4). Neben einem Ubersichtsspektrum (MS?* Spektrum), das die m/z
der Peptide aufzeigt, werden bei der Tandem-Massenspektrometrie Fragmentionenspektren (MS? oder
MS/MS Spektren) der Peptidfragmente erstellt. Mittels chromatographischer Trennung, die mit dem
Massenspektrometer gekoppelt ist, auch als LC-MS Kopplung bezeichnet, kénnen geringe Mengen an
Proteinen (fmol Bereich) analysiert und quantifiziert werden (siehe Kapitel 1.3 und 1.4). Auch bei
diesem Ansatz erfolgt die Identifizierung der Proteine tber einen Abgleich mit einer Proteindatenbank
[43].

Protein Mischung von Peptiden
N
Enzymatischer
Verdau >
Datenbanksuche Massenspektrometrie
M (MS Spektrum) Chromatographische
" pepiides peptides H Trennung
P Int
<+ | L
Ll e o
m/z Zeit

Abbildung 1-4: Ablauf einer klassischen Proteomanalyse nach der Bottom-up Strategie. Zunéchst findet eine
Aufreinigung der zu analysierenden Proteine statt, gefolgt von einem enzymatischen Verdau. Die generierten
Peptide werden anschlieBend mittels Flissigchromatographie getrennt und mittels Massenspektrometrie detektiert.
Uber MS! bzw. MS? Spektren kann eine spezifische Identifizierung der Proteine tber einen Datenbankabgleich
erfolgen.

Aufgrund der groBen Datenmengen, die in LC-MS basierten proteomweiten Studien von komplexen
Proben, sogenannten large-scale Experimenten, generiert werden, wurden Suchalgorithmen wie
Sequest [44] und Mascot [45] entwickelt, die einen automatischen Abgleich der experimentellen
Spektren mit den theoretischen Spektren in der Datenbank ermdglichen. Studien zur Analyse der
Gesamtheit des Proteoms mittels biochemischer, meist LC-MS basierter Verfahren werden als

Proteomik, engl. Proteomics, bezeichnet.

Fur den enzymatischen Verdau im klassischen Bottom-up Ansatz wird standardméaRig die Protease
Trypsin eingesetzt. Trypsin schneidet spezifisch C-terminal der Aminosduren Arginin und Lysin.
Lediglich beim Vorliegen von Prolin C-terminal dieser beiden Aminoséuren erfolgt keine Spaltung von
Peptidsequenzen. Die generierten Peptide sind im Durchschnitt 14 Aminoséuren lang und besitzen am

N-Terminus sowie an den Seitenketten des endstandigen Lysins bzw. Arginins je eine positive Ladung
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[46-47]. Hieraus ergibt sich bei Messungen im sauren pH-Bereich tblicherweise eine Nettoladung der
tryptischen Peptide von +2, sodass Ladung und GroRe mit den herkdmmlichen MS Systemen und
Parametern kompatibel sind. Der Ladungszustand h&ngt zudem von der Aminoséduresequenz ab, da
geladene Seitenketten, z. B. in den Aminoséuren Histidin, Lysin oder Arginin, eine zusétzliche Ladung
einbringen konnen.

Die Kontrolle der Reaktionsbedingungen, die Menge des Substrats sowie die Wahl des Trypsins
(Hersteller, Spezifitat) sind entscheidend fur einen reproduzierbaren und vollstandigen tryptischen
Verdau [46]. Zudem beeinflussen Primar- und Sekundérstruktur sowie PTMs die Verdaueffizienz [48-
49]. Im Jahr 2001 konnte von Lehmann et al. [49] am Beispiel der Proteinkinase A (PKA) gezeigt
werden, dass durch eine Phosphorylierung in der Umgebung einer tryptischen Schnittstelle das
Auftreten von Uberlesenen Schnittstellen verstarkt wird. Bei quantitativen Analysen fiihrt ein
unvollstandiger und somit nicht reproduzierbarer Verdau zu Uber- bzw. unterreprasentierten
Peptidfragmenten, die die eigentliche Quantifizierung verfdlschen. Eine verléssliche absolute
Quantifizierung von Proteinabundanzen sowie eine stdchiometrische Berechnung von
Proteinkomplexen sind nur moglich, wenn die Verdaubedingungen fir die jeweilige Probe optimiert
wurden und kontrollierbar sind.

Neben Trypsin kdnnen auch weitere Proteasen wie Arg-C, Lys-N und Lys-C fiir den Verdau eingesetzt
werden. Aufgrund ihrer Spezifitét fir nur eine Aminosdure generieren sie langere Peptidsequenzen, die
mit Standardverfahren schlechter mittels LC-MS nachweisbar sind, jedoch Sequenzen abdecken
konnen, die mit Trypsin aufgrund der Generierung zu kurzer oder zu langer Sequenzen nicht zugénglich
waren. Wahrend Lys-C und Arg-C eine hohe Spezifitat aufweisen, besitzt Lys-N den Vorteil, dass es
auch unter extremen Reaktionsbedingungen, wie erhdhter Temperatur sowie in denaturierenden Puffern
(8 M Harnstoff oder 80 % Acetonitril) seine Aktivitat beibehalt [50].

Der Nachweis von substéchiometrisch vorliegenden Phosphorylierungen mittels LC-MS basierter
Proteomanalyse wurde durch die Entwicklung einer Vielzahl an Anreicherungs- und
Fraktionierungsmethoden erleichtert (siehe Kapitel 1.6). Wie auch die reine Proteomanalyse, hat die
Phosphoproteomanalyse von der Entwicklung hochauflésender Massenspektrometer und
mehrdimensionaler Fraktionierungsverfahren profitiert. Neben der Identifizierung der Phosphoproteine
spielt die eindeutige Zuordnung einer Phosphorylierung zu einer bestimmten Aminoséure innerhalb
einer Sequenz eine immer gréRere Rolle. Diesem Aspekt wurde durch die Entwicklung von Algorithmen
zur Bewertung der Wahrscheinlichkeit der Lokalisierung einer Phosphorylierung innerhalb einer
Peptidsequenz bzw. eines Proteins und ihrer Integration in die Datenauswertung Folge geleistet [51-52].
In neueren Studien aus dem Jahr 2014 konnten zwei unabhdngige Forschergruppen erstmals mittels
komplexer LC-MS Strategien, einschlieflich Fraktionierungen, der Analyse von PTMS sowie eigens

angepasster Datenanalyse, aus humanen Geweben, Zelllinien und Korperflissigkeiten einen Katalog
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des menschlichen Genoms erstellen, mit dem sie bis zu 90 % des gesamten menschlichen Proteoms,
~17.000 Proteine umfassend, abdecken konnten [53-54].

1.2.1. Die Proteomik in klinischen Fragestellungen

In den letzten Jahren hat die Proteomik Einzug in die klinische Forschung gehalten. Somit hat sich auch
der Schwerpunkt der Forschung von beschreibenden, qualitativen Analysen hin zu differentiellen,
guantitativen Studien verandert. Entscheidend ist hier die Dynamik des Proteoms und insbesondere des
Phosphoproteoms beschreiben zu kdnnen, um Schlisselkomponenten einer Erkrankung und ihren
Einfluss auf die Progression der Erkrankung zu erkennen, bzw. sogenannte Biomarker zu detektieren.
Herausforderungen stellen die eingeschrankte Verfligbarkeit von humanen Patientenproben sowie die
enorme Heterogenitét dar, die bereits bei Vergleichen des Proteoms von gesundem, aber insbesondere
bei erkranktem Gewebe vorliegt. Vor allem im Hinblick auf eine Phosphoproteomanalyse ist die
Probenmenge kritisch, da aufgrund der geringen Stochiometrie der Phosphoproteine
Anreicherungsschritte und aufwendige 2D-LC Verfahren notwendig sind, die oft zu einem erhdhten
Bedarf an Probenmaterial von mehr als 1 mg Protein pro Patient filhren. Daher wurden oft
Krebszelllinien wie HelLa-Zellen fiur umfassende Studien des Phosphoproteoms verwendet, die in
groRen Mengen kultiviert werden kénnen [55-56].

1.2.2. Chronische lymphatische Leukamie

Insbesondere bei Krebserkrankungen wird die Rolle von Phosphorylierungen bei Entstehung und
Verlauf der Krankheit kontrovers diskutiert. Durch ihren groRen Anwendungsbereich, der tiber globale
Discovery-Studien bis zu zielgerichteten, targeted Ansatzen zur Uberpriifung einzelner Proteine reicht,
bietet sich die Proteomanalyse als Methode an, um Licht in diese Diskussionen zu bringen.

In dieser Arbeit wurde die chronische lymphatische Leukamie (CLL), eine Krebserkrankung von wei3en
Blutzellen, den B-Zellen, als Modellsystem gewéhlt. Biologisch gesehen erfolgt bei der CLL eine
Proliferation von reifen, aber funktionslosen B-Zellen, die im Knochenmark, im Blut sowie in den
sekunddren Lymphorganen akkumulieren. Diese scheinbar reifen B-Zellen verdrangen die eigentlichen
gesunden Zellen und fiihren so zu einer gestérten Immunabwehr der Patienten [57-58].

Die CLL tritt hdufig erst in einem fortgeschrittenen Alter auf. Zwei Drittel der Patienten sind bei der
Erstdiagnose &lter als 60 Jahre. Die CLL stellt die h&ufigste Leuk&mieform in den westlichen
Industrielandern dar, wobei Ménner deutlich haufiger betroffen sind als Frauen [59]. Die Inzidenz liegt
im Schnitt bei 3,8 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner und Jahr [60].

Bei CLL-Patienten kann die Erkrankung einen extrem variablen klinischen Verlauf aufweisen, der von
wenigen Monaten iber mehrere Jahre bis zu Jahrzehnten variiert. Die Progression der Erkrankung kann

in vielen Féllen anhand von prognostischen Markern vorausgesagt werden. Klinisch relevant ist der




Einleitung

Mutationsstatus der IgVVH-Gene. Diese Gene kodieren fir die variable Region der schweren Kette des
Antikorpers, welcher einen Teil des B-Zellrezeptors darstellt. Liegt ein unmutierter IgVH-Genstatus
(ulgVH) vor, spricht dies fur eine aggressive Verlaufsform, ein mutierter Status (mlgVH) fir eine
mildere Form. Das durchschnittliche Uberlebensalter fiir Patienten mit dem unmutierten CLL-Subtyp
betrégt acht Jahre, dass der Patienten mit mutiertem Status 25 Jahre [61]. Andere postulierte
prognostische Marker sind das Expressionslevel der Tyrosinkinase ZAP-70 [62] sowie der Anteil an
CD38+ (cluster of differentiation 38) B-Zellen. Jedoch scheint die Relevanz der CD38 Expression nicht
abschlielend geklart zu sein [63-64].

Eine Behandlung der Erkrankung ist erst in einem fortgeschrittenen Stadium notwendig und kann in der
Regel ambulant durchgefiihrt werden. Bei der Therapie von CLL-Patienten erfolgt die Auswahl der
Medikamente anhand des genetischen Status der Patienten, des Blutbildes und der bestehenden
Symptomatik. Die CLL ist nach derzeitigem Stand der Medizin nicht heilbar, jedoch kann eine
Stammzelltransplantation erfolgen. Ihr Fortschreiten kann durch Chemotherapie und Antikorper-
basierte Therapie sowie Uber die Gabe spezifischer Proteininhibitoren verlangsamt werden. Der
Tyrosinkinaseinhibitor Ibrutinib (Handelsname Imbruvica) wurde 2014 fir die Behandlung der CLL
zugelassen und wird bereits als kommender sogenannter ,,Blockbuster ““ mit einem j&hrlichen Umsatz
von mehr als einer Milliarde US-Dollar gehandelt. Ibrutinib ist ein niedermolekularer Inhibitor der
Bruton-Tyrosinkinase (BTK), der an Cys-481 im aktiven Zentrum der Kinase bindet. Diese Kinase ist
Teil des B-Zellrezeptorsignalwegs (BCR-Signalwegs) und spielt somit eine zentrale Rolle fur das
Uberleben, die Differenzierung und die Apoptose in B- und CLL-Zellen (siehe Abbildung 1-5) [65-67].

A ' V

| Uberleben‘ |Apoptose | | Proliferation H Migration‘

Abbildung 1-5: Der B-Zellrezeptorsignalweg als therapeutisches Ziel des BTK-Inhibitors Ibrutinib
(modifiziert nach [68]). Eine Aktivierung des BCR fiihrt zur Phosphorylierung der intrazelluld&ren Doménen von
CD79A/B durch die Tyrosinkinase LYN. Eine Weitergabe der Signalkaskade erfolgt anschlieend u.a. tber SYK
(spleen tyrosine kinase), PI3K (Phosphatidylinositol-3-Kinase) und BTK, die uberlebensférdernde und
proliferative Signale induzieren.
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Eine Aktivierung des BCR induziert iiberlebensférdernde Prozesse wie die PI3K- (Phosphatidylinositol-
3-Kinase), NF-kB- (nuclear factor-«B) sowie MAPK- (Mitogen-aktivierte Proteinkinase) Signalwege,
die zu der Apoptoseresistenz der CLL-Zellen beitragen. Zudem scheint in CLL-Zellen eine verstarkte
Aktivierung des BCR vorzuliegen und zur Pathogenese der CLL beizutragen, deren Ursprung noch nicht
geklart werden konnte [68-69]. An Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung der
Mause mit Ibrutinib die Signalweiterleitung und somit die Proliferation der CLL-Zellen verandert [66].
In aktuellen klinischen Studien konnte zudem die Wirksamkeit von Ibrutinib auf die Gesamtlebensdauer
von Patienten mit Rezidiv nachgewiesen werden [65, 69]. Die Ergebnisse der klinischen Studien der
Phase 3 zur Wirksamkeit von lIbrutinib bei Erstbehandlung waren zum Zeitpunkt der Arbeit noch nicht

abgeschlossen.

Bislang haben sich nur wenige globale Proteomstudien mit CLL-Zellen und einem Vergleich der CLL-
Subtypen beschéaftigt. Wahrend in friheren Studien die Ergebnisse auf 2D-Gelelektrophorese in
Kombination mit Massenspektrometrie beruhten und nur wenige Proteine identifiziert werden konnten
[70-71], zeigen neuere Studien basierend auf LC-MS/MS Analysen ein umfassendes Proteinprofil mit
mehr als 3000 Proteinen [72].

In einer Phosphoproteomstudie aus dem Jahr 2010 konnten nach vorheriger Stimulation der Zellen mit
einem Chemokin 700 Phosphoproteine identifiziert werden [73]. Im Hinblick auf das Phosphoproteom
von Krebszellen, wie HeLa-Zellen, in dem bereits 50.000 phosphorylierte Peptide nachgewiesen werden
konnten [74], ist der Bedarf an einer Optimierung der Analysestrategie zu einer verbesserten Abdeckung

des Phosphoproteoms von CLL-Zellen gegeben.

1.3. Grundlagen der Flussigchromatographie

Zur Trennung der zu analysierenden Proben wurde die Fllssigchromatographie eingesetzt. Sie ist eine
Trennmethode, bei der die in einer mobilen Phase gel6sten Analyten (ber unterschiedlich starke
Wechselwirkungen mit einer stationdren Phase aufgetrennt werden. Die Stérke dieser Wechselwirkung
ist abhéngig von den physikochemischen Eigenschaften der Analyten und bestimmt die Dauer der
Retention auf der stationdren Phase. Die Hochleistungs-Flissigchromatographie (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography) wurde in den 1970er Jahren entwickelt und stetig im Hinblick
auf ihre Leitungsfahigkeit verbessert [75]. Die hohe Leistungsfahigkeit basiert auf der Entwicklung von
pulsationsarmen Pumpen, automatischen Injektionssystemen und Detektoren mit hohen Datenrate sowie
widerstandsfahigen Saulen mit kleinen Partikeldurchmessern von <10 um, die schnelle Messungen bei
hohen Driicken (>200 bar) ermdglichen.

Heutzutage dient die Umkehrphasen-Chromatographie (reversed-phase, RP) zu den wichtigsten

Chromatographiemethoden im Bereich der Proteinanalytik. Fiir das RP-Verfahren werden unpolare, mit
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n-Alkylresten (C18 oder C8) derivatisierte Kieselgele als stationdre Phase in Kombination mit einem
polaren, waéssrigen Losungsmittel als mobile Phase verwendet. Die Zugabe von lonenpaarreagenzien
wie Trifluoressigsdure (TFA) zu der mobilen Phase erhoht die Hydrophobizitat von polaren
Probenmolekilen und somit ihre Affinitdt zu der stationdren Phase. Die Elution der Analyten erfolgt
durch den steigenden Anteil eines organischen Ldsungsmittels, wie Acetonitril (ACN) oder Methanol,
an der mobilen wéssrigen Phase.

Ein Mal} fir die Effizienz der Trennung ist die Trennbodenhthe H (auch als Theoretische
Trennbodenhéhe HETP bezeichnet), die Uber die van Deemter-Gleichung (siehe Abbildung 1-6)
beschrieben wird [76].

H=A + B/u + C*u

Theoretische Bodenhéhe H

Massentransfer

min  seespreeesareneet®

Longitudinale Diffusion

A Eddy Diffusion

u

opt Lineare Flussgeschwindigkeit u

Abbildung 1-6: Die Terme der Van-Deemter Gleichung. Die Van-Deemter Gleichung gibt die Abhangigkeit
der Trennleistung der Chromatographie von der linearen Flussgeschwindigkeit u unter Berlcksichtigung von
Diffusions- und Stoffaustauschphanomenen an. Sie ist bespielhaft fir eine S&ule mit 5 um Partikeln dargestellt.
H = Trennbodenhdhe, u = lineare Flussgeschwindigkeit, A = Eddy Diffusion, B = longitudinale Diffusion, C =
Massentransfer

Hierbei wird die Trennbodenhéhe H durch drei Terme bestimmt: (1) Durch die Eddy Diffusion A, die
unabhéngig von der linearen FlieBgeschwindigkeit u ist und die unterschiedlichen Wege der
Probenmolekiile um die Partikel der Sdule widerspiegelt, (1) die longitudinale Diffusion B, die die
laminare Strémungsverteilung in der Sdule in Abhédngigkeit von der FlieRgeschwindigkeit beschreibt
sowie (I11) den Massentransfer C, der den Stoffaustausch zwischen der mobilen und stationdren Phase
beschreibt (siehe Abbildung 1-6). Die Trennleistung einer chromatographischen Séule steigt bei einer
Verringerung der Trennbodenhdhe H und somit (ber eine Erhdhung der Anzahl der theoretischen

Trennboden N bei gleichbleibender Sdulenléange L (Gleichung 1).

H="2 1)

L
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Durch eine dichte Packung des S&ulenmaterials, einer Verwendung von Partikeln mit einem
Durchmesser <5 um, einer Verringerung des Durchmessers der Sdulen hin zum pm-Bereich und der
Anpassung der Flussrate an diese Dimensionen (<1 pL/min) konnte die Trennleistung und Sensitivitat
der Flissigchromatographie deutlich verbessert werden [77]. Die resultierenden Kkleinen
Flussigkeitsvolumina sowie die bei der RP-Chromatographie verwendeten Losungsmittel ermdglichen
die Kopplung von (nano-)HPLC und Massenspektrometrie mittels Elektrospray-lonisation (ESI).

1.4. Massenspektrometrie in der Proteinanalytik

Die Einflhrung der Elektrospray-lonisation durch John B. Fenn 1989 erlaubte die schonende Analyse
grolRer sowie fragiler polarer Biomolekiile mittels Massenspektrometrie [78]. ESI stellt ein ,,sanftes*
lonisationsverfahren dar, mit dem Analyten aus der flissigen Phase ohne Fragmentierung in die
Gasphase berfuhrt werden kénnen. Das Prinzip der ESI ist in Abbildung 1-7 schematisch dargestellt.
Der exakte zugrundeliegende Mechanismus der lonenbildung wird noch kontrovers diskutiert [79].

2kV
|
[
HPLC Séule . .
Taylor-Konus lonenbildung Transferkapillare
@
i @
+ i +4 ® Yo . +
Analyten —jpm — T _ — = @ (i) ® +
y °_ + °+ N ++ @ ® @ ++_|_ — -
| ® Massenspektrometer
ESI-Emitter
Atmosphérendruck Vakuum

Abbildung 1-7: Schematische Darstellung der Elektrospray-lonisation bei Atmospharendruck. Das Anlegen
einer Spannungsdifferenz bewegt geladene lonen vom ESI-Emitter zum Massenspektrometer. Durch das
Verdampfen des flichtigen Lésungsmittels erhoht sich die Ladungsdichte innerhalb der Tropfen. Die zunehmende
elektrostatische AbstolRung der Analyten fihrt zu sogenannten Coulomb-Explosionen, aus denen Analyt-lonen
hervorgehen, die in das Vakuum des Massenspektrometers gelangen.

Im Gegensatz zu den zu dieser Zeit vorherrschenden lonisationsverfahren, wie MALDI [80-81] und
Fast atom bombardment (FAB) [82], beglnstigt ESI die Bildung mehrfach geladener lonen. Die
Mehrfachladung verringert das m/z-Verhdltnis der lonen und ermdglicht somit auch die Messung
hochmolekularer Analyten in einem m/z-Bereich, der fiir viele Massenspektrometer detektierbar ist,
typischerweise 50-2000 m/z. Zudem erlaubt die Kopplung von Fliissigchromatographie und ESI die
kontinuierliche Analyse von komplexen Proben.

Neben der lonenquelle sind ein Massenanalysator sowie ein Detektor die Hauptbestandteile eines
Massenspektrometers. Das im MS generierte Spektrum enthélt alle m/z der Molekulionen bzw. ihrer

Fragmente, die zu einem bestimmten Zeitpunkt am Detektor aufgenommen werden.
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1.4.1. Massenanalysatoren und Fragmentierungsarten

Fur die Proteinanalytik ist insbesondere die Wahl des Massenanalysators entscheidend, da sich die
verschiedenen Analysatoren anhand ihrer Sensitivitdt, ihres Auflosungsvermogens, ihrer
Massengenauigkeit und ihrer Scan-Geschwindigkeit unterscheiden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden hauptséchlich lonenfallen-Orbitrap und Quadrupol-Orbitrap Hybrid-
Massenspektrometer verwendet, deren Besonderheiten im Folgenden erldutert werden.

1.4.1.1.LTQ Orbitrap Velos/ Orbitrap Elite

Das LTQ Orbitrap Velos bzw. Orbitrap Elite beinhaltet neben einer dualen, linearen lonenfalle (LTQ)
einen Orbitrap Massenanalysator [83]. Diese Kombination erlaubt die Aufnahme von hochaufgelsten
Fragmentionenspektren in der Orbitrap sowie Spektren mit niedrigerer Auflésung in der LTQ.
Ubersichtsspektren werden grundsatzlich in der Orbitrap mit einer Massengenauigkeit <1 ppm
aufgenommen, da eine genaue Bestimmung des m/z und der Ladung eines Peptids essentiell fir eine
verlassliche Datenbanksuche sind.

Niederaufgeloste MS/MS Spektren konnen parallel zu den Ubersichtsspektren in der lonenfalle
akquiriert werden. Die Fragmentierung findet durch eine Vielzahl von niederenergetischen St6Ren mit
dem Inertgas Helium in dem Hochdruckbereich der lonenfalle statt. Diese Fragmentierungsart wird als
lonenfallen-CID (collision induced dissociation) bezeichnet. Der Bruch der Aminosaureketten erfolgt
an der Peptidbindung, da diese aufgrund des partiellen Doppelbindungscharakters eher starr und dadurch
relativ labil ist. Bei dieser Fragmentierungsart entstehen, basierend auf der Nomenklatur nach
Roepstorff und Fohlman [84], hauptsachlich b- und y-lonen (siehe Abbildung 1-8).

R
H
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Abbildung 1-8: Nomenklatur von Fragmentionen nach Roepstorff und Fohlman (modifiziert nach [84]). Bei
CID- und HCD-Fragmentierung treten hauptsachlich b- und y-lonen (blau) auf, gelegentlich auch a- und x-lonen
(rot). ETD- (Elektronentransferdissoziation) Fragmentierung flihrt zur Generierung von c- und z-lonen (lila). R =
Aminoséurerest.

Die Fragmentionen werden in der Niederdruckkammer der LTQ detektiert. Diese bietet zwar eine
geringere Aufldsung als die Orbitrap, ist aber deutlich schneller und sensitiver, sodass parallel zu einem
hochaufgeldsten MS Scan 10 bis 15 MS/MS Spektren akquiriert werden kénnen. Die parallele Detektion

von Ubersichts- und Fragmentionenspektren ermdglicht hohe Scan-Geschwindigkeiten. Ein Nachteil
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von lonenfallen ist jedoch, neben der geringen Auflésung, der auftretende Massenausschluss (low mass
cut-off), der die Detektion von Peptidfragmenten, deren m/z kleiner als 1/3 des m/z des Vorlauferions
ist, ausschlief3t.

Grundsatzlich erfolgt die Aufnahme von hochaufgeldsten MS/MS Spektren in der Orbitrap, nachdem
die Peptide in der sogenannten HCD-Zelle, einem Oktapol, tiber das Inertgas Stickstoff fragmentiert
wurden. Diese Fragmentierungsart wird mittels weniger, hochenergetischer Kollisionen ausgelést und
als beam-type CID oder higher-energy collision dissociation (HCD) bezeichnet [85]. Charakteristisch
flr die jeweilige Fragmentierungsart sind neben der Anzahl an Kollisionen auch die Art des Inertgases

und des zu fragmentierenden Molekuls sowie das Zeitfenster der Aktivierung, die Activation time [86].

Im Hinblick auf die Analyse von Peptiden mit PTMs ist darauf hinzuweisen, dass relativ labile
Bindungen, wie zum Beispiel die Phosphoesterbindung in Phosphopeptiden, bei lonenfallen-CID vor
der Peptidbindung brechen, sodass ein sogenannter Neutralverlust auftritt. Es kann, abhéngig von der
phosphorylierten Aminosaure, ein Verlust von 80 Da liber die Abspaltung von HPQOg, vor allem bei Tyr,
oder ein Verlust von 98 Da Uber die Abspaltung von Phosphorsaure HsPO4, vor allem bei Ser und Thr,
erfolgen [87-88]. Das Neutralverlust-lon andert hierdurch seinen energetischen Zustand und kann nicht
mehr angeregt werden. Die resultierenden Massenspektren weisen prominente Neutralverlustsignale auf
und liefern oft nur unzureichende Strukturinformationen fiir modifizierte Peptide [89].

Zur Analyse von phosphorylierten Peptiden ist daher die Fragmentierung mittels HCD vorzuziehen.
Zum einen ist der Verlust von Phosphorsaure weniger dominant als bei lonenfallen-CID, zum anderen
kann trotz eines Neutralverlusts eine weitere Fragmentierung des Neutralverlust-lons erfolgen, sodass
der Informationsgehalt des MS/MS Spektrums deutlich verbessert wird [90]. Zudem konnen mittels
Fragmentierung in der HCD-Zelle niedermolekulare Verbindungen, wie die Reporterionen von stabil-
Isotopen markierten Quantifizierungsreagenzien (siehe Kapitel 1.5.2) detektiert werden, die in der

lonenfalle aufgrund des low mass cut-offs verloren gehen.

1.4.1.2.QExactive
In der QExactive wird im Gegensatz zur LTQ Orbitrap Velos bzw. Orbitrap Elite ein Quadrupol als

Massenfilter verwendet. Neben der Aufnahme von Ubersichts- und Fragmentionenspektren nach HCD-
Fragmentierung in der Orbitrap, ermoglicht dieser Aufbau des Massenspektrometers eine gezielte
Auswahl von Vorlauferionen mit bestimmten m/z aus einer komplexen Probe mittels des Quadrupols
sowie eine Detektion dieser lonen bzw. ihrer Fragmente mit hoher Massengenauigkeit und Auflésung
in der Orbitrap. Diese Art der Analyse wird auch als zielgerichteter Ansatz bzw. PRM (parallel reaction
monitoring) bezeichnet. Die Sensitivitat und der dynamische Bereich dieser Methode sind vergleichbar
mit dem SRM (selected reaction monitoring) von Triple-Quadrupol-Massenspektrometern [91],

allerdings bietet PRM den Vorteil der Hochauflésung.

15



Einleitung

Die optimierte lonenweiterleitung (Uber einen bent flatapole) sorgt zudem fur eine Umlenkung von
Neutralteilchen, sodass auch bei einem hohen Durchsatz von humanen Proben, die oft eine starke
Probenmatrix aufweisen, keine Verringerung der Signalintensitdten durch Aufladungen und

Kontaminationen zu erwarten ist [92].

1.4.1.3.ETD als alternative Fragmentierungsart

Alternativ zu CID und HCD kann die Fragmentierung von lonen mittels Elektronentransferdissoziation
erfolgen. Hierbei reagiert das Peptidion mit einem Radikalanion (z. B. Fluoranthen), das ein Elektron
auf das Peptid 0Obertragt [93]. Im Gegensatz zu CID und HCD entstehen, unabhéngig von der
Aminosduresequenz, durch einen Bruch der N-Co. Atombindung hauptséchlich c- und z-lonen (siehe
Abbildung 1-8). Da es sich bei ETD um eine milde Anregungsart handelt, bleiben Peptidmodifikationen
grundsatzlich erhalten, wodurch ETD insbesondere fur die Phosphopeptidanalytik von Interesse ist.
Eine optimale Fragmentierungseffizienz und somit eine vollstandige Sequenzabdeckung wird bei ETD
jedoch nur bei hoch geladenen Analyten, die mehr als zwei positive Ladungen tragen, erreicht. Um die
Lange und damit die Nettoladung der Peptide zu erhthen, sollte anstelle von Trypsin eine Protease mit
einer Spezifitét fur lediglich eine Aminoséure, wie Glu-C, Lys-N oder Lys-C, gewahlt werden [94].
Kritisch ist zudem die relativ lange Reaktionszeit zwischen Peptid und Radikalanion zu sehen, die zu
einer verldngerten Zykluszeit (Cycle time) und somit zu einer geringen ldentifikationsrate bei hoch

komplexen Proben fiihren kann [95].

1.4.2. Datenanalyse

Aufgrund der enormen Datenmengen, die aus LC-MS basierten proteomischen Ansétzen generiert
werden, ist eine verlassliche Annotation der Phosphorylierungsstellen und Identifikation der
zugehdrigen Peptidsequenzen von enormer Bedeutung. Mascot [45] und Sequest [44] sind géangige
Suchalgorithmen fir die Identifikation von Proteinen anhand eines Abgleichs von MS/MS Spektren und
organismenspezifischen Proteindatenbanken. Sie koénnen allerdings auch zu falsch positiven
Identifikationen fuhren. Deshalb wird fir die Bewertung der Spektrenidentifikationen in grof3en
Datensatzen die sogenannte false discovery rate (Falsch-positive Identifikationsrate, FDR) verwendet
[96]. Hierbei werden decoy-Sequenzen erstellt, die nicht in der Natur vorkommen, und in einer
Datenbank mit den eigentlichen Sequenzen, den target-Sequenzen, vereint, sodass eine sogenannte
target-decoy-Datenbank entsteht. Die decoy-Daten kénnen z. B. durch eine Umkehrung oder zuféllige
Varianten der Proteinsequenzen generiert werden. Die Anzahl der decoy-Hits gilt hier als MaR fur die
Anzahl an Zufallstreffern in der target-Datenbank. Die Berechnung der FDR erfolgt aus der Anzahl der
Treffer in der decoy-Datenbank geteilt durch die Summe der Treffer in target- und decoy-Datenbank,

wobei ein Treffer in der target-Datenbank mit der gleichen Wahrscheinlichkeit wie in der decoy-
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Datenbank auftreten kann. Bei der Datenauswertung von massenspektrometrischen Analysen wird
ublicherweise eine FDR von <1 % als Filterkriterium angesetzt [97].

Neben der Peptidsequenz kann bei PTMs allerdings auch die Position der PTM falsch zugeordnet sein.
Hilfe bei der korrekten Lokalisierung von Phosphorylierungen bieten verschiedene Algorithmen, wie
z. B. der Mascot Delta-Score (MD Score) [51] oder phosphoRS [52]. Der MD Score stellt eine relativ
simple und dennoch verlassliche Methode fiir die Lokalisierung von Phosphorylierungsstellen dar, die
auf der Differenz der Mascot lon Scores des besten und zweitbesten Treffers des Suchalgorithmus
Mascot mit der zugrundeliegenden Datenbank beruht. Wenn beide Treffer die gleiche
Aminosduresequenz mit unterschiedlichen Positionen der PTM reprasentieren, dann entsprechen hohe
Delta Scores einer hohen Wahrscheinlichkeit, dass der erste Treffer korrekt ist.

PhosphoRS berechnet die Wahrscheinlichkeit, dass der erhaltene Treffer ein Zufallstreffer ist. Hierbei
erfolgt der Vergleich zwischen den theoretischen Fragmentionen der Datenbank, basierend auf allen
mdglichen Isoformen des Peptids, und den detektierten Fragmentionen. Das MS/MS Spektrum wird
hierzu in Fenster von je 100 m/z unterteilt. Eine Besonderheit von phosphoRS ist, dass die Anzahl der
extrahierten Signale pro Fenster variabel ist und die Berechnung des Scores unter Berlicksichtigung der
Fragmentierungsmethode sowie der Genauigkeit des Massenanalysators erfolgt. Der ausgegebene
phosphoRS-Wert gibt schlieBlich die Wahrscheinlichkeiten der Lokalisierung der Phosphorylierung an

einer bestimmten Aminoséure der identifizierten Peptidsequenz in Prozent an [52].

1.5. Strategien der quantitativen Proteomanalyse

Im Allgemeinen erfolgt in Proteomanalysen eine Bestimmung von Analytmengen und -konzentrationen
tiber einen relativen Vergleich, eine sogenannte relative Quantifizierung. Hierbei werden die
Verhaltnisse von Analyten dargestellt und keine quantitativen Ergebnisse generiert.

Eine absolute Quantifizierung ist Gber die Verwendung eines internen Standards mdoglich, erfordert
jedoch einen hoheren Aufwand im Hinblick auf Zeit und Kosten. Als interner Standard kdnnen z. B.
stabil-Isotopen markierte Peptide verwendet werden, die individuell fur das zu quantifizierende Peptid
bzw. Protein synthetisiert und in bekannten Mengen zu der Probe hinzugefigt werden missen.
Insbesondere im Hinblick auf eine zielgerichtete MS/MS Strategie findet dieser Ansatz zunehmend
Verwendung.

Die Angleichung der Probenmengen basierend auf biochemischen Assays, Aminosdureanalyse oder
photometrischen Messungen ist entscheidend fir eine verléssliche und prézise Quantifizierung des
Proteoms [98]. Im Folgenden werden gangige Ansétze zur markierungsfreien und stabil-Isotopen

markierten Quantifizierung naher erléutert.
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1.5.1. Markierungsfreie Quantifizierung

Eine géangige Variante der markierungsfreien Quantifizierung beruht auf dem Vergleich der Anzahl an
identifizierten MS/MS Spektren (spectral counting) eines Peptids zwischen verschiedenen Proben.
Diese Anzahl an Spektren, die mittels Proteindatenbanksuche ermittelt wurden, dient als MaR fur die
Abundanz dieses Peptids bzw. Proteins in einer Probe [99].

Neben spectral counting kann eine Quantifizierung auch uber die Intensitat bzw. anhand der Flache des
Analytions erfolgen, wenn eine Zuordnung gleicher Peptidionen Uber charakteristische Eigenschaften
wie m/z, Ladung, Retentionszeit und Isotopenmuster zwischen verschiedenen Proben mdglich ist. Die
Intensitaten bzw. Flachen der Peptidionen kénnen mittels unterschiedlicher Software, z. B. Progenesis
von Nonlinear Dynamic oder Proteome Discoverer, bestimmt und zu einer relativen Quantifizierung

herangezogen werden.

In dieser Arbeit wurde lediglich die datenabhangige Akquisition (data-dependent acquisition, DDA)
eingesetzt, bei der anhand eines Ubersichtsspektrums die intensivsten Signale (Top N) fiir
Fragmentionenspektren ausgewéhlt werden. Besonders im Hinblick auf eine markierungsfreie
Quantifizierung stellt die datenunabhangige Akquisition (data-independent acquisition, DIA) eine
Alternative dar. Bei der DIA wird der Massenbereich in m/z-Fenster definierter Breite, z.B. 10 m/z,
unterteilt und die vorhandenen Signale unabhdngig von ihrer Intensitdt parallel selektiert und
fragmentiert [100-101]. Vorteile der DIA sind die hohe Sensitivitit und die Detektion koeluierender
Analyten, jedoch sind die Fragmentionenspektren sehr komplex, sodass die Auswertung der Daten

immer noch eine Herausforderung darstellt.

Voraussetzung fur die Anwendbarkeit von markierungsfreien Ansédtzen ist neben einem
hochauflésenden Massenspektrometer eine hohe Reproduzierbarkeit der LC-MS Analysen hinsichtlich
Signalintensitdten und Retentionszeiten. Sind diese Voraussetzungen gegeben, kénnen markierungsfreie
Verfahren fir einen Vergleich von differentiellen Proben verwendet werden. Hierbei werden die Proben
unabhéngig voneinander aufbereitet und mittels LC-MS separat analysiert.

Bei hoch komplexen Proben fiihren zusétzliche Schritte in der Probenaufarbeitung, wie eine
Fraktionierung und/oder Anreicherung von Phosphopeptiden, jedoch oft zu Varianzen und geringer
Reproduzierbarkeit, die die Anwendbarkeit der markierungsfreien Quantifizierung bei der
Beantwortung klinisch relevanter Fragestellungen einschrdnken. Zudem entstehen durch die
notwendigen Einzelmessungen der Proben hohe apparative Kosten, die die Kosten der chemischen

Reagenzien ubersteigen kdnnen und somit die eigentliche Attraktivitat dieser Strategie mindern.
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1.5.2. Quantifizierung mittels Stabil-Isotopenmarkierung

Die Quantifizierung mittels stabilen Isotopen kann durch chemische oder metabolische Markierung
erfolgen. Jeweils ein géngiges Verfahren dieser Strategien wird nachfolgend beschrieben.

Bei der metabolischen Markierung nach dem SILAC- (stable isotope labeling by amino acids in cell
culture) Verfahren, werden stabil-Isotopen markierte Aminosduren eingesetzt, die in das
Zellkulturmedium oder der Nahrung von Versuchstieren hinzugefiigt werden. Bei proteomischen
Ansdtzen werden hierzu haufig Lysin und Arginin, die 3C und N Atome anstatt 2C und N enthalten,
verwendet, die aufgrund des meist tryptischen Verdaus in nahezu jedem Peptid vorhanden sein sollten.
Der Einbau der stabil-Isotopen markierten Aminoséuren wahrend der Proteinbiosynthese kann anhand
des auftretenden Massenshifts mittels Massenspektrometrie detektiert werden. Bei der Vergleichsprobe
erfolgt keine Markierung.

Ein Nachteil dieses Verfahrens ist das Auftreten von Duplettsignalen in MS! Spektren, da nach
Vereinigung der zu vergleichenden Proben sowohl ,leichte als auch ,,schwere“ Peptide vorliegen
(entsprechend Triplettsignale bei drei Ansétzen), sodass die Komplexitat der Probe stark erhéht wird.
Das SILAC-Verfahren wurde in den letzten Jahren so modifiziert, dass es auch zur differentiellen
Analyse von humanem Gewebe eingesetzt werden kann und nicht langer auf die Proliferation von Zellen
in Zellkultur beschrénkt ist. Hierzu erfolgte eine metabolische Markierung von funf Krebszelllinien, die
anschlieBend vereint als interner, représentativer Standard in Proben von Patienten mit Brustkrebs
dienten. Dieser Standard wurde jeder Probe hinzugefugt und zur relativen Quantifizierung
herangezogen, sodass keine Markierung des eigentlichen Zellmaterials erfolgen musste. Das Verfahren
wird als Super-SILAC bezeichnet [102].

In dieser Arbeit wurde zur chemischen Markierung von Peptiden das iTRAQ- (isobaric tag for relative
and absolute quantitation) Verfahren eingesetzt. Es beruht auf einer Reaktion von Peptiden mit
isobaren, stabil-Isotopen markierten Reagenzien [103]. Andere géngige chemische Label sind
Dimethyl-Markierungen [104] sowie ICPL (isotope-coded protein label) [105].

Die Derivatisierung der Peptide mittels iTRAQ-Reagenzien erfolgt an primaren Aminen, die im
Proteom an freien N-Termini oder an Lysinresten vorkommen. Jede zu vergleichende biologische Probe
wird mit einem anderen iTRAQ-Reagenz markiert (siehe Abbildung 1-9, bis zu 4 Varianten im 4-plex

Kit sowie bis zu 8 Varianten im 8-plex Kit).
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Abbildung 1-9: Schematische Darstellung der iTRAQ-Markierung zur Quantifizierung von Peptiden in bis
zu vier biologischen Proben (4-plex Ansatz). Da es sich um isobare Tags handelt, erfolgt kein Massenshift in
den Vorlauferionenspekten (MS?). Die Quantifizierung findet auf Ebene der MS/MS Spektren statt, basierend auf
der Signalintensitat der vier Reporterionen, die die relativen Mengen des entsprechenden Peptids in den Proben
reprasentieren. Chemisch besteht das Reagenz aus drei Teilen, die eine Gesamtmasse von 145 m/z besitzen.

Die isobaren Reagenzien bestehen jeweils aus drei Komponenten: einer Reportergruppe, einer
Massenausgleichsgruppe und einer aminoreaktiven Gruppe (N-Hydroxysuccinimid-Ester). Sie
unterscheiden sich lediglich in der Kombination der schweren Isotope °N, **C und ’O. Durch die
Ausgleichsgruppe tritt kein Massenshift bei einer Messung der Vorlauferionen in MS? Spektren auf,
sodass die Komplexitat der Probe anders als bei SILAC nicht erhéht wird. Erst durch eine
Fragmentierung der Peptide im Massenspektrometer erfolgt die Abspaltung der geladenen Reporter: im
Falle des 4-plex Kits entstehen Reporterionen mit 114, 115, 116 und 117 Da. Die Quantifizierung wird
in den MS? Spektren (ber die Signalintensitaten der Reporterionen durchgefithrt. Anders als bei der
metabolischen Markierung erfolgt die Markierung der Proben mit den unterschiedlichen Reagenzien
erst nach dem enzymatischen Verdau, sodass Unterschiede in der Probenaufarbeitung, etwa bei der Lyse
der Zellen oder wahrend des Verdaus, die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit des Ergebnisses stark

beeinflussen konnen.

Sowohl SILAC- als auch iTRAQ-basierte Strategien haben in Phosphoproteomanalysen den Vorteil,
dass die differentiellen Proben vor der Anreicherung der Phosphopeptide zu einer Probe vereint werden
und sich somit systematische Fehler auf alle Proben gleich auswirken. Durch die Vereinigung der
Proben spielen apparative Einfllisse, wie instabiles Spray oder schwankende Retentionszeiten, bei der

LC-MS Analyse eine weitaus geringere Rolle als bei markierungsfreien Ansatzen.
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1.6. Anreicherungsstrategien fuir Phosphopeptide

Eine Anreicherung von Phosphopeptiden aus stabil-l1sotopen markierten und markierungsfreien Proben
ist mit unterschiedlichsten Strategien mdglich, von denen im Folgenden die in dieser Arbeit
verwendeten Techniken ndher beschrieben werden.

Da diese Strategien urspriinglich fur die Anreicherung von O-Phosphorylierungen entwickelt wurden
und nur eingeschréankt auf N-Phosphorylierungen tbertragen werden kénnen, wird ihre Anwendbarkeit

flr die Detektion von Phosphohistidin in Kapitel 1.6.3 getrennt diskutiert.

1.6.1. Titandioxid-basierte Anreicherung

Metallionen-basierte Verfahren wie IMAC (Immobilisierte Metallionen Affinitatschromatographie) und
Metalldioxid-basierte Verfahren wie Titandioxid (TiO2) gehdren zu den aktuell gangigsten Techniken
zur Anreicherung von Phosphopeptiden aus komplexen Proben. Bereits 1990 konnte die hohe Affinitét
von Metalloxiden gegeniber organischen Phosphaten nachgewiesen werden [106].

Im Vergleich zu Metallionen-basierten Verfahren ist die Metalldioxid-basierte Anreicherung relativ
robust gegeniiber Salzen und Detergenzien und ist damit optimal fur die Anreicherung von
Phosphopeptiden aus Zelllysaten geeignet [107]. Die Selektivitat dieses Verfahrens kann durch die
Bindung von Peptiden mit den sauren Aminoséuren Glutamat und/oder Aspartat, die neben den
phosphorylierten Peptiden unspezifisch an die Oberflache der Titandioxidpartikel binden, beeintréchtigt
werden [108]. Jedoch konnte von Larsen et al. [109] gezeigt werden, dass die Zugabe von Séuren wie
Dihydroxybenzoesdure (DHB) zum Ladepuffer diese unspezifischen Interaktionen verringert. In dem
publizierten Protokoll erfolgte eine offline Anreicherung ber Titandioxidpartikel in Filterspitzen, die
aus Pipettenspitzen, hydrophobem porésem C8 Material als Fritte sowie den Titandioxidpartikeln selbst
gepackt werden mussen. Nach mehreren Waschschritten zur Entfernung weiterer unspezifisch
gebundener Peptide wurden die an die Titandioxidpartikel gebundenen Phosphopeptide (ber basische
Elutionspuffer, >pH 10,5, eluiert. DHB wird in aktuelleren Protokollen zunehmend durch Glykolsdure
oder Milchsaure ersetzt, da DHB nicht vollstdndig in den Entsalzungsschritten entfernt werden kann

und so zu Problemen bei LC-MS Analysen fiihrt.

Durch die hohe Affinitat der Phosphatgruppen gegenuber Titandioxid kénnen mehrfach phosphorylierte
Peptide nur schlecht von den Partikeln eluiert werden. Um sowohl einfach als auch mehrfach
phosphorylierte Peptide in einem Ansatz anreichern zu konnen, wurde das SIMAC-Verfahren
(sequential elution from IMAC) entwickelt [110]. Zundchst wird hierzu eine IMAC-Anreicherung
durchgefuhrt, bei der im ersten Elutionsschritt die einfach phosphorylierten Peptide unter sauren
Bedingungen eluiert werden und im zweiten Schritt die Elution der mehrfach phosphorylierten Peptide

unter basischen Bedingungen erfolgt. Das saure Eluat sowie die ungebundenen Peptide werden
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anschlieBend mittels Titandioxid nochmals angereicht, um die Ausbeute an einfach phosphorylierten
Peptiden zu erhéhen.

1.6.2. Chromatographische Anreicherungsverfahren

Die folgenden chromatographischen Verfahren konnen zur Verringerung der Komplexitadt von
biologischen Proben nach Titandioxidanreicherung, aber auch zu einer direkten Anreicherung von
phosphorylierten Analyten eingesetzt werden. Durch ihre speziellen Separationseigenschaften und ihre
Orthogonalitat zu der Gblichen Umkehrphasen-Chromatographie ermdglichen sie tiefere Einblicke in

das Proteom.

1.6.2.1.Kationenaustausch-Chromatographie

Die Spezifitdt der Kationenaustausch-Chromatographie (cation exchange chromatography, CX) beruht
auf einer negativ geladenen stationaren Phase, z. B. aus Polysulfoethyl A, die positiv geladene Analyten
aus der mobilen Phase anzieht. Die Elution der Analyten kann tber eine Erhéhung der Salzkonzentration
oder ber eine Anderung des pH-Wertes in der mobilen Phase erfolgen [111].

Die starke Kationenaustausch- (strong cation exchange, SCX) Chromatographie wurde fiir die
Anreicherung und Fraktionierung von modifizierten Peptiden, insbesondere fir phosphorylierte [112]
und acetylierte Peptide [113], optimiert. Starke Kationenaustauscher behalten ihre negative Ladung auch
unter sauren Bedingungen bei. Filr eine selektive Anreicherung phosphorylierter Peptide kann
ausgenutzt werden, dass sie gegeniiber unmodifizierten tryptischen Peptide bei einem sauren pH-Wert
der SCX-Puffer (z. B. pH ~2,7 [56]) eine negativ geladene Phosphatgruppe aufweisen und somit eine
veranderte Retention zeigen. Die negative Ladung der Phosphatgruppe und die negativ geladenen Ketten
der stationdren Phase stoBen sich gegenseitig ab, sodass phosphorylierte Peptide zu Beginn der

Auftrennung, ggf. im Bereich des Totvolumens, eluieren (siehe Abbildung 1-10).

SCX

saure mobile Phase
(pH 2,7)

000980,
v 3
e/ /0/ /o/

negativ geladene stationdre Phase

Abbildung 1-10: Schematische Darstellung der Interaktion eines phosphorylierten tryptischen Peptids in
SCX. Negative Ladungen wie die der Phosphatgruppe fiihren zu einer AbstoBung von der stationdren Phase,
wahrend die positiven Ladungen am N-Terminus sowie in den Seitenketten eines tryptischen Peptids (pH 2,7) eine
hohe Affinitat zur negativ geladenen stationdren Phase aufweisen.
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Aufgrund der meist salzhaltigen Puffer ist SCX im Allgemeinen nicht direkt mit MS kompatibel, sodass
Entsalzungsschritte vorgeschaltet werden miissen.

1.6.2.2.Hydrophile Interaktionschromatographie

Das HILIC- (Hydrophile Interaktionschromatographie) Verfahren wird typischerweise flr die Analyse
kleiner, polarer Komponenten, wie Zucker, eingesetzt, die nicht bzw. schlecht an RP-Material binden
[114]. Die Ausbildung einer wéssrigen Schicht auf der polaren stationdren Phase ermdglicht die
Retardierung von polaren Analyten, die sich in einer hoch-organischen mobilen Phase befinden. Diese
Interaktion kann in einer Gradientenelution durch einen steigenden wassrigen Anteil in der mobilen
Phase aufgelést werden. Durch ihre héhere Polaritdt eluieren phosphorylierte Peptide spater als
unmodifizierte tryptische Peptide, da sie eine hohere Affinitat zur wéssrigen Schicht auf der stationaren
Phase aufweisen (siehe Abbildung 1-11).

HILIC

mobile Phase
mit hohem Organikanteil

- W

wiissrige Schicht

®/ /®/ /®

polare, neutrale stationire Phase

Abbildung 1-11: Schematische Darstellung der Interaktion eines phosphorylierten tryptischen Peptids in
HILIC. Das polare phosphorylierte Peptid besitzt eine hohe Affinitét zur der in HILIC ausgebildeten wassrigen
Schicht. Dargestellt ist eine underivatisierte stationére Phase.

Als stationdre Phasen finden sowohl underivatisierte als auch derivatisierte Silica-Phasen (z. B.
zwitterionische  Saulen) Anwendung, sodass neben einer Verteilungschromatographie auch
elektrostatische Interaktionen, abhéngig vom Séulentyp, eine Rolle spielen kdnnen [115].

Die Kompatibilitat der HILIC-Puffer, wie etwa Ammoniumformiat oder -acetat als wéssrigem Anteil,
haben zu einer groRen Beliebtheit von HILIC in proteomischen LC-MS basierten Experimenten gefhrt,
da lediglich eine Trocknung der aufgetrennten Proben statt aufwendiger Entsalzungsschritte, wie z. B.
nach einer SCX-Auftrennung, durchgefiihrt werden muss.

HILIC stellt weniger eine reine Anreicherungsmethode als eine Fraktionierungstechnik von bereits
angereicherten Proben dar. Eine Kombination von TiO,, SIMAC und HILIC, abgekirzt als TiSH-
Verfahren, konnte erfolgreich flr die Anreicherung von 22 Phosphopeptiden pro pg Protein aus

insulinproduzierenden Tumorzellen eingesetzt werden [116].
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1.6.2.3.Electrostatic repulsion-hydrophilic interaction chromatography

Die Electrostatic repulsion-hydrophilic interaction chromatography (ERLIC) nutzt sowohl
elektrostatische Interaktionen als auch Verteilungseffekte, die durch die Ausbildung einer wassrigen
polaren Schicht auf der stationdren Phase mdglich werden, fur die chromatographische Trennung.
Hierzu wird ein schwacher Anionenaustauscher mit einer HILIC &hnlichen mobilen Phase bei saurem
pH-Wert kombiniert [117]. Beide Mechanismen filhren dazu, dass die partiell negativ geladenen und
relativ polaren Phosphopeptide auf der stationaren Phase starker retardiert werden als nicht modifizierte
Peptide, die aufgrund ihrer positiven Nettoladung (partiell positiv am N-Terminus, Arg bzw. Lys oder
His) abgestolRen werden (siehe Abbildung 1-12). Eine Elution kann tber die Erhéhung des Salz- oder
Wassergehalts in der mobilen Phase erfolgen [117].

ERLIC

saure mobile Phase
+ hoher organischer Anteil

VI

B Tl o)

positiv geladene stationire Phase

Abbildung 1-12: Schematische Darstellung der Interaktion eines phosphorylierten tryptischen Peptids in
ERLIC. Das polare phosphorylierte Peptid besitzt eine hohe Affinitat zur der ausgebildeten wassrigen Schicht
sowie, aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppe, zu der positiv geladenen stationdren Phase.

Neben SCX stellt ERLIC ein sensitives Verfahren flr die direkte Anreicherung von Phosphopeptiden
aus komplexen Proben dar [118-119]. Ein Nachteil dieses Verfahrens sind jedoch die verwendeten
salzhaltigen Pufferkomponenten, wie Methylphosphonsdure und Triethylammoniumphosphat (TEAP),
die nicht mit MS kompatibel sind und nur unzureichend mittels Festphasenextraktion entfernt werden

kénnen, sodass die chromatographische Auflosung trotz Aufreinigung der Proben beeintrachtigt wird.

1.6.3. Anreicherungsstrategien von Phosphohistidin

Die Anwendbarkeit der beschriebenen Verfahren fir die Anreicherung von pHis ist aufgrund der
verwendeten sauren Inkubations- und Waschschritte sowie der chromatographischen Auftrennungen in
stark sauren Puffern massiv eingeschrankt. Wahrend der Probenaufarbeitung und in den
Anreicherungsschritten ist zunéchst eine Konservierung der Phosphoamidatbindung entscheidend,
sodass im Allgemeinen neutrale oder basische Lésungsmittel eingesetzt werden [32]. Es konnte jedoch
gezeigt werden, dass bei der LC-MS Analyse einzelner synthetischer pHis-Peptide und -Proteine auch
eine relativ kurze chromatographische Trennung, von ~30 min, unter sauren Bedingungen, z. B. in
0,1 % TFA, auf C18-Sdulen erfolgen kann [120-121].
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Napper et al. [122] konnten mittels eines Cu?*-IMAC Verfahrens eine Anreicherung von pHis-Peptiden
nachweisen. In diesem Ansatz wurde das Protein HPr (Histidine-containing protein) aus E. coli
extrahiert und in vitro phosphoryliert. Nach einem enzymatischen Verdau konnte mittels MALDI-TOF
Analyse im negativen lonisationsmodus die erwartete pHis-Sequenz anhand des m/z in MS! detektiert
werden. Da es sich in diesem Verfahren um den Nachweis aus einer niedrig komplexen Probe mit einer
hohen Konzentration des Analyten handelt, muss die Anwendbarkeit dieses Ansatzes fiir den Nachweis
endogener Phosphorylierungen noch evaluiert werden. Bislang ist in der Literatur keine weitere
erfolgreiche Anwendung von Metallionen bzw. Metalloxiden zur Anreicherung von pHis aufgefihrt.
Die bislang erfolgreichsten Ansadtze zur Anreicherung von Phosphohistidin aus komplexen Proben
erfolgten mittels anti-pHis Antikérpern [30, 37, 123]. Aufgrund der Instabilitit der
Phosphoamidatbindung wurden verschiedene stabile pHis-Analogons zur Antikdrperherstellung
verwendet.

Oslund et al. [30] gelang der Nachweis von 15 endogenen Phosphorylierungen an Histidin in E. coli.
Wie bereits in einer vorausgehenden Studie dieser Arbeitsgruppe wurde ein polyklonaler anti-pHis
Antikorper eingesetzt, der auf Basis des stabilen pHis-Analogons pTze (Phosphoryl-
Triazolylethylamin) hergestellt wurde. Die Anreicherung von pHis erfolgte Uber eine
Immunprézipitation von pHis-Proteinen aus E. coli Lysat mit anschliefendem tryptischen Verdau und
LC-MS/MS Analyse der angereicherten Peptide. Trotz eines Einsatzes von mehreren Milligramm
Zelllysat als Startmaterial konnten keine niedrig abundanten pHis-Proteine, wie pHis-Kinasen,
nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde in dieser Arbeitsgruppe eine zweite Generation eines anti-
pHis Antikorpers generiert, der auf dem pHis-Analogon pPye (Phosphono-Pyrazolylethylamin) basiert,
welches strukturell starker pHis ahnelt [124]. In Western Blots und ELISA konnten bereits eine hdhere
Affinitat und Spezifitit dieses Antikdrpers zu pHis gegeniiber der ersten Generation des anti-pHis
Antikdrpers nachgewiesen werden, was auch auf eine geringe Kreuzreaktivitat zu pTyr zuriickzufihren
ist.

Eine aktuelle Studie Gber die Generierung und Anwendung von monoklonalen Antiktrper gegen 1-pHis
bzw. 3-pHis durch Fuhs et al. [37] ermdglichte erste umfassendere Einblicke in das pHis-Proteom von
humanen Zellen mittels Immunfloureszenzanalysen. Die Generierung der Antikorper erfolgte Uber
Peptidbibliotheken, die 1-pTza (1-Phosphoryl-Triazolylalanin) bzw. 3-pTza (3-Phosphoryl-
Triazolylalanin) als pHis-Analogon enthielten. Zudem wurden die monoklonalen Antikdrper
immobilisiert und fur eine Immunaffinitatschromatographie-basierte Anreicherung von zwei in vitro
phosphorylierten Proteinen sowie HEK293-Zellen, mit anschliefendem tryptischen Verdau und LC-

MS/MS Analyse herangezogen.

Gelbasierte [120] oder chromatographische Ansatze zur Anreicherung von pHis aus Zelllysaten ohne

spezifische anti-pHis Antikdrper konnten bislang nicht erfolgreich etabliert werden.
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2. Zielsetzung

Die LC-MS basierte Proteomanalyse stellt eine relativ neue analytische Strategie dar, die zum besseren
Verstandnis von molekularen Zusammenhangen beitragen kann. Posttranslationale Modifikationen
(PTMs) erweisen sich hierbei als besondere Herausforderung, da ihre Wechselwirkungen sehr komplex
sind, sie oft nur fur eine kurze Zeitdauer auftreten und eine geringe Abundanz aufweisen. Die wohl
abundanteste dieser PTMs ist die Phosphorylierung. Im Rahmen dieser Arbeit sollten aktuelle
Herausforderungen der heutigen Phosphoproteomanalyse aufgegriffen und neue Ansétze zur Lésung
dieser Problemstellungen erarbeitet und evaluiert werden:

Eine dieser Herausforderungen ist die limitierte Verfugbarkeit und hohe Heterogenitit von medizinisch
relevanten Proben wie Immunzellen. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher, ein sensitives und robustes
Protokoll fur die Probenvorbereitung und Anreicherung von sogenannten O-phosphorylierten
Peptidsequenzen aus komplexen Zelllysaten zu etablieren, um die benotigte Probenmenge fiir eine
guantitative Proteomanalyse zu reduzieren sowie eine statistische Datenauswertung zum Nachweis
biologisch relevanter Prozesse zu integrieren. Fir einen Proof-of-Principle Ansatz wurden Patienten mit
chronischer lymphatischer Leukamie (CLL) untersucht, deren entartete B-Zellen eine Apoptoseresistenz
aufweisen und im peripheren Blut akkumulieren. Da dem B-Zellrezeptor sowie einer hierdurch
induzierten verstarkten Aktivierung weiterer Uberlebensférdernder Signalwege eine entscheidende
Rolle in der Progression der Erkrankung zugeordnet wird, sollte die Stimulation des BCR-Signalwegs
sowie eine Inhibierung einer zentralen Tyrosinkinase des Signalwegs in Zellkultur vorgenommen und
Unterschiede im Phosphorylierungsmuster unter diesen Bedingungen quantitativ untersucht werden.
Des Weiteren sollten neue Erkenntnisse Uber die weniger gut untersuchten N-Phosphorylierungen, zu
denen auch Phosphohistidin (pHis) gehort, gewonnen werden und eine mdgliche Strategie zur
Anreicherung dieser Phosphorylierung aus prokaryotischen Zellen etabliert werden. Ein direkter
Transfer der Strategien fir O-phosphorylierte Peptide ist aufgrund der Instabilitdt der
Phosphoamidatbindung (P-N) gegentiber S&uren nicht mdglich. Ein weiteres Ziel war daher, Strategien
zur schonenden Probenvorbereitung von pHis zu entwickeln, das chromatographische Messsystem
anzupassen sowie die Charakteristika von pHis in der Massenspektrometrie zu untersuchen und fir die
Datenauswertung zu nutzen. Die gewonnenen Erkenntnisse sollten in Kombination mit einer neu
entwickelten Anreicherungsstrategie zum Nachweis von endogenen pHis in komplexen Proben

herangezogen werden.
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3. Material und Methoden
3.1. Material

Fur LC-MS Anwendungen wurden nur hochreine Chemikalien eingesetzt (Reinheit LC-MS oder UPLC

grade).

Chemikalie/Kit/Protein Hersteller

Acetonitril

Biosolve BV, Valkenswaard, NL

Ameisensaure

Biosolve BV, Valkenswaard, NL

Ammoniumacetat

Sigma-Aldrich, Miinchen, DE

Ammoniumbicarbonat

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Ammoniumhydroxid, 25 %

Sigma-Aldrich, Miinchen, DE

Anti-rabbit 1IgG (H+L) Antikérper (DyLight™ 800)

Cell Signaling, Danvers, USA

ArgC, sequencing grade

Promega, Madison, USA

BCA™ Protein Assay Kit

Pierce/Thermo Scientific, Schwerte, DE

Benzonase, 99 % Reinheit

Sigma-Aldrich, Minchen, DE

Bovines Serum Albumin

Sigma-Aldrich, Minchen, DE

Calciumchlorid

MERCK KGaA, Darmstadt, DE

cOmplete Mini, EDTA-free

Roche, Penzberg, DE

Dinatriumhydrogenphosphat

Sigma-Aldrich, Minchen, DE

Dithiothreitol

Roche, Mannheim, DE

Glykolséure

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Harnstoff (Urea)

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Ibrutinib (PCI-32765)

Selleck Chemicals, Houston, USA

Immunobeads rabbit Anti-human IgM

MTG (Irvine Scientific), Bruckberg, DE

lodacetamid

Sigma-Aldrich, Minchen, DE

iTRAQ 4-Plex Kit

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

iTRAQ 8-Plex Kit

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

Kaliumchlorid

MERCK KGaA, Darmstadt, DE

MARCKS mADb #5607

Cell Signaling, Danvers, USA

Mark12™ Unstained Standard, 2,5-200 kDa

Life Technologies, Darmstadt, DE

Myoglobin

Sigma-Aldrich, Miinchen, DE

Natriumchlorid

MERCK KGaA, Darmstadt, DE

Natriumdihydrogenphosphat

MERCK KGaA, Darmstadt, DE

Natriumdodecylsulfat

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

NUPAGE LDS Probenpuffer (4x)

Life Technologies, Darmstadt, DE
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NuPAGE MOPS SDS Laufpuffer (20x)

Life Technologies, Darmstadt, DE

PageRuler Plus Prestained Marker, 10-250 kDa

Life Technologies, Darmstadt, DE

Pancoll

Pan-Biotech, Aidenbach, DE

Dulbecco’s PBS 1x

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Phospho-MARCKS (Ser167/170) mAb #8722

Cell Signaling, Danvers, USA

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor

Roche, Penzberg, DE

Phthalsaure

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

RosetteSep Human B Cell Enrichment Cocktail

Stemcell Technologies, Vancouver, CA

Triethylammoniumbicarbonat

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Triethylammoniumphosphat

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Trifluoressigsdure

Biosolve BV, Valkenswaard, NL

Trifluoroethanol

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

AppliChem, Darmstadt, DE

Trypsin Gold

Promega, Madison, USA

Trypsin, sequencing grade modified

Promega, Madison, USA

Verbrauchs-/Saulenmaterial
3M Empore C18 Filter

Hersteller
IVA Analysentechnik, Meerbusch, DE

3M Empore C8 Filter

IVA Analysentechnik, Meerbusch, DE

Acclaim PepMap Hauptsdule 75 pm x 50, 25 oder15 cm,
3 pum

Thermo Scientific, Germering, DE

Acclaim PepMap Vorsdule 100 pm x 2 cm, 5 um

Thermo Scientific, Germering, DE

Kinetex C18, 2,6 um

Phenomenex, Aschaffenburg, DE

Luna C18(2) Hauptsédule 75 um x 30 mm, 3 um, selbst
gepackt

Phenomenex, Aschaffenburg, DE

Luna C18(2) Vorséule 100 um x 2 cm, 5 um, selbst gepackt

Phenomenex, Aschaffenburg, DE

Nanosep 30kDa MWCO Filter

PALL Life Sciences, Dreieich, DE

NuPAGE Novex 4-12% Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mm, 12

well

Life Technologies, Darmstadt, DE

PepSwift monolithische Séule, 200 pm x 50 mm

Thermo Scientific, Germering, DE

Polysulfoethyl A, 5 pm

PolyLC, Columbia, USA

PolyWAX-LP, 2,1 x 200 mm, 5 pm

PolyLC, Columbia, USA

Poros Oligo R3 reversed-phase, 30 pm

Applied Biosystems, Darmstadt, DE

PVDF Transfermembran, 0.45 pm

Life Technologies, Darmstadt, DE

SPEC C18 AR Tips

Agilent Technologies, Waldbronn, DE

Titandioxidpartikel

GL Science, Tokyo, JP

TSKgel Amid-80, 3 um

Tosoh Bioscience, Stuttgart, DE

Zorbax, 2,1 x 150 mm 5 pum

Agilent Technologies, Waldbronn, DE
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Laborgerate

Hersteller

Zentrifugen

5424 Tischzentrifuge

Eppendorf, Hamburg, DE

5810-R

Eppendorf, Hamburg, DE

Feinwaage Cubis Sartorius AG, Gottingen, DE
pH Meter Elektrode blue line 16 pH Schott Instruments, Mainz, DE

pH Meter Lab 850 Schott Instruments, Mainz, DE
Photometer Multiskan FC Microplate Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE

Thermomixer

Comfort mit Adapter

Eppendorf, Hamburg, DE

Ultraschallbad

Sonorex

Bandelin Electronic, Berlin, DE

Ultraschalllanze

3000 Ultrasonic Homogenizer

BioLogics, Manassas, USA

Massenspektrometer LTQ Orbitrap Velos Pro Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE
LTQ Orbitrap XL Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE
QExactive HF Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE
Orbitrap Fusion Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE
LTQ Orbitrap Elite Thermo Fisher Scientific, Dreieich, DE

HPLCs UltiMate Classic Thermo Scientific, Germering, DE

UltiMate3000

Thermo Scientific, Germering, DE

UltiMate3000 RSLCnano

Thermo Scientific, Germering, DE

Vakuumzentrifuge

Savant SPD 121P

Eppendorf, Hamburg, DE

RVC-2-18

Christ, Osterode am Harz, DE

Vortexmixer

Vortex-Genie 2T

Scientific Industries, New York, USA

Wasseraufbereitungsanlage

Purelab Prima DV35

ELGA Labwater, Celle, DE

Gelelektrophoresesystem

XCell SureLock Mini-Cell

Life Technologies, Darmstadt, DE

Western Blot System

XCell Il Blot Module

Life Technologies, Darmstadt, DE

Infrarot-Scanner

Odyssey

Li-Cor, Bad Homburg, DE

‘Software ~ Hersteller

Skyline MacCoss Labor, Washington, USA

http://proteome.gs.washington.edu/software/skyline.

DAVID 6.7 — Bioinformatics Recources https://david.ncifcrf.gov/home.jsp

Cytoscape

Xcalibur 3.0

NetworKin 3.0

MSConvert, ProteoWizard 3.0

http://www.cytoscape.org [125]

Thermo Fisher Scientific, Bremen, DE

http://networkin.info

http://sourceforge.net
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Thermo Exactive Tune 1.1 SP5

Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA

phosphoRS 3.1

http://ms.imp.ac.at/?goto=phosphors

Proteome Discoverer 1.3/1.4

Thermo Scientific, Bremen, DE

Mascot Daemon 2.4

Matrix Science, London, UK

Thermo Tune 2.6

Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA

Chromeleon 6.8

Thermo Scientific (Dionex), Germering, DE

R3.1.0

https://www.r-project.org/

STRING

http://www.string-db.org

Progenesis QI 3.0

Waters, Eschborn, DE

ptmRS 3.1

http://ms.imp.ac.at/?goto=ptmrs
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3.2.  Methoden
3.2.1. Aufreinigung von B-Zellen und CLL-Zellen

Humane B-Zellen und CLL-Zellen wurden gemaR der Erklarung von Helsinki und des Ethikvotums des
Universitatsklinikums Kdéln (Studiennummer 04-161) von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe unseres
Kooperationspartners Dr. Frenzel (CECAD KoélIn) aufgearbeitet.

Sowohl gesunde B-Zellen als auch CLL-Zellen wurden negativ selektiert. Die Aufreinigung und die
anschlieende Kultivierung der Zellen fiir die Stimulationsexperimente wurden im CECAD Kaéln
durchgefuhrt. Die Aufreinigung der Zellen erfolgte mit Hilfe des RosetteSep Human B Cell Enrichment
Cocktails [126]. Hierbei wurde pro mL Vollblut 50 pL RosetteSep-Reagenz verwendet und fur 20 min
bei RT inkubiert. Die Negativselektion verlduft tber die gezielte Vernetzung von spezifischen
immunophénotypischen Oberflachenmolekilen, den cluster of differentiation (CD), die nicht auf B-
Zellen exprimiert werden, an rote Blutkorperchen, sodass die vernetzten Zellen anschlielend von den
B-Zellen abgetrennt werden konnen. In einem weiteren Schritt wurde die Probe mit Dulbecco’s PBS
auf 50 mL Volumen aufgefiillt und vorsichtig auf Pancoll geschichtet. Uber eine Zentrifugation (800 g
X 20 min bei RT ohne Bremse) erfolgte die Auftrennung der Probe in mehrere Schichten. Die
angereichten B-Zellen befanden sich nun in einer Zwischenschicht zwischen Pancoll und Blutplasma
und konnten vorsichtig abgenommen werden. Die Reinheit dieser Aufreinigung von CD19*/CD5"
Zellen betrégt, wie in der Literatur beschrieben, tiber 90 % [126].

Fur die Stimulationsexperimente wurden die Zellen in Kultur genommen (Iscove's Modified Dulbecco's
Medium, 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin bei 37 °C und 5 % CO.). Die Zellzahl
wurde mittels Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die Inkubation der Zellen (1x108 Zellen/Ansatz) mit
dem Bruton-Tyrosinkinaseinhibitor Ibrutinib (Ibr) erfolgte fiir 3 min bei einer Konzentration von 1 uM.
AnschlieBend wurden die Zellen mit anti-IgM (Immunoglobulin M) Immunobeads fiir 20 min stimuliert.
Zudem wurde zu jedem Patienten eine unstimulierte Probe unter analogen Bedingungen behandelt
(siehe Abbildung 3-1).

Zellkultur
CLL-Zellen
+Hbr
+lgM +Hgh

Abbildung 3-1: Ubersicht (iber die Stimulationsexperimente der CLL-Zellen. Die Zellen wurden nach der
Aufreinigung aus Vollblut fir kurze Zeit in Kultur genommen, um die Auswirkungen des BTK-Inhibitors Ibrutinib
(1br) sowie der Stimulation der Zellen mittels anti-lgM Beads (IgM) zu untersuchen. Eine Stimulation der Zellen
mit anti-lgM wurde durchgefihrt, um die Aktivierung des B-Zellrezeptors durch Antigenkontakt zu simulieren.
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Die Lyse der gesunden B-Zellen und der CLL-Zellen wurde in modifiziertem RIPA-Lysepuffer am
Forschungszentrum CECAD durchgefiihrt (siehe Tabelle 3-1).

Tabelle 3-1: Modifizierter RIPA-Puffer zur Lyse der B- und CLL-Zellen. Fir eine effizientere Lyse wurde
1 % SDS zum RIPA-Puffer hinzugefigt.

RIPA-Puffer ‘

50 mM Tris-HCI, pH 8

150 mM NaCl

1 % (v/v) Nonidet P-40

0.5 % (w/v) Desoxycholsaure
1 % (w/v) SDS

3.2.2. Kultivierung von Escherichia coli

Der verwendete Bakterienstamm ,,Escherichia coli K12 (Migula 1895) Castellani and Chalmers 1919
wurde (ber das DSMZ erworben (DSM Nr. 498).

Die Vorkultur sowie die anschlieende Hauptkultur von E. coli erfolgten im Minimalmedium M63, dem
Glukose als Kohlenstoffquelle zugesetzt wurde. Zudem wurde fiir einzelne Versuchsteile die Menge an
verfiigbarem Stickstoff Giber den Zusatz von Ammoniumsulfat variiert (siehe Tabelle 3-2) oder Glycerol
als Kohlenstoffquelle eingesetzt.

Tabelle 3-2: 5x Stocklésung des Minimalmediums M63. Zusétzlich wurde eine getrennte Stockldsung ohne
Ammoniumsulfat hergestellt.

5x Stock M63 Medium

500 mM KH»PO,
9 UM FeSO4 x 7H,0
+/- Zusatz: 76 mM NH4SO4

Die Stockldsungen wurden autoklaviert. Nach der Verdinnung zu einem 1x Medium wurden Glukose
oder Glycerol zu einer finalen Konzentration von 0,4 % (w/v) hinzugefiigt. Anschlielend erfolgte die
Zugabe von 2,5 mM Arginin und 1 mM MgSO4x 7H,0 (modifiziert nach [123, 127]).

Die Vorkultur wurde in einem Volumen von 10 mL in einem Zentrifugenréhrchen bei 37 °C auf einem
Schattler (45° Winkel, 200 rpm) tber Nacht inkubiert. Die Kulturen wurden jeweils bei einer OD 1-1,2
pelletiert (3000 g x 5 min, 4 °C) und in 10 mL frischem Medium resuspendiert. Fur die Hauptkultur
wurden 2,5 mL dieser Vorkultur in 50 mL Medium aufgenommen, sodass eine Start-OD von 0,05
vorlag. Die Kultivierung erfolgte bis zu einer OD von 0,7-1, sodass die Bakterien sich noch im
logarithmischen Wachstum befanden. Die Kulturen ohne Ammoniumsulfat im Medium benétigten
unabhéngig von der Kohlenstoffquelle 14 h bis OD 1. Die Kulturen mit Stickstoffzusatz mussten bis zur

gleichen Dichte lediglich 5h mit Glukose sowie 8 h mit Glycerol als Kohlenstoffquelle kultiviert
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werden. Das erhaltene Pellet wurde mehrfach mit PBS gewaschen (3000 g x 5 min, 4 °C) und bis zur
Lyse bei -80 °C gelagert.

3.2.3. Probenvorbereitungsschritte

3.2.3.1. Zelllyse

Die Lyse der verwendeten Zellen erfolgte, mit Ausnahme der CLL- und B-Zellen (siehe Kapitel 3.2.1),
in SDS-Lysepuffer (1 % (w/v) SDS, 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,8). SDS bewirkt neben der
Zelllyse die Denaturierung der freigesetzten Proteine. Dem Lysepuffer wurden Protease- (cOmplete
Mini) und Phosphataseinhibitoren (PhosSTOP) zugegeben (1 Tablette/10 mL Puffer). Die freigesetzten
Nukleinsduren wurden mittels Benzonase Nuklease verdaut (35 U pro 100 pg Probe, 2 mM MgCl,,
30 min bei 37 °C). Fir den Aufschluss der Bakterien wurde unter Kiihlung der Proben zusétzlich eine
Ultraschalllanze verwendet (Amplitude 60, Puls 4, 4 Zyklen). Unlosliche Bestandteile wurden
anschlieRend abzentrifugiert (10.000 g x 10 min) und verworfen.

3.2.3.2.Proteinkonzentrationsbestimmung mittels Bicinchoninsaure Assay

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bicinchoninséure Assay (BCA Assay) [128].
Hierbei handelt es sich um einen kolorimetrischen Nachweis. Durch das Vorhandensein der
Aminosduren Cystein, Tyrosin, Tryptophan sowie Uber die Peptidbindung werden Kupferionen in
alkalischer Loésung von Cu?* zu Cu'* reduziert. Die daraus resultierende Bildung eines
Bicinchoninsaure-Kupfer-Komplexes filhrt zu einem Farbumschlag, dessen Absorption bei einer
Wellenldnge von 562 nm photometrisch detektiert werden kann.

Der Assay wurde nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Zur Erstellung der Kalibrierkurve wurde BSA
in einer Konzentration von 5-250 pg/mL (Dreifachbestimmung pro Messwert) verwendet. Die Lysate
wurden so verdiinnt, dass die erwartete Proteinkonzentration in dem Konzentrationsbereich der
Kalibrierkurve lag. Es wurden jeweils drei Verdinnungsstufen sowie drei technische Replikate pro
Verdinnung gemessen. Nach einer Inkubationszeit von 30min bei 60°C konnte die
Proteinkonzentration anhand der photometrischen Intensitat im Vergleich zur BSA-Kalibrierkurve

berechnet werden.

3.2.3.3.Carbamidomethylierung

Zur weiteren Entfaltung der Proteine wurden die enthaltenen Disulfidbriicken (Cys-Cys
Verbrickungen) im néchsten Arbeitsschritt modifiziert. Hierzu wurden die Lysate mit 10 mM DTT
(Dithiothreitol) fir 30 min bei 56 °C reduziert. AnschlieBend erfolgte die Alkylierung der freien
Thiolgruppen mit 30 mM IAA (lodacetamid) fur 25 min im Dunkeln bei RT (siehe Abbildung 3-2).
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Abbildung 3-2: Carbamidomethylierung von Proteinen. DTT fihrt zu einer Reduktion der Disulfidbriicken in
Proteinen. Die anschlieBende Alkylierung der Thiolgruppen durch IAA verhindert eine Rickbildung dieser
Verbindung.

3.2.3.4.Ethanolfallung und in-LAsung-Verdau

Der Verdau der Proteine aus HelLa-Zellen, Thrombozyten, E. coli sowie von Standardpeptiden erfolgte
nach einer Ethanolfallung mit tryptischem Verdau in Lésung.

Bei der Ethanolfallung wurde das Lysat mit dem 9-fachen seines Volumens an kaltem Ethanol 10x
verdunnt, bei -40 °C flr 60 min inkubiert und die gefallten Proteine anschlieBend mittels Zentrifugation
abgetrennt (20.000 g x 30 min, 4 °C). Das erhaltene Pellet wurde in 4 M Guanidinhydrochlorid (Gu-
HCI) resuspendiert und mit 50 mM Ammoniumbicarbonat (ABC) auf <0,4 M Gu-HCI verdiinnt, um die
Effizienz der Protease nicht zu beeintrachtigen. Im Falle einer anschlieBenden chemischen Stabil-
Isotopenmarkierung mittels iTRAQ wurde Triethylammoniumbicarbonat (TEAB) anstelle von ABC
verwendet, da freie primére Amine die Markierungseffizienz herabsetzen.

Um die katalytische Aktivitat von Proteasen zu beschreiben, wird in dieser Arbeit die Nomenklatur nach
Schechter und Berger verwendet (siehe Abbildung 3-3) [129].

Schnittstelle

|
P3 P2 P] Pl' P2’ P3'’

i
i
|
N-Terminus —O—Q—Q—q—Q—Q—O— C-Terminus
i
i

Abbildung 3-3: Nomenklatur zur proteolytischen Spaltung eines Substrats nach Schechter und Berger. Die
Aminosduren des Substrats werden mit P bezeichnet und ausgehend von der Schnittstelle mit P1 bis Pn nummeriert
(C-terminal mit P*) [129].
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Der Verdau erfolgte standardmaRig mittels der Protease Trypsin (Trypsin Gold MS grade zur
Verdauoptimierung, sonst Sequencing grade modified, beide Promega) bei 37 °C lber 16 h. Zur
Optimierung des tryptischen Verdaus wurden verschiedene Enzym/Protein-Verhaltnisse gewahlt: 1:10,
1:20, 1:50 und 1:100 (w/w) sowie die Zusétze von 5 % (v/v) Trifluoroethanol (TFE) bzw. 10 % (v/v)
Acetonitril (ACN) zum Verdaupuffer getestet. Zur Evaluierung des Einflusses der Phosphorylierung auf
den Verdau wurden Thrombozytenlysate sowie 19 Modellpeptide mit internen enzymatischen
Schnittstellen eingesetzt (siehe Tabelle 3-3), die die verschiedenen Phosphoaminoséuren sowie
unterschiedliche Abstande der Phosphorylierung zur Schnittstelle abdecken. Der Peptidverdau erfolgte,
ohne vorherige Fallung, in 50 mM ABC und 1 mM CacCl; fir 16 h bei pH ~8. Zudem wurden der
Einfluss der Inkubationszeit (4 h, 8 h oder 16 h) des Verdaus getestet. Die Versuche wurden mit

mindestens zwei technischen Replikaten durchgefiihrt.

Tabelle 3-3: Synthetische Modellpeptide, die zur Evaluierung des Einflusses von Phosphorylierungen auf
den Proteinverdau am ISAS hergestellt wurden. Phosphorylierte Aminosauren sind in den Sequenzen mit
einem Unterstrich gekennzeichnet: pT/pS/pY. Tryptische Schnittstellen sind mit ,,| markiert.

AAAR|LSLTDPLVAER -

AAAR|LpSLTDPLVAER P2’
AAAR|LpTLTDPLVAER P2’
AAAR|LpYLTDPLVAER P2’
AAAR|LSLpSDPLVAER P4’
AAAR|LSLpTDPLVAER P4’
AAAR|LSLpYDPLVAER P4’
LSLTDPLVAER|AGTDESR -

LSLTDPLVAER|AGpTDESR  P3’
LSLpSDPLVAER|AGTDESR P7
LSLpTDPLVAER|AGTDESR P7
LSLpYDPLVAER|AGTDESR P7
LpSLTDPLVAER|AGTDESR P9
LpTLTDPLVAER|AGTDESR P9
LpYLTDPLVAER|AGTDESR P9
QQRJ|R|GSLPEISNLR -

QQR|R|GPSLPEISNLR P2’/P3’
QQR|R|GPTLPEISNLR P2’/P3’
QQR|R|GpYLPEISNLR P2°/P3’

Des Weiteren wurde die Verdaueffizienz von Arg-C anhand ausgewahlter Phosphopeptide aus Tabelle
3-3 untersucht. Hierzu wurden die Peptide entsprechend der Herstellerangabe mit einem Enzym/Peptid-

Verhaltnis von 1:50 und 1:100 (w/w) unter den oben beschriebenen Bedingungen verdaut.
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Zur Auswertung der Effizienz der Proteasen wurden basierend auf der Anzahl an PSMs (peptide
spectrum matches), somit Uber spectral counting (nesm), oder lber die Flache der extrahierten
lonenchromatogramme (XIC, nxic) des voll tryptischen Peptids sowie des unvollstandig verdauten
Peptids mit liberlesenen Schnittstellen (,,missed-cleavage*) folgende Formeln herangezogen:

Anzahl voll tryptische PSM

sm - n 1
T = Anzahl (voll tryptische PSM +"missed — cleavage" PSM) @

Flachevoll tryptische PSM
Flache (voll tryptische PSM+"missed — cleavage™ PSM)

77xic = (2)

3.2.3.5.Filter assisted sample preparation - FASP

Die klinischen Proben (B-Zellen und CLL-Zellen) wurden nach einem am ISAS optimierten Protokoll
basierend auf den FASP-Protokollen nach Wisniewski et al. [130] und Manza et al. [131]
aufkonzentriert und verdaut. Dieses Protokoll hat sich flir Probenmengen bis 200 g bewéhrt und zeigte
in Vorversuchen eine hohere Reproduzierbarkeit als vergleichbare Verdaue in Ldsung. Zudem
ermoglicht das FASP-Protokoll die Umpufferung von SDS-haltigen Puffern auf detergenzienfreie
Puffer.

Zunachst wurden jeweils maximal 150 pg Protein uber einen Membranfilter (30 kDa MWCO)
aufgereinigt. Die lysierten Proben wurden zu Beginn auf eine finale SDS-Konzentration von <0,3 %

(v/v) mit dem Ladepuffer verdunnt (siehe Tabelle 3-4).

Tabelle 3-4: Zusammensetzung der Puffer des optimierten FASP-Protokolls und verwendete Volumina.

Pufferbezeichnung Zusammensetzung Volumina
Ladepuffer 8 M Harnstoff (frisch), 100 mM Tris-  Finale Konz. <0,3 %
HCI, pH 8,5 SDS (viv)
Waschpuffer | 50 mM TEAB, pH 8 100 pL
Waschpuffer 11 20 % (v/iv) ACN 100 pL
Verdaupuffer 50 mM TEAB, 0,1 M Harnstoff 100 pL
(frisch), 1 mM CacCl,, pH 8
Elutionspuffer | 50 mM TEAB, pH 8 50 pL
Elutionspuffer 11 H20 50 pL

Die Proteine wurden auf dem Filter dreimal mit Ladepuffer und dreimal mit Waschpuffer I gewaschen
(Zentrifugation 13.800 g x 15 min). Zusatzlich wurden zwei Waschschritte mit 20 % ACN eingefihrt,
um eine bessere Entfernung des Detergens Nonidet P-40 (enthalten im RIPA-Puffer) zu erreichen,

welches die chromatographische Auftrennung und die Elektrospray-lonisation stort.
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Der Verdau erfolgte mit einem Trypsin/Protein-Verhaltnis von 1:20 (w/w) bei 37 °C iber Nacht. Nach
der Inkubationszeit wurden die Peptide durch Zentrifugation (13.800 g x 10 min) in ein neues
Eppendorfgefal tberfuhrt. Anschliefend wurden die auf dem Filter verbliebenen Peptide durch weitere
Elutionsschritte eluiert und mit 10 %iger TFA auf pH <2 angeséuert.

Fur eine anschlielende Stabil-Isotopenmarkierung mittels iTRAQ wurden die Proben vollstandig
eingetrocknet und anschlieBend in 30 uL 50 mM TEAB aufgenommen. Das weitere VVorgehen wird in
Abschnitt 3.2.4 beschrieben.

3.2.3.6.Verdaukontrolle mittels Monolith

Nach dem proteolytischen Verdau wurde die Verdaueffizienz mittels chromatographischer Auftrennung
auf einer monolithischen C18-Sédule Uberprift [46]. Monolithische S&ulen erlauben sowohl die
Auftrennung von Proteinen als auch von Peptiden, da sie aufgrund ihrer Polymerstruktur (Polystyrol-
Divinylbenzol-Copolymere) sowohl Makro- (>50 nm) als auch Mesoporen (<50 nm) besitzen [132-
133].

Fur die Verdaukontrolle wurden jeweils 0,5 g der verdauten sowie der unverdauten Probe (Aliquot vor
Zugabe der Protease) eingesetzt. Das Laden der Probe erfolgte in 0,1 % (v/v) TFA (Losungsmittel A),
bei einem Fluss von 2,2 uL/min. Die Probe wurde fur 15 min (ber einen bindren Gradiente von 5-
60 % B (Losungsmittel B: 84 % (v/v) ACN, 0,08 % (v/v) TFA) von der Séule eluiert.

Aufgrund ihrer geringeren GroRe und Hydrophobizitat besitzen Peptide eine kirzere Elutionszeit als
Proteine, sodass anhand des UV-Chromatogramms (214 nm) der Anteil an unverdautem Protein in einer
Probe abgeschéatzt werden kann (siehe Abbildung 3-4) [46].

2 verdaut

Relative Absorption (214 nm)

T
0 4 12 20 28 36
Zeit [min]

Abbildung 3-4: Verdaukontrolle mittels Monolith. Intakte Proteine (blau), z. B. aus unverdauten Proben,
eluieren bei einem hoheren Anteil an Organik als Peptide (schwarz) und kénnen mittels monolithischer Trennung
auch in einem gemeinsamen Lauf analysiert werden.
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3.2.3.7.1In vitro Phosphorylierung von Histidin

Kaliumphosphoramidat (PP) ermdglicht die selektive Phosphorylierung von Histidinen in alkalischer
Lésung und wurde in dieser Arbeit fir die in vitro Phosphorylierung von Histidinen auf Protein- und
Peptidebene verwendet. PP wurde nach dem Protokoll von Matthews und Wei [21] vom Technischen
Service Bioanalytik am ISAS hergestellt und die Reinheit des Produktes mittels 3Phosphor-NMR
Uberprift.

Fur die in vitro Phosphorylierung wurde die Probe in der Vakuumzentrifuge komplett getrocknet und in
20 mM ABC, pH 8, aufgenommen. Um einen hohen Anteil (~40-50 %) an phosphoryliertem Peptid zu
erreichen, wurde ein 100-facher molarer Uberschuss an PP (100 mM) eingesetzt. Die Inkubation
erfolgte fir 48 h bei 25 °C unter leichtem Schitteln (300 rpm).

PP stellt ein mildes Phosphorylierungsreagenz dar, welches nicht zur Phosphorylierung von
Hydroxyaminoséduren flhrt [21]. Zudem konnte in aktuellen Studien trotz mehr als 6000-fachem
molaren Uberschuss an PP zu verfligbaren Histidinen keine Nebenreaktion an Lysin nachgewiesen
werden [120].

Die anschlieRende Aufreinigung der pHis-Peptide erfolgte mittels SCX (siehe Kapitel 3.2.5), um den
Anteil des phosphorylierten Peptids zu erhdhen. Als Peptide wurden bereits synthetisierte Peptide u.a.
aus der laborinternen Peptidbibliothek, ausgewahlt (siehe Tabelle 3-5).

Tabelle 3-5: Synthetische Peptide, die mittels Kaliumphosphoramidat an Histidin phosphoryliert wurden.
Die unmodifizierten Peptide wurden der ISAS internen Peptiddatenbank entnommen. PP = in vitro phosphoryliert.
Phosphorylierte Aminosduren sind mit einem Unterstrich gekennzeichnet.

Peptid ID Peptidsequenz

434 VILGSPAHR
434PP VILGSPApHR

401 FYVHNDIFR

401PP FYVpHNDIFR

441 VGGHAAEYGAEALER
441PP VGGpHAAEYGAEALER
397 FLVVAHDDGR

397PP FLVVApPHDDGR

437 VVAGVANALAHR
437PP VVAGVANALApHR

69a HFGpSFQK

69aPP pHFGPSFQK

68a AFQYHpSK

68aPP AFQYpHpSK

929 VTLDTATYVPIDDHK
929PP VTLDTATYVPIDDpHK

Zudem wurden unverdautes BSA sowie Myoglobin (je 1 mg/mL) mit 100 mM PP unter den oben

genannten Reaktionsbedingungen fir 12 h inkubiert. Die in vitro phosphorylierten Proteine wurden
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unverdaut fur Western Blots oder nach Carbamidomethylierung und tryptischem Verdau fiir LC-MS
Analysen eingesetzt.

3.2.3.8.Entsalzung mittels Festphasenextraktion

Die weitere Aufreinigung und Aufkonzentrierung der Proben erfolgte durch die Entsalzung mittels C18-
Festphasenextraktion (SPE). Dieser Schritt ist vor allem fir eine anschlieende Auftrennung der Probe
mittels lonenaustausch-Chromatographie wichtig, da Salze die Interaktion der Peptide mit der
station&ren Phase storen.

Fir Peptidmengen >100 pg wurden kommerziell erhaltliche SPEC C18-Kartuschen verwendet. Die
Entsalzung von geringeren Peptidmengen sowie von angereicherten Phosphopeptidproben erfolgte
mittels porésem Oligo R3-Material. Das R3-Material ist ein Polymer (quervernetztes Polystyrol-
Divinylbenzol), das besonders die Aufreinigung von kleinen, hydrophilen Peptiden ermdglicht [134].
In Kombination mit einer C18-Scheibe wurde hieraus eine Entsalzungskartusche in einer 200 pL
Pipettenspitze hergestellt. Flir das R3-Bett wurden 5 mg R3 in 200 pL 70 % (v/v) ACN geldst und
manuell durch die Filterspitze gedriickt, sodass ein etwa 5 mm hohes R3-Materialbett vorlag. Das
Vorgehen ist in Tabelle 3-6 zusammengefasst.

Tabelle 3-6: Standardprotokoll zur Entsalzung von Peptiden mittels R3-Material. Fiir die groReren SPEC
C18-Kartuschen wurden die Volumina auf jeweils 200 pL angepasst.

Arbeitsschritt Lésungsmittel

Ansduern der Probe auf pH <2 mit 10 % TFA

Aktivierung 2x 40 pL 100 % (v/v) ACN

Aquilibrierung 2x 40 L 0,1 % (v/v) TFA

Laden 2x angesduerte Probe

Waschschritte 2x 60 puL 0,1 % (v/iv) TFA

Elution 40 pL 70 % (v/v) ACN in 0,1 % (v/v) TFA

Zu beachten ist, dass der Durchfluss nach dem ersten Laden der Probe, um Probenverluste zu
minimieren, erneut aufgetragen wurde und dass die Schritte entweder manuell oder per Zentrifugation
(max. 1250 g) erfolgten.

Fur die Analyse von pHis-Proben wurde 0,01 % FA statt 0,1 % TFA verwendet und zudem das Eluat
durch Zugabe von 25 %igem NHsOH (Ammoniumhydroxid) neutralisiert, um eine Dephosphorylierung

zu vermeiden und die Kompatibilitat mit lonenaustauschern zu gewdhrleisten.

3.2.4. Stabil-Isotopenmarkierung mittels iTRAQ

In dieser Arbeit wurde eine Stabil-Isotopenmarkierung mittels iTRAQ fur die Quantifizierung von

Patientenproben eingesetzt [103]. Je nach Anzahl der zu vergleichenden Proben wurde das 8-plex oder
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das 4-plex Kit verwendet. Die Markierungseffizienz lag bei allen Versuchen tber 99 %. Die
Proteinmengen wurden anhand der Konzentrationen des BCA Assays bestimmt und, falls notwendig,
nach einer ersten LC-MS Messung von 1 ug der verdauten Probe, angeglichen, sodass fiir die Proben
untereinander ein Verhaltnis von 1:1 angenommen werden konnte. Die Proben wurden im Vakuum
getrocknet und laut Herstellerprotokoll markiert: Hierzu wurden die enthaltenen Label mit 70 pL
Ethanol (4-plex) bzw. Isopropanol (8plex) verdunnt und zu der in 30 uL 0,5 M TEAB geltsten Probe
hinzugegeben. Die Reaktion erfolgte fir 1 h (4-plex) bzw. 2 h (8-plex) bei RT. Die unterschiedlich
markierten Proben wurden anschliefend in einem neuen Eppendorfgefal vereint. Nachdem 5 % der
Proteinmenge fir eine globale Proteinanalyse abgenommen wurden, wurde die vereinte Probe fiir die
Phosphopeptidanreicherung vollstandig getrocknet. Folgende Proben wurden im Rahmen der

Doktorarbeit mittels iTRAQ-Reagenzien markiert:

Tabelle 3-7: Schema der Probenmarkierung zur Quantifizierung des Einflusses der Trypsinkonzentration
auf den Verdau von Phosphoproteinen. Bei Versuchsteil 1 wurden pro Label 75 ug Proteinverdau aus
Thrombozyten eingesetzt, bei Teil 2 mit 5 % TFE im Verdaupuffer 60 pg pro Label.

m/z Reporterion (1) Trypsin/Protein-Verhéltnis  (2) Trypsin/Protein-Verhaltnis
(wiw) (wiw)

114 1:10 1:50

115 1:20 1:20

116 1:50 1:20 mit 5 % TFE

117 1:100 -

Tabelle 3-8: Schema der Probenmarkierung zur Quantifizierung von Proteinen aus CLL- und B-Zellen. Pro
Label wurden 100 pg Protein eingesetzt. Die Einteilung der Patienten erfolgte nach ihrem IgVH-Genstatus:
mutierter IgVH-Status (mlgVVH) bzw. unmutierter Ig\VVH-Status (ulgVH).

m/z Reporterion Patientenproben

113 mIgVH nativ (n=4)
114 migVH IgM (n=4)
115 ulgVH nativ (n=5)
116 ulgVH IgM (n=5)
117 B-Zellen nativ (n=3)
118 B-Zellen IgM (n=3)

Tabelle 3-9: Schema der Probenmarkierung zur Quantifizierung der Anderungen auf Proteom- und
Phosphoproteomebene in CLL-Zellen. Pro Label wurden 125 pg Protein eingesetzt. Um einen Vergleich der
Proteinlevel zu ermdglichen, wurde ein Labelshift durchgefiihrt und 5 pg der nativen Zellen pro Patient in einer
separaten Analyse gemessen.

mlgVH Patient 1-3
Zustand nativ lbr IgM IgM-1br
Label Setl 113 115 117 119 114 116 118 121
Label Set2 115 117 119 113 116 118 121 114
Label Set3 117 119 113 115 118 121 114 116
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3.2.5. Verwendete Anreicherungstechniken flr phosphorylierte Peptide

In dieser Arbeit wurden verschiedene Anreicherungstechniken fiir Phosphopeptide eingesetzt, um den
unterschiedlichen Fragestellungen der Arbeit und den physikochemischen Eigenschaften der
untersuchten Phosphatbindungen gerecht zu werden. Fir die Anreicherung von O-phosphorylierten
Peptiden wurden Titandioxidpartikel eingesetzt [109, 135]. Aufgrund der S&ureinstabilitdt der
Phosphoamidatbindung der pHis-Peptide wurden flr die Anreicherung Chromatographie-basierte

Verfahren wie SCX und ERLIC sowie eine Antikorper-basierte Strategie evaluiert und optimiert.

3.2.5.1. Titandioxidpartikel

Um eine spezifische Anreicherung von Phosphopeptiden aus Zelllysaten zu erreichen, wurden in
Zusammenarbeit mit Frau Sonja Radau im Rahmen dieser Arbeit verschiedene TiO,-basierte Verfahren
getestet. Ziel war die Etablierung eines effizienten, sensitiven und robusten Protokolls, welches zur
Anreicherung von Phosphopeptiden aus Probenmengen von wenigen Mikrogramm bis zu mehreren
Milligramm geeignet ist und zudem die Analyse von iTRAQ markierten klinischen Proben ermdglicht.
Die Messung der angereicherten Proben erfolgte fiir jeweils 120 min mittels nano-LC Auftrennung
sowie eines Orbitrap Velos Massenspektrometers (HCD-Fragmentierung).

Einstufiges TiO,-Protokoll mit selbst gepackten Filterspitzen (Verfahren la + 1b)

Im ersten Schritt dieses TiO.-Protokolls nach Beck et al. [89] erfolgte eine C18-Entsalzung der
verdauten Probe. Der zweite Schritt war die Inkubation der anzureichernden und entsalzten Proben mit
den Titandioxidpartikeln (GL Science) und Ladepuffer in Eppendorfgefaien fir 30 min bei einem
Titandioxidpartikel/Protein-Verhaltnis von 10:1 (w/w). Die verwendeten Pufferzusammensetzungen

und Inkubationszeiten sind in Tabelle 3-10 aufgelistet.

Tabelle 3-10: Auflistung der Puffer und Inkubationsschritte fur die Anreicherung nach Verfahren I.

Puffer Zusammensetzung Inkubationsschritte
Ladepuffer 80 % (v/v) ACN, 2,5 % (v/v) TFA, 30 min Schuttler
(a) Phtalséure gesattigt; (b) 1 M
Glykolséaure
Waschpuffer 1 wie Ladepuffer 2x, 1000 g x 2 min
Waschpuffer 2 80 % (v/v) ACN, 0,1 % (v/v) TFA 4x, 1000 g X 2 min
Elutionspuffer 1 250 mM ABC, pH 9 2 min Schittler, 1000 g x 2 min
Elutionspuffer 2 125 mM ABC, 50 mM H3POsa, 2 min Schittler, 1000 g x 2 min
pH 10,5
Elutionspuffer 3 400 mM NH4OH, pH 11,5 2 min Schittler, 1000 g x 2 min
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Im ndchsten Schritt wurde die Suspension in die selbst gepackten Filterspitzen Uberfiihrt. Diese
bestanden aus einer 200 pL Pipettenspitze, die am unteren Ende mit C8-Material verschlossen wurde
und somit als Reaktionsgefal? diente. Die Puffer konnten durch Zentrifugation (jeweils 1000 g x 2 min)
verworfen werden. Lediglich bei dem Elutionsschritt wurde der Durchfluss aufgefangen. In den
Inkubationszeiten war ein standiges Durchmischen der Partikel oberhalb der C8-Fritte mittels
GELoader-Spitze entscheidend fiir eine hohe Selektivitat der Anreicherung.

Auffallend bei diesem Protokoll war die sukzessive Elution der Phosphopeptide von den Partikeln, die
durch den steigendem pH-Wert von 9,5 auf 11,5 zwischen den drei Elutionspuffern erzielt werden sollte
[89]. Nach der Elution erfolgte eine Ansauerung der Proben mit FA (Endkonzentration 10 % FA), um

eine B-Elimination der Phosphatgruppe zu vermeiden.

Optimiertes TiO,-Verfahren in Eppendorfgefalen (Verfahren lla + 11b + 1lc)

In diesem Verfahren zur Anreicherung von phosphorylierten Peptiden mittels Titandioxid wurden die
verdauten Proben ohne vorherige Entsalzungsschritte auf die Partikel geladen. Die verwendeten Puffer
und Inkubationsschritte sind in Tabelle 3-11 dargestellt und basieren auf einem Protokoll von Engholm-

Keller et al. [116]. Die Anreicherung wurde komplett in Eppendorfgefalen durchgefihrt.

Tabelle 3-11: Auflistung der Puffer und Inkubationsschritte fir die Phosphopeptidanreicherung mittels
Titandioxid nach Verfahren II.

Puffer Zusammensetzung Inkubationsschritte
Ladepuffer 1 80 % (v/v) ACN, 5 % (v/v) TFA, (a) Phtalsaure, 10 min Schittler
(b/c)1 M Glykolséure

Waschpuffer 1 80 % (v/v) ACN, 1 % (v/v) TFA 1 min, wiederholtes Mischen
Waschpuffer 2 50 % (v/v) ACN, 0,1 % (v/v) TFA 1 min, wiederholtes Mischen
Elutionspuffer 1 % (v/v) Ammoniumhydroxid, pH 11,3 10 min Schdittler

Ladepuffer 2 70 % (v/iv) ACN, 2 % (viv) TFA 10 min Schiittler
Waschpuffer 3 10 % (v/v) ACN, 0,1 % (v/v) TFA 1 min, wiederholtes Mischen
Elutionspuffer 1 % (v/v) Ammoniumhydroxid, pH 11,3 10 min Schdittler

Im ersten Durchgang wurden die Proben zundchst komplett im Vakuum getrocknet und in 1 mL
Ladepuffer 1 aufgenommen. Die erste Inkubation erfolgte fiir 10 min mit einem Titandioxidpartikel-
[Protein-Verhaltnis von 6:1 (w/w). Der Uberstand dieses Inkubationsschrittes wurde, im Gegensatz zu
Protokoll I, erneut mit frischen Partikeln im Verhaltnis 3:1 (w/w) inkubiert. Alle Zentrifugationsschritte
wurden bei 3000 g durchgefiihrt. Um einen Verlust von Phosphopeptiden zu minimieren, wurde ein
dritter Inkubationsschritt im Verhéltnis 1,5:1 (w/w) angeschlossen. Die vereinten Partikel wurden mit

Waschpuffer 1 und 2 gewaschen. Nach den Waschschritten wurden sie fiir 5 min unter Vakuum
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getrocknet, um Reste von TFA und ACN zu entfernen, die eine Elution der Phosphopeptiden von den
TiO,-Partikeln beeintrachtigen kénnten.

Durch Zentrifugation wurden die Phosphopeptide nach der Elution von den Partikeln getrennt und der
Uberstand vorsichtig in ein frisches Eppendorfgefal tiberfiihrt und im Vakuum getrocknet.

Bei Verfahren llc wurde nach dem ersten Durchgang noch ein weiterer angeschlossen, um die Spezifitat
des Verfahrens zu erhéhen. Fir die Anreicherung im zweiten Durchgang wurde das Eluat in Ladepuffer
2 geldst und zweimal mit TiO.-Partikeln im Verhaltnis 6:1 sowie 3:1 (w/w) inkubiert. Nach einem
Waschschritt mit Waschpuffer 3 erfolgte die Elution wie im ersten Durchgang beschrieben. Da auch
nach vorsichtigem Abnehmen des Uberstandes noch Titandioxidpartikel in der Probe enthalten sein
kénnen, wurde das Eluat ber eine Pipettenspitze mit C8 Material gefiltert, um alle Titandioxidpartikel
aus der Probe zu entfernen. Zur Vermeidung einer B-Elimination der Phosphatgruppe wurden die Proben

angesauert (Endkonzentration 10 % FA).

Optimiertes TiO,-Verfahren in Filterspitzen (Verfahren I11)

Zusétzlich wurde das Protokoll Il auf eine Phosphopeptidanreicherung in Filterspitzen angepasst. Als
Proben wurden 1 pg, 10 pg, 20 g, 50 pgund 100 pug HelLa-Verdau, jeweils drei technische Replikate,
eingesetzt. Nach einem ersten Ladeschritt in einem Eppendorfgefal erfolgten alle weiteren Schritte, wie
in Verfahren I, in selbst gepackten Filterspitzen. Die Pufferzusammensetzungen entsprachen denen des
Verfahrens Ilb (siehe Tabelle 3-11). In den Inkubationszeiten wurde die Suspension oberhalb der C8-
Fritte mittels GELoader-Spitze durchmischt.

Die Reproduzierbarkeit der Anreicherung der Verfahren wurde anschlieRend mittels semi-quantitativer
LC-MS Analyse anhand synthetisch hergestellter Phosphopeptide aus S. cerevisiae, die in den HeLa-
Verdau hinzugefugt wurden, Uberpriift (siehe Tabelle 3-12). Hierbei erfolgte die Integration der

Peakflachen mittels der Software Xcalibur.

Tabelle 3-12: Synthetische Peptide zur Qualitatskontrolle der Phosphopeptidanreicherung. Die
Peptidsequenzen stammen aus S. cerevisiae und weisen keine Homologie zu humanen Peptidsequenzen auf. Es
wurden je 500 fmol pro Probe hinzugeflgt.

Peptidsequenz

EApTFTTNVENGER
RQPSEAFAGQNEDEADLK
VTEFLSMELAKDPIPpSDPSER

3.2.5.2.SCX - Kationenaustausch-Chromatographie

Fur die Aufreinigung und Anreicherung von pHis-Peptiden wurde ein SCX-basiertes

Chromatographieverfahren bei pH 2,7 eingesetzt, da unter diesen chromatographischen Bedingungen
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Peptide anhand ihrer Ladungszustande getrennt werden konnten. Hierbei eluierte die phosphorylierte
Variante eines Histidin-haltigen Peptids aufgrund der negativen Ladung der Phosphatgruppe friher als
die unmodifizierte Variante.

Die Auftrennung erfolgte mittels Ultimate3000 HPLC mit einer 1 x 150 mm Polysulfoethyl A S&ule.
Die entsalzten und getrockneten Proben wurden in SCX-Puffer A (10 mM KH,PO., 20 % (v/v) ACN,
pH 2,7) aufgenommen und Uber einen bindren Gradienten bei einer Flussrate von 80 pL/min getrennt
(siehe Tabelle 3-13). Die Elution der Peptide erfolgte mittels SCX-Puffer B (10 mM KH,POa, pH 2,7,
20 % (v/v) ACN, 250 mM KCI) sowie Uber einen Waschschritt mit 100 % SCX-Puffer C (10 mM
KH2PO,4, pH 2,7, 20 % (v/v) ACN, 600 mM NaCl), der zur Regeneration der Saule an den Gradienten
angeschlossen wurde [113]. Aufgrund der Instabilitat von pHis musste darauf geachtet werden, dass die
Probe mdglichst schnell auf die Saule geladen und pro Fraktion vorher etwa 10 % des erwarteten
Volumens an 200 MM TEAB in das Auffanggefal pipettiert wurde (pH >5), um die Hydrolyse der

Phosphorylierung zu verringern.

Tabelle 3-13: Tabellarische Ubersicht des verwendeten SCX-Gradienten.

Gradient [min]  Losungsmittel B [%] Ldsungsmittel C [%]

0 0 0
10 0 0
20 15 0
28 15 0
38 30 0
49 30 0
52 100 0
57 100 0
58 0 100
63 0 100
64 0 0

Die Fraktionierung der Peptide in unterschiedliche Ladungszustdnde erfolgte zunéchst nach einem
initialen Schema, welches am ISAS fiir die Auftrennung von BSA etabliert war (basierend auf [113]).
Die Fraktionierung konnte aber im Laufe der Arbeit anhand der Auftrennung von 200-300 pmol in vitro
phosphorylierter Peptide sowie 30 pg verdautem pHis-BSA im Hinblick auf eine mdglichst effiziente
Abtrennung dreifach geladener Peptide angepasst werden. Zur Bestimmung der Ladungszustande
wurden 4 pL einer Fraktion in 11 pyL H,O dber 60 min mittels RP-LC-MS analysiert (ohne
Entsalzungsschritt) und anschlielend eine Berechnung der theoretischen Ladungszustidnde anhand der
erwarteten Ladung der identifizierten Aminosauren und PTMs pro Peptidsequenz bei pH 2,7
durchgefuhrt.

Beide Fraktionierungsschemata sind mit den entsprechenden Bezeichnungen der Fraktionen in Tabelle
3-14 aufgelistet.
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Tabelle 3-14: |Initiales und angepasstes Fraktionierungsschema fur SCX-Auftrennungen. Zur
Unterscheidung der 2+ Fraktion, wurde diese im initialen Schema markiert (*). Um eine deutlichere Trennung der
einzelnen Ladungszustinde zu erreichen, wurden Ubergangsfraktionen (U) gesammelt.

Initiales Fraktionierungsschema Angepasstes Fraktionierungsschema

Zeitraum [min]  Fraktion Zeitraum [min] Fraktion

0-2,5 FT (Durchfluss) 0-2,5 FT (Durchfluss)
2,5-15 1+ 2,5-13,5 1+
15-34 2+* 13,5-15 1+(0)
34-55 3+ 15-25 2+
55-65 >4+ 25-30 2+(U-)
30-35 2+(0-11)
35-52,5 3+
52,5-55 3+(U)
55-65 >4+

Zweistufige Auftrennung von komplexen Proben mit dem angepassten Fraktionierungsschema

Da ein Groliteil der tryptischen Peptide sowie pHis-Peptide in der 2+ Fraktion eluierte, waren weitere
Arbeitsschritte notwendig, um pHis-Peptide gezielt aus einer komplexen Probe, wie E. coli Zelllysat,
anzureichern.

Im ersten Schritt wurden die tryptischen Peptide wie bei der einstufigen SCX-Fraktionierung anhand
ihrer Ladungszustande aufgetrennt. Zur Uberpriifung der Ladungszustande wurden 4 pL jeder Fraktion
direkt mittels LC-MS gemessen und das restliche Volumen pro Fraktion eingetrocknet. Die getrockneten
Proben wurden anschlieRend in einem Zwischenschritt mit 1 % TFA fiir 60 min bei 60 °C inkubiert,
sodass durch die Abspaltung der Phosphatgruppe am Histidin eine Erhéhung der Nettoladung der
Peptide um 1+ erfolgte.

Nach einem Entsalzungsschritt erfolgte eine zweite SCX-Fraktionierung der Fraktionen 1+ und 2+, mit
dem gleichen HPLC-Gradienten und Fraktionierungsschema wie in der ersten Auftrennung. Hierbei
wurden die Fraktionen 2+(U-II), 3+ sowie >4+ (kombiniert mit 3+(U)) getrocknet, mit R3-Material
entsalzt sowie anschlieRend fir die LC-MS Analyse in 15 pL 0,1 % TFA aufgenommen und jeweils 1/3.
jeder Fraktion (iber 90 min gemessen.

Diese zweistufige Strategie wurde anhand von 30 pg tryptisch verdautem pHis-BSA getestet und
abschliefend zur Anreicherung von pHis-Proteinen aus je 200 ug E. coli angewendet (Duplikat-
Analyse). Da diese Auftrennung lediglich einen indirekten Nachweis der Phosphorylierung ermdglichte,
wurden als Negativkontrollen ebenfalls 2 x 200 g E. coli Verdau eingesetzt und vor der ersten SCX-
Fraktionierung mit S&ure inkubiert (1 % TFA, 60 min bei 60 °C). Zur Vermeidung von falsch positiven
Ergebnissen bei der Auswertung wurden nur Peptidsequenzen mit >2 PSM und ohne Identifizierung in

beiden Negativkontrollen berticksichtigt.
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3.2.5.3.ERLIC - Electrostatic repulsion-hydrophilic interaction chromatography

Fur den direkten Nachweis von pHis wurde ERLIC als ein weiteres chromatographisches Verfahren
evaluiert. ERLIC wurde mittels Ultimate Classic HPLC mit einem FAMOS Autosampler durchgefiihrt.
Als Saule wurden eine 2,1 x 200 mm sowie eine 4,6 x 200 mm PolyWAX Sdule bei einer Flussrate von
200 pL/min bzw. 1 mL/min verwendet.

Die mittels R3-Material entsalzten Proben wurden in ERLIC-Puffer A (20 mM Methylphosphonséaure,
70 % (v/v) ACN, pH 2) aufgenommen und Gber 7 min mit 100 % A eluiert. AnschlieBend erfolgte die
Trennung Uber einen linearen Gradienten von 0-100% ERLIC-Puffer B (200 mM
Triethylammoniumphosphat, 60 % (v/v) ACN, pH 2) fur 15 min und 100 % B flr weitere 15 min.

Die Fraktionierung erfolgte manuell und wurde an die jeweilige Probe angepasst (siehe Kapitel 4.4.4).
Hierbei war entscheidend, dass Natriumhydroxid (NaOH) in wéssriger Losung in die Fraktionsgeféale
vorgelegt wurde, um die sauren ERLIC-Puffer zu neutralisieren (auf pH >5).

Optimierung des ERLIC-Puffersystems zur pHis-Anreicherung

Um die Dephosphorylierung von pHis-Peptiden zu verringern, wurde der pH-Wert des ERLIC-Puffers
A mit 1 M NaOH auf pH 3,0, pH 3,5 und pH 5,0 eingestellt. Die Auswirkungen des pH-Wertes auf die
Auftrennung und Retentionszeiten von N- und O-phosphorylierten Peptiden wurden mittels je 3 ug-
10 g verschiedener synthetischer Peptide (siehe Tabelle 3-5 und Peptid ID 390 LSpSVLSPR) sowie
mittels 20 ug pHis-BSA, welches tryptisch verdaut wurde, getestet. Hierzu wurde der Verdau mit R3-
Material entsalzt, im Vakuum getrocknet und nach Aufnahme in ERLIC-Puffer A, pH 3, fraktioniert.
Insgesamt wurden zwolf Fraktionen anhand der Signale des UV-Chromatogramms gesammelt. VVon
jeder Fraktion wurde 1% des Volumens mittels 60 mindtiger LC-MS Analyse, mit TFA/FA-
Standardpuffersystem gekoppelt an ein Orbitrap Elite Massenspektrometer (HCD) analysiert. Die
erhaltenen Daten wurden auf <5 % FDR sowie Mascot Peptide Score >15 vorgefiltert und zusatzlich

manuell validiert.

Nach der Optimierung des Puffersystems erfolgte die Anreicherung von pHis-Peptiden aus E. coli. Wie
bei der Anreicherung mittels SCX wurde die Probe (400 ug pro Ansatz, Duplikat-Analyse) zur Halfte
als Negativkontrolle mit Sdure behandelt (1% TFA, 60 min bei 60 °C) und unter den gleichen
Bedingungen bearbeitet. Manuell wurden insgesamt 14 Fraktionen gesammelt (siehe Tabelle 3-15 sowie
die Chromatogramme in Kapitel 4.4.4.). Die direkte Identifizierung der phosphorylierten Peptide
erfolgte nach Neutralisation der Proben mit 1 M NaOH, Vakuumtrocknung sowie anschlie3ender
Entsalzung mittels des angepassten Protokolls mit 0,01 % FA fur pHis-Proben. VVon den Fraktionen 1-
3 wurden 20 % (v/v), von den Fraktionen 4-14 33 % (v/v) mittels LC-MS lber 60 min gemessen. Hierbei
wurde das TFA/FA-Standard-LC-System mit 5 min Aufspilzeit auf die Vorsdule in Kombination mit

einem QExactive Massenspektrometer eingesetzt. Fir die Auswertung wurden die Fraktionen 4 bis 13
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berticksichtigt, da in den ersten 8 min keine phosphorylierten Peptide nachweisbar waren. Zudem
erfolgte eine Filterung der Daten auf <5 % FDR sowie ein Vergleich der Phospho-PSM mit den beiden
Negativkontrollen. Fiir die Bestimmung der Position einer Phosphorylierung in einer identifizierten
Aminosduresequenz wurde der Algorithmus ptmRS (sichere Lokalisierung mit ptmRS-Wert >90 %)
zusatzlich zu Mascot eingesetzt. Zudem wurden die MS/MS Spektren von potentiellen pHis-Peptiden
manuell auf Neutralverluste tberprift und, wenn mdglich, mittels synthetischer Peptide validiert.

Tabelle 3-15: Fraktionierungsschema fiir den E. coli Verdau in ERLIC. Als Probe wurden jeweils 400 ug
E. coli Verdau eingesetzt.

Fraktion Zeitraum [min]

5-6
6-7
7-8
8-9
9-10
10-11
11-12
12-13
13-14
10 14-15
11 15-17
12 17-18
13 18-19
14 19-22

Ol N B|lWI DN -

3.2.5.4.HILIC - Hydrophile Interaktionschromatographie

Um die Komplexitét der angereicherten Phosphopeptidproben weiter zu reduzieren, wurde eine HILIC-
Auftrennung an die zweistufige Anreicherung des TiO,-Verfahrens llc angeschlossen (siehe Kapitel
3.2.5.1). Dieses HPLC-System wurde im Rahmen dieser Arbeit in Zusammenarbeit mit Frau Sonja

Radau am ISAS etabliert und optimiert.

Grundsétzlich wurden die Proben mittels R3-Material entsalzt, eingetrocknet und in HILIC-Puffer A
(98 % (v/v) ACN, 0,1 % (v/v) TFA bzw. FA) aufgenommen. Daraufhin wurde die Probe fur 20 min
bei 1% B (0,1 % (v/v) TFA bzw. FA) auf eine selbst gepackte TSKgel Amid-80 Sdule (150 bzw.
250 pm x 15 cm) aufgespult (siehe auch Etablierung des HILIC-Systems Kapitel 4.1.2).

Die Trennung erfolgte zun&chst Uber einen bindren Gradienten von 1-5% B in 5 min, 5-40 % B in
25 min und 40-80 % B in 10 min mit einer anschlieBenden Aquilibrierung der Saule bei 1 % B. Der
initial verwendete Gradient wird im Folgenden als G1 bezeichnet. Die eluierenden Peptide wurden

manuell anhand der Signale des UV-Chromatogramms gesammelt. Bei der Optimierung des HILIC-
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Systems erfolgte die Fraktionierung zundchst Uber den gesamten Gradienten G1, um mdgliche
Probenverluste ausschlielen zu kénnen (siehe Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-5: Auftrennung eines TiO2 angereicherten HelLa-Verdaus mittels initial verwendetem HILIC
Gradienten G1 und Fraktionierungssschema. Das Sammeln der Fraktionen erfolgte manuell (gestrichelte blaue
Linien) von 0-73 min. Die Fraktionen 1 bis 11 wurden getrocknet, in 15 pL 0,1 % TFA aufgenommen und fur
120 min mittels LC-MS (Orbitrap Elite, CID) analysiert.

Fur die Optimierung der Auftrennung der Phosphopeptide wurden neben dem initial verwendeten
Gradienten G1 sechs verschiedene Gradienten anhand von Messungen des Proteinstandards Casein

(150 pmol tryptischer Verdau) getestet, die tabellarisch in Tabelle 3-16 dargestellt sind.

Tabelle 3-16: Tabellarische Auflistung der getesteten HILIC-Gradienten. Die Testlaufe wurden mit 150 pmol
Caseinverdau durchgefihrt. AnschlieRend erfolgte eine LC-MS Messung ausgewahlter Fraktionen.

Gradient G2 Gradient e7! G5 Gradient G7
[min] [%B] [min] [%B] [%B] [min] [%6B]
0 1 1 0 1 1 1 0 1 1

20 1 1 20 1 1 1 20 1 1

25 5 10 21 10 10 10 21 10 10
50 40 40 45 40 35 30 60 35 45
60 80 80 55 80 80 80 65 80 80
75 80 80 65 80 80 80 70 80 80
76 1 1 66 1 1 1 71

90 1 1 80 1 1 1 80 1 1

Des Weiteren wurde der Gradient G6 im Vergleich zu G1 fiir die Auftrennung von Aliguoten aus
5 mg TiO; angereichertem HeLa-Lysat (Aliquote entsprachen einer Startmenge von 5 pg/pL nach TiO2
Anreicherung), eingesetzt und das Fraktionierungsschema so angepasst, dass Fraktionen lediglich

zwischen 30 und 70 min gesammelt wurden (siehe auch Abbildung 4-6). Die LC-MS Analyse erfolgte
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pro Fraktion fur 60 min mittels nano-LC und einem Orbitrap Velos Massenspektrometer im CID-
Modus.

Bei der HILIC-Fraktionierung der TiO angereicherten CLL-Proben mit Gradient G6 wurden ebenfalls
Fraktionen ab 30 min gesammelt. Das Sammeln der Fraktionen erfolgte nach folgendem Schema:
Fraktion 1 von 30-40 min sowie ab 40 min in 3 minitigen Intervallen. Insgesamt wurden zwolf
Fraktionen pro iTRAQ-Experiment (Set 1-3) gesammelt und jede Fraktion tiber 90 min mittels nano-
LC und einem QExactive Massenspektrometer analysiert.

3.2.6. Fraktionierung mittels Umkehrphasen-Chromatographie bei pH 6

Die Fraktionierung der globalen CLL-Proben mittels C18 RP-Chromatographie bei pH 6 wurde
eingesetzt, um die Komplexitat der einzelnen Probe zu verringern und eine hohere Abdeckung des
Proteoms zu erzielen. Eine hohe Orthogonalitat dieser Auftrennung zur anschliefenden sauren RP-
Chromatographie (0,1 % TFA/FA-Puffersystem) wurde durch den Einsatz von Ammoniumacetatpuffer
bei pH 6 erreicht. Die Auftrennung der entsalzten Proben erfolgte auf einer Ultimate3000 HPLC, mit
einem Fluss von 10 pyL/min Uber einen bindren Gradienten von 3-45 % B fir 60 min in Lésungsmittel
A: 10 mM Ammoniumacetat, pH 6 sowie Losungsmittel B: 84 % (v/v) ACN, 10 mM Ammoniumacetat,
pH 6 auf einer Zorbax Séule (2,1 x 150 mm). Die Probe wurde minutlich mittels einer automatischen
Fraktionierungseinheit in insgesamt 20 Fraktionen gesammelt, in dem die 21. mit der 1. Probe, die 22.
mit der 2. Probe usw. vereinigt wurde.

Nach der pH 6-Fraktionierung wurde jede Fraktion getrocknet und fir die LC-MS Analyse in 15 pL
0,1% (viv) TFA resuspendiert. Die Analyse der Fraktionen erfolgte mittels QExactive
Massenspektrometer iber 90-120 min. Alle Messungen von iTRAQ markierten Proben wurden unter

Einleitung von Ammoniumdé&mpfen in die lonenquelle durchgefthrt.

3.2.7. LC-MS Methoden
3.2.7.1.Parameter der nano-HPLC-Systeme

Die chromatographischen Auftrennungen fiir LC-MS Analysen wurden in dieser Arbeit mittels der
HPLC-Systeme Ultimate3000 RSLCnano oder Ultimate3000 (zur Analyse der N-Phosphorylierung)
durchgefihrt.

Die aufgereinigten Proben wurden hierbei mittels C18 Umkehrphasen-Chromatographie zuerst auf einer
Vorsdule aufkonzentriert und anschlieBend tiber eine Hauptsdule mit einem bindren Gradienten getrennt.
Fur die meisten Proben wurde ein 60 bzw. 90 mindtiger Gradient (entsprechend 90 bzw. 120 mintiger
Gesamtlaufzeit) von 3-45 % B eingesetzt, bei einem Fluss der Ladepumpe von 20 puL/min (10 uL/min
Ultimate3000) und 250 nL/min fur die Hauptpumpe. Die verwendeten Laufmittel und die

unterschiedlichen Sduleneigenschaften sind in Tabelle 3-17 zusammengefasst.
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Tabelle 3-17: Eigenschaften der verwendeten Sdulen und Lésungsmittel der nanoHPL C-Systeme. Es ist das
Standardpuffersystem mit TFA/FA aufgefiihrt (Puffersystem 1), pH 1,8-2,8.

Ultimate3000 RSLC Ultimate3000
Vorséule Acclaim PepMap C18, 100 pm x Acclaim PepMap C18 oder selbst gepackt:
2cm Luna C18(2), 100 pm x 2 cm
Hauptsdule Acclaim PepMap C18, 75 um x Acclaim PepMap C18 oder selbst gepackt:
50 cm bzw. 15 cm (synth. Peptide) Luna C18(2), 75 um x 25 bzw. 30 cm
Sdulenofen 60 °C/ 35 °C 35°C
Lésungsmittel 0,1 % (viv) TFA wie Ultimate3000 RSLC, zusétzlich siehe
Vorséule Tabelle 3-18
Losungsmittel A.0,1% (viv) FA, wie Ultimate3000 RSLC, zusétzlich siehe
Hauptséule B: 0,1 % (v/v) FA; 84 % ACN (v/v) Tabelle 3-18

Optimierung der Losungsmittel zur pHis-Analyse

Zur Optimierung der Analyse von pHis mittels LC-MS wurden neben dem Standard TFA/FA-
Puffersystem (Puffersystem 1) verschiedene Ldsungsmittel mit unterschiedlichen pH-Werten getestet
(siehe Tabelle 3-18). Fiir die Messungen wurden jeweils 200 fmol verdautes pHis-BSA in 15 uL 0,01 %
FA gel6st und Uber einen 60 minitigen Gradienten von 3-45 % B (siehe Tabelle 3-18 fiir Losungsmittel
B) aufgetrennt (Triplikate, Orbitrap XL, CID Messung). Die Dauer des Ladeschrittes auf die Vorséaule
wurde fir alle Versuche auf 5 min eingestellt. Da Acclaim PepMap C18-Sdulen im Basischen eine
verkirzte Lebensdauer besitzen, wurden zudem selbst gepackte Luna C18(2)-Saulen fir Messungen mit
Ammoniumhydroxidpuffer (A: 10 mM Ammoniumhydroxid, eingestellt auf pH8; B: 10 mM
Ammoniumhydroxid, 84 % ACN, eingestellt auf pH 8) eingesetzt, die eine pH-Stabilitit bis pH 10

aufweisen.

Tabelle 3-18: Getestete Losungsmittel zur Optimierung der LC-Analyse von pHis-Peptiden. Die Tests
wurden mit Acclaim PepMap Séulen sowie in vitro phosphoryliertem BSA als Probe durchgefhrt.

Ultimate3000  Puffersystem 2 Puffersystem 3 Puffersystem 4

Vorsdule 0,1 % (v/v) FA, 0,1 % (v/v) Essigsdure, 10 mM Ammoniumacetat,
pH 2,6-2,8 pH 3,2-3,4 eingestellt auf pH 6

Hauptsdule A. 0,1 % (v/v) Essigsaure,  A. 0,1 % (v/v) Essigsaure,  A: 10 mM Ammoniumacetat,
pH 3,2-3,4 pH 3,2-3,4 eingestellt auf pH 6,
B: 0,1 % (v/v) Essigséure;  B: 0,1 % (v/v) Essigsdure;  B: 10 mM Ammoniumacetat,
84 % ACN, pH 3,2-3,4 84 % ACN, pH 3,2-3,4 84 % ACN, eingestellt auf pH 6
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3.2.7.2.Parameter der Massenspektrometer

Im Rahmen dieser Arbeit wurden unterschiedliche Massenspektrometer der Firma Thermo Scientific
verwendet (siehe Kapitel 1.4.1).

Aufgrund der groRen Anzahl an geratespezifischen Parametern sind die wichtigsten Gerateparameter

nachfolgend zusammengefasst dargestellt (siehe Tabelle 3-19).

Tabelle 3-19: Parameter der verschiedenen Massenspektrometer in Abhangigkeit von den Messmethoden.

Parameter Orbitrap ~ Orbitrap Q Exactive (Plus/HF) Q Exactive HF/

XL Velos/Elite Fusion
Fragmentierung CID CID HCD HCD fur HCD fiir HCD fir PRM

iTRAQ iTRAQ
phospho

MS Scan Parameter
Auflosung 60.000 60.000 60.000 60.000 60.000 /
Max. Fillzeit [ms] 500 100 120 120 120 /
Max. lonenzahl 5-10° 1-108 1-108 3-108 3-108 /
MS/MS Scan Parameter
Top N 5 10 15 15 15 Inclusion list
Auflésung 7.500 7.500 15.000 17/15.000  17/15.000  30.000
Isolationsfenster [Da] 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 0,4
Max. lonenzahl 1-10% 1-10% 5-10% 1-10° 2:10° 1108
Max. Fillzeit [ms] 100 100 120 200 250 100
Aktivierung [ms] 30 30
Ladungsausschluss 1t >4% 1*>4* 1*,>5% (inkl. 1* bei SCX)
Norm. 35 35 27 35/33 35/33 27
Kollisionsenergie

3.2.8. Datenbanksuchen und Dateninterpretation

Die Datenbanksuchen wurden in dieser Arbeit mit Hilfe der Software Proteome Discoverer 1.3/1.4
durchgefuhrt. Die verwendeten Datenbanken, Parameter der Suchalgorithmen sowie Filtereinstellungen
sind in der nachfolgenden Tabelle 3-20 dargestellt. Lediglich fiir die Analyse einzelner synthetischer
Peptide wurden die Rohdaten mittels ProteoWizard [136] in eine mgf-Datei (mascot generic file)
umgewandelt, die mittels Mascot Daemon an den internen Mascotserver zur Datenbanksuche geschickt

wurde.
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Tabelle 3-20: Ubersicht tiber die Einstellungen der Datenbanksuchen.

Parameter Synth. Peptide Standard (HeLa) iTRAQ iTRAQ phospho SCX/ERLIC
Std Proteine global
Datenbank ,LISAS UniProt human (09/2014, 20.194 Eintrage) UniProt E. coli K12
Datenbanken®* (03/2015, 4433 Eintrage)
Suchalgorithmus ~ Mascot [45] Mascot Sequest [44], Sequest, Mascot Mascot, ptmRS
(Daemon) Mascot phosphoRS
Protease Trypsin/Arg-C Trypsin Trypsin Trypsin Trypsin
max. Uberlesene 2 2 2 2 2
Schnittstellen
MS Toleranz 10 ppm 10 ppm 5 ppm 5 ppm 5 ppm
MS/MS Toleranz  CID: 0,5 Da; CID: 0,5 Da; HCD: 0,056 Da HCD: 0,05 Da CID: 0,5 Da;
HCD: 0,05 Da HCD: 0,05 Da HCD: 0,05 Da
Modifikationen Carb (Cys) Carb (Cys) Carb (Cys), Carb (Cys), iTRAQ  Carb (Cys)
fix iTRAQ (N- (N-term, Lys)
term, Lys)
Modifikationen Phospho (Ser, Ox (Met) iTRAQ (K), iTRAQ (K); Acetyl (N-term); Phospho
variabel Thr, Tyr, His), Ox (Met) Phospho (Ser, Thr, (His, Ser, Thr, Tyr), Ox
Ox (Met) Tyr), Ox (Met) (Met)
Filterkriterien in Mascot lon Peptide Validator/  Target Decoy  Target Decoy Percolator: 5 % FDR
PD Score >15 Percolator: 1 % Validator: 1 % Validator: 1 % FDR  ERLIC, 1 % FDR SCX
FDR FDR

Carb = Carbamidomethylierung [+57 Da]; Phospho = Phosphorylierung [+80 Da]; Ox = Oxidation [+ 16 Da]; Acetyl =
Acetylierung [+ 42 Da], iTRAQ 4-plex [+145 Da], iTRAQ 8-plex [+305 Da]
* JISAS QC Std“ (6935 Eintrige) sowie ,,ISAS SyntheticPeptidesRagged* (391 Eintrdge, 05/2015)

3.2.8.1.Auswertung der iTRAQ-Daten

Fur die Auswertung der globalen iTRAQ-Daten wurden die Ergebnisse auf Proteinebene aus Proteome
Discoverer verwendet und in Excel weiter ausgewertet. Es wurden nur Proteine mit mindestens zwei
uniquen Peptiden beriicksichtigt. Um Ungenauigkeiten bei der Pipettierung der Proben und der
Bestimmung der Proteinmengen auszugleichen, wurden die Proben anhand der extrahierten
Reporterionenintensitdten normalisiert. Der Vergleich der verschiedenen Proben erfolgte Uber die
Bildung von Ratios der Reporterionenintensitaten. Fir die Angleichung der Proben wurde ein Median
Uber die Proteinratios pro iTRAQ-Kanal berechnet und anhand dieser Mediane ein
Normalisierungsfaktor pro Kanal in Bezug auf den Gesamtmedian (Median Uber die Mediane aller
Kanéle) bestimmt. Um eine Skalierung der Daten zu erreichen, wurde zudem ein Median pro Protein
Uber alle Kandle berechnet und jedes Protein durch seinen entsprechenden Median geteilt.

Die berechneten Normalisierungsfaktoren wurden anschlielend auch fir die Normalisierung der
angereicherten Probe herangezogen. Die Auswertung der Phosphorylierungsdaten erfolgte ausgehend
von den PSM-Rohdaten aus Proteome Discoverer (1% FDR), da auf Peptidebene Fehler bei der

Gruppierung von PSM zu Phosphopeptiden in Mascot nachgewiesen werden konnten.

52



Material und Methoden

Zur Lokalisierung der Phosphorylierungsstellen wurde PhosphoRS als Algorithmus eingesetzt [52]. Bei
der Auswertung der Phosphopeptiddaten wurden nur eine Lokalisierung der Phosphorylierung mit einer
Wahrscheinlichkeit von >75 %, bzw. >90 % bei den CLL-Daten, in der Auswertung bertcksichtigt, da
ab dieser Wahrscheinlichkeit von einer vertrauenswiirdigen Lokalisierung ausgegangen werden konnte.
Anhand eines Abgleichs mit der humanen UniProt-Datenbank konnte die Position der
Phosphorylierungsstelle im Protein bestimmt werden. Bei der Auswertung der drei iTRAQ-Experimente
zur CLL wurden nur Phosphopeptidsequenzen bercksichtigt, die in mindestens zwei der drei

Experimente quantifiziert werden konnten.

3.2.8.2.Statistik der iTRAQ-CLL-Daten

Im initialen Vergleich der Proteinlevel von B- und CLL-Zellen sowie unter den CLL-Patienten wurde
ein Regulationsereignis als signifikant angesehen, wenn das berechnete Proteinratio einen Wert von 1,5
oder mehr aufwies. Der Regulationsfaktor ist im Folgenden logarithmiert zur Basis 2 angegeben. Dieser
Regulationsfaktor wurde anhand der Verteilung der Reporterratios auf Proteinebene sowie nach einem
Vergleich mit Western Blot Daten (erstellt am CECAD, Uniklinik Kdln) zu ausgewéhlten Proteinen
festgelegt.

Bei allen weiteren Experimenten wurden, auch aufgrund der groBen Heterogenitéit der Protein- und
Phosphorylierungslevel der CLL-Patienten, die Schwellenwerte fiir eine Regulation mittels
statistischem Test, dem sogenannten moderated t-test [137-138] liber die Statistiksoftware R (R-package
Limma [139]) festgelegt. Urspriinglich publiziert fur die Auswertung von Microarray-Daten, konnte die
Anwendbarkeit und Nitzlichkeit des moderated t-tests bereits in proteomischen Studien mit kleiner
Stichprobenanzahl und hoher Heterogenitét gezeigt werden [8, 137]. Es wurde ein Schwellenwert von
p<0,05 (5 % Signifikanzniveau) angelegt, um nach signifikanten Anderungen zu filtern.

Zur Berechnung des Regulationsfaktors wurde zundchst der Median (MD) ber die Phosphopeptidlevel
pro Stimulationsbedingung berechnet. Nachfolgend wurde der Regulationsfaktor tber das Verhéltnis
der Mediane der zu vergleichenden Bedingungen bestimmt und logarithmiert zur Basis 2 angegeben
(log. fold change). Ein Regulationsfaktor mit einer Abweichung wvon mehr als drei
Standardabweichungen (SD) vom Median aller Regulationsfaktoren (log. fold change >(MD+3-SD))
wurde als differentiell und somit in Kombination mit einem Signifikanzwert von p<0,05 als signifikante

Verénderung angesehen.

Die Analyse und Klassifizierung angereicherter Proteinfunktionen und Signalwege erfolgte mittels der
Datenbank- und Analysesoftware DAVID fiur KEGG-Pathway (www.genome.jp/kegg) Analysen sowie
der STRING Datenbank [140] anhand der implementierten Gene Ontology (GO) [141] Funktion.
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Angereicherte Signalwege und Funktionen wurden ab einem Schwellenwert von p-Wert <0,05
berticksichtigt.

Zur Vorhersage von Kinasen, die potenziell die Phosphorylierung differentieller Phosphoproteine
verantwortlich sein kénnten, wurde NetworKIN 3.0 eingesetzt [142]. Es wurde nur der beste Eintrag,
basierend auf dem vergebenen Score von NetworKIN, pro Phosphorylierungsstelle berticksichtigt.

3.2.9. Antikdrper-basierter Nachweis von Phosphohistidin

Die Herstellung des pHis spezifischen Antikorpers erfolgte im Rahmen der Dissertation von Bart van
Vliet am Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie (MPI) in Dortmund. Aufgrund der Instabilitét
der Phosphoamidatbindung (P-N) wurde ein sédurestabiles Analogon (P-C) synthetisiert (siehe
Abbildung 3-6). Des Weiteren wurde das Analogon derivatisiert und zur Synthese von Peptiden
verwendet, die zur Generierung des pHis spezifischen, polyklonalen Antikérpers in Kaninchen

eingesetzt wurden.
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Abbildung 3-6: Vergleich von pHis und dem flr die Antikérperherstellung verwendeten pHis-Analogon
(zur Verfugung gestellt von B. van Vliet, MPI, Dortmund). Das sdurestabile Analogon (rechts) besitzt anstatt
der P-N eine P-C Bindung an Position 3 des Imidazolrings.

In dieser Arbeit wurde der generierte anti-pHis Antikdrper zum Nachweis der Histidinphosphorylierung
in E.coli mittels Immunodetektion und Immunprazipitation verwendet. Ebenso wurde die
Verwendbarkeit des Antikdrpers fur eine Immunprazipitation von in vitro phosphorylierten Proteinen

Uberprift.

3.2.9.1.SDS-PAGE und Férbemethode
Die SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese) wird verwendet, um Proteine anhand ihres

Molekulargewichtes voneinander zu trennen. In dieser Arbeit wurden kommerziell erhdltliche 12 % Bis-
Tris Gele eingesetzt. Um die Dephosphorylierung von pHis zu minimieren, wurden die Proben nicht
aufgekocht, sondern nur 10 min bei RT mit basischem LDS-Puffer inkubiert. Lediglich die
Negativkontrollen wurden 15 min bei 95 °C aufgekocht, da nach dieser Inkubationszeit eine

vollstdndige Dephosphorylierung im Western Blot nachweisbar war. Als Marker dienten Mark12 (2,5-
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200 kDa) und PageRuler (10-250 kDa). Die Auftrennung erfolgte in MOPS-Puffer fir 20 min bei 50 V
und anschlieend bei 200 V fiir 30-40 min.

Wenn das Gel nicht fir eine anschlieBende Immunodetektion verwendet werden sollte, erfolgte eine
Féarbung der Proteine mittels kolloidalem Coomassie. Das durchgefiihrte Farbeprotokoll basiert auf der
Methode von Dyballa und Metzger [143]. Hierzu wurden die Proteine zundchst mit 50 % (v/v)
Ethanol/10 % (v/v) Essigsdure fiur 60 min im Gel fixiert. Anschlielend wurde das Gel mit Wasser
grundlich gewaschen und mit Coomassielésung fiir mehrere Stunden oder tiber Nacht bei 4 °C inkubiert

(siehe Tabelle 3-21). Die leichte Farbung des Hintergrunds wurde mit 8 % Essigsaure entfernt.

Tabelle 3-21: Zusammensetzung der verwendeten Coomassieldsung.

Coomassieldsung

0,02 % (w/v) Coomassie Brilliantblau G-250
5 % (w/v) Aluminiumsulfat x 16 H,O

10 % (v/v) Ethanol

2 % (v/v) Phosphorsaure

3.2.9.2.Western Blot und Immunodetektion

Die Ubertragung der Proteine aus dem Polyacrylamidgel auf die PVDF-Membran erfolgte iiber einen
Semiwet-Blot. Fir den Transfer wurden Whatman-Papiere, PVDF-Membran sowie Schwamme in
1x Transferpuffer getrénkt (siehe Tabelle 3-22) und anschlieRend, nach Herstellerangaben, mit dem Gel
in die Blotkammer eingebaut. Der Transfer erfolgte fir 90 min bei 30 V und 4 °C.

Tabelle 3-22: Stocklésungen der Western Blot Puffer

Transferpuffer 10x Stock  Transferpuffer 1x Stock ~ TBST-Waschpuffer

0,25 M Tris 10 % (v/v) 10x Stock 25 mM Tris, pH 8.5
1,9 M Glycin 20 % (v/v) Methanol 137 mM NacCl

2,7 mM KCI

0,1 % (v/v) Tween-20

Die Detektion der Proteine erfolgte mittels Antikdrper-gekoppelter Fluoreszenzmarkierung. Um eine
unspezifische Bindung des Antikorpers an die Membran zu verhindern, wurden alle freien Stellen auf
der Membran mit 3 % (v/v) BSA in TBST-Waschpuffer blockiert. Die Inkubation erfolgte fir 60 min
bei RT. Anschlieend wurde der primére Antikérper zugegeben. Fur den anti-pHis-Antikorper wurde
eine Verdinnung von 1:2000 in TBST-Puffer eingesetzt. Die Inkubation der Membran mit dem
Antikérper fand bei 4 °C Uber Nacht statt. Nach dreimaligem Waschen der Membran mit TBST-

Waschpuffer, wurde die Membran am ndchsten Tag mit dem sekunddren Antikérper (anti-rabbit 1gG,
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DyLight 800CW, 1:5000 Verdunnung) fur 60 min bei RT inkubiert. Die Detektion erfolgte (iber den am
sekundaren Antikorper gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff mittels Infrarot-Scanner.

Um die absoluten Proteinmengen der aufgetragenen Proben zu Gberpriifen, wurde die Membran in
einigen Féllen mit der beschriebenen Coomassieldsung tber Nacht gefarbt und mittels 50 % (v/v)

Methanol einige Minuten entfarbt.
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4. Ergebnisse

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Arbeit zundchst im Hinblick auf die Optimierung der
Probenvorbereitung und spezifischen Anreicherung von O-Phosphorylierungen dargestellt. Die
Ubertragung der optimierten Einzelschritte auf die umfassende Analyse von Verdnderungen im
Phosphoproteom von Patienten mit chronischer lymphatischer Leukamie zeigt die hohe Sensitivitat
dieses Ansatzes.

Im Gegensatz dazu mussten zur Untersuchung der bislang relativ unbekannten Phosphorylierung an
Histidin zun&chst grundlegende Versuche durchgefiinrt werden, wie etwa im Hinblick auf die Stabilitat
der Phosphoamidatbindung. Hier galt es zu kléaren, unter welchen Bedingungen eine LC-MS basierte
Analyse mdglich und sinnvoll ware.

Beiden Ansdtzen war jedoch gemeinsam, dass zunachst zu Optimierungszwecken auf Standardpeptide
oder -proteine sowie schnell und in grofRen Mengen kultivierbare Zellen, z. B. HeLa-Zellen bzw. E. coli,
zurlickgegriffen werden musste, um tiefere Einblicke in das Verhalten der O- bzw. N-

Phosphorylierungen in LC-MS basierten Verfahren zu erhalten.

4.1. Optimierung der O-Phosphopeptidanreicherung

Eine Herausforderung bei der Bearbeitung Klinischer Proben, wie aufgereinigter Blutzellen oder
Krebsgewebe, ist, dass sie oft nur in geringen Mengen von wenigen Mikrogramm zur Verfligung stehen.
Daher wurde zundchst die Anreicherung von phosphorylierten Peptiden mittels Titandioxid optimiert.
Diese Optimierung erfolgte im Hinblick auf (i) Sensitivitat, (ii) Spezifitat und (iii) Reproduzierbarkeit

der Anreicherung.

Unter Verwendung von 100 ug HelLa-Verdau pro Ansatz und je drei technischen Replikaten wurden
insgesamt funf verschiedene Protokolle zur Anreicherung von Phosphopeptiden mittels TiO-, ausgehend
von bereits am ISAS etablierten Protokollen sowie eines Protokolls basierend auf einer Veréffentlichung
von Engholm-Keller et al. [108], miteinander verglichen (siehe Abbildung 4-1). Die untersuchten TiO»-
Protokolle und ihre Unterschiede sind in Kapitel 3.2.5.1 detailliert aufgelistet.

Ein Phosphopeptid wurde nur in der Auswertung beruicksichtigt, wenn die Wahrscheinlichkeit fur die

Lokalisierung der Phosphorylierung bei >75 % (phosphoRS-Wert) lag.

57



Ergebnisse

A 100
3
gzooo | 0 B
3] 25 25
A - en -
: : :
- [Z I . 5
E 1500 [ ! 1 60 g = 7 ah
T ] B 9 = 7 <)
= T e T S N, = / =
[ = o] y
c * o = N /' =
= fiad 15 S A 153
21000 a0 E = S~ =X
= K = ] / 2
[ =l " =
£ . : = . K =5
= S =) - 5
g o i g 2
= 500 ) =T N Tt pd jid
< D R S W e - o
s s SRS S 2 ts .8
=] ol
= 5
= —
0 : : 0 : . g}
Ia- Ib- =

Ila- IIb - Ilc - Glykolsiure - la- Ib- la- 1Ib - Ilc - Glykolsiure
Phtalsidure Glykolséure Phtalsiure Glykolsiure 2-stufig Phtalsiiure Glykolsiure Phtalsiiure Glykolsture - 2-stufig

Abbildung 4-1: Zusammenfassung der Ergebnisse der getesteten TiO2-Protokolle. (A) Vergleich der
verschiedenen Strategien basierend auf der Anzahl an phosphorylierten Peptiden und der Spezifitat der
Anreicherung (Phosphopeptide/Gesamtanzahl der Peptide in %, Sekundérachse) von jeweils 100 pg HelLa-Lysat.
(B) Vergleich der Strategien basierend auf der Anzahl an Phosphopeptidsequenzen pro g Startproteinmenge und
der Anzahl mehrfach phosphorylierter Peptide in Prozent (orange, Sekundéarachse). phosphoRS-Wert >75 %.

Eine Anreicherung mittels der Filterspitzen-basierten Verfahren la bzw. Ib [89] fihrte zu der
Identifizierung von 566 bzw. 548 phosphorylierten Peptiden aus 100 pg Startmenge, unabhéngig von
der verwendeten organischen Sdure im Ladepuffer (Spezifitdt ~ 55 %). Bei der Anreicherung in
Eppendorfgefalien mit Verfahren Ila bzw. 11b, basierend auf einem Protokoll von Engholm-Keller et al.
[116], wurde die Probe nach dem tryptischen Verdau ohne C18-Entsalzung getrocknet und im
Ladepuffer mit Titandioxidpartikel inkubiert sowie zwei zusatzliche Inkubationsschritte mit frischen
Partikeln bei abnehmender Menge durchgefiihrt: 6:1, 3:1 und 1,5:1 (w/w) Titandioxidpartikel/Protein-
Verhéltnis. Zudem wurden die Partikel vor der Elution der Peptide getrocknet. Die Entfernung von TFA
war notwendig, um einen stark basischen pH-Wert bei der Elution mit lediglich einem statt drei
Elutionsschritten gewdahrleisten zu konnen. Diese Anderungen beeinflussten unter Verwendung des
Protokolls Ila mit gesattigtem Phtalsdure-Ladepuffer zunéchst nicht die Sensitivitdt der
Phosphopeptidanreicherung. Erst durch den Ersatz von Phtalsdure mit 1 M Glykolsaure im Ladepuffer
in Verfahren 11b konnte sowohl eine sensitivere (1141 Phosphopeptide) als auch spezifischere (64 %
Spezifitdt) Anreicherung erreicht werden, was zu einer Verdoppelung der Phosphopeptidsequenzen auf
11 Phosphopeptide pro pg im Vergleich zu Verfahren | fuhrte.

Um die Effizienz der Anreicherung weiter zu erhéhen, wurde das Eluat aus Verfahren 1lb nochmals
angereichert. Hierzu wurden die nach dem ersten Durchgang eluierten Phosphopeptide getrocknet und
anschlielend komplett fiir einen zweiten Durchgang TiO»-Anreicherung eingesetzt, sodass im ersten
Schritt unspezifisch an die Titandioxidpartikel gebundene, unmodifizierte Peptide weitgehend entfernt
werden konnten. Die Anzahl an phosphorylierten Peptiden konnte mit dem zweistufigen Protokoll llc
um mehr als 1000 Phosphopeptide auf 2203 Phosphopeptide erhéht werden. Die Spezifitat der
Anreicherung lag bei 80 %. Durch das sensitivere Protokoll konnte auch die Anzahl an mehrfach

phosphorylierten Peptiden erhéht werden. Nur bei diesem Verfahren war eine Detektion von niedrig
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abundanten 3-fach phosphorylierten Peptiden moglich (siehe Abbildung 4-1 B). Mit dem optimierten
Protokoll konnten 22 Phosphopeptidsequenzen pro pg identifiziert werden.

4.1.1. Anreicherung von geringen Probenmengen

Nachdem das optimierte Protokoll erfolgreich zur Anreicherung von Proteinmengen von 100 pg
eingesetzt werden konnte, stellte sich die Frage, ob es auch fur die Anreicherung von geringeren
Probenmengen einsetzbar war. Kritisch zu betrachten war hier ein mdoglicher Verlust von
Titandioxidpartikeln durch die Inkubations- und Waschschritte, bei denen der Uberstand nach der
Zentrifugation manuell aus den Eppendorfgefaien abgenommen und in eine neues GefaR transferiert
wurde. Es zeigte sich, dass eine Anreicherung von 1 pug Hela-Protein (Triplikate) mit dem oben
beschriebenen Protokoll, basierend auf einer Anreicherung in Eppendorfgefalien, nicht moglich war.
Um zu Uberpriifen, ob ein Filterspitzen-basierter Ansatz [109] einen generellen Vorteil gegeniiber dem
bisherigen Verfahren bietet, wurden HelLa-Proteinmengen von 1 pg, 10 pg, 20 pg, 50 pug und 100 ug
(jeweils Triplikate) in Filterspitzen angereichert, bezeichnet als Verfahren Il1l. In den Waschschritten
wurden zusatzlich GELoader-Spitzen zum Durchmischen der Suspension in der Filterspitze verwendet,
um ein Absetzen der Titandioxidpartikel zu verhindern.

Unter Verwendung des Filterspitzen-basierten Protokolls konnten aus 1 pg Startmaterial 62
Phosphopeptide angereichert werden. Die Abweichung zwischen den drei Replikaten lag bei unter 8 %.
Der Vorteil der Verwendung von Filterspitzen bei geringen Probenmengen zeigte sich auch bei der
Anreicherung von 10 pug Startmaterial. Hier konnten mit den selbst hergestellten Filterspitzen im
Vergleich zur Anreicherung in Eppendorfgefalen 46 % mehr Phosphopeptide, 914 im Vergleich zu 626
Phosphopeptiden, identifiziert werden. Bei Proben mit einem Proteingehalt >20 pg konnten keine

Unterschiede zwischen den beiden Verfahren festgestellt werden.

Um sicherzustellen, dass der Probenverlust, der durch die Uberfihrung der Probe zwischen den
Eppendorfgefalen entstehen kann, die Reproduzierbarkeit der Anreicherung nicht negativ beeinflusste,
wurden synthetisch hergestellt Peptide aus S. cerevisiae, die keine Homologie zu humanen Peptiden
aufwiesen, vor der TiO»-Anreicherung hinzugefgt.

Anhand der Peakflachen der Vorl&uferionensignale im lonenchromatogramm (XICs) war eine
markierungsfreie Quantifizierung der Peptide Uber die drei Replikate mdglich. Die relative
Standardabweichung pro Peptid lag fiir alle Ansétze bei weniger als 20 %. Die hohe Reproduzierbarkeit
ist exemplarisch fir zwei synthetische Peptide, ausgehend von 100 g Startmaterial, in Abbildung 4-2

dargestellt.
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Abbildung 4-2: Uberpriufung der Reproduzierbarkeit der optimierten Titandioxidanreicherung. Anhand
von synthetisch hergestellten Phosphopeptiden aus S. cerevisiae wurde die Reproduzierbarkeit der Anreicherung
Uberprift. Exemplarisch sind die Peakflachen fir zwei der hinzugefiigten Phosphopeptide in den 100 pg HelLa
Anreicherungen flr drei technische Replikate gezeigt.

Mit dem Vergleich der hinzugefiigten synthetischen Phosphopeptide konnte gezeigt werden, dass das
neu eingefiihrte Protokoll zur Titandioxidanreicherung fiir Probenmengen >20 g reproduzierbar,
sensitiv und schnell in EppendorfgefaRen durchgefiihrt werden kann. Bei geringeren Proteinmengen ist

das etwas zeitintensivere Filterspitzen-basierte Protokoll vorzuziehen.

Bei einer Auftragung der Anzahl identifizierter phosphorylierter Peptide gegen die Menge an
Startmaterial zeigte sich, dass die Verwendung von mehr als 50 g Startmaterial, ausgehend von einer
zweistiindigen LC-MS Analyse, kaum zu einer Erhéhung an identifizierten Phosphopeptiden flhrte.
Sowohl bei der Anreicherung von 50 pg als auch bei 100 ug HelLa-Verdau wurden etwa 2200
Phosphopeptide sowie etwa 4500 Phospho-PSM, +/- 5 %, identifiziert (siehe Abbildung 4-3). Lediglich

die Anzahl an aufgenommenen MS/MS Spektren (Search Inputs) nahm um etwa 15 % zu.
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Abbildung 4-3: Zusammenhang zwischen der Anzahl an phosphorylierten Peptiden und der eingesetzten
Proteinmenge. Dargestellt sind die nach TiO2-Anreicherung mittels zweistlindiger LC-MS/MS Analyse
identifizierten phosphorylierten HelLa-Peptide. Es konnten sowohl mit 50 pg Startmaterial als auch mit 100 ug
etwa 2200 Phosphopeptidsequenzen nachgewiesen werden.
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Eine Moglichkeit die Sensitivitait der Phosphoproteinanalyse zu erhohen, besteht in der
chromatographischen Fraktionierung der Probe nach der TiO.-Anreicherung. Die Notwendigkeit zur
Etablierung einer mehrdimensionalen Anreicherung war zudem dadurch gegeben, dass bei stabil-
Isotopen basierten quantitativen Analysen in der Regel die Patientenproben einzeln markiert,
anschlieBend vereint und gemeinsam mittels LC-MS analysiert sowie relativ zueinander quantifiziert
werden, sodass Proteinmengen im Milligramm Bereich als Startmaterial dienen.

Aufgrund der Kompatibilitat der HILIC-Puffer mit einer anschlieBenden LC-MS Analyse, wurde im

Rahmen dieser Arbeit ein HILIC-System zur Fraktionierung etabliert und evaluiert.

4.1.2. Etablierung des HILIC-Systems

Zu Beginn der Testmessungen wurde ein Ultimate 3000 RSLCnano-System mit einer 150 pum x 150 mm
selbst gepackten, Silica-basierten Saule (TSKgel Amid-80) sowie folgende Losungsmittel verwendet:
HILIC-Puffer A: 98 % ACN, 0,1 % FA (v/v) und Puffer B: 0,1 % FA (v/v). Die Auftrennung erfolgte
tiber einen 30 minltigen Gradienten von 1-40 % B. Alle Proben wurden vor der Auftrennung entsalzt
und anschlielend eingetrocknet, da Salze die Auftrennung und die Reproduzierbarkeit der Messungen
beeintréchtigten. Fir die Injektion wurden die Proben in 15 pL HILIC-Puffer A aufgenommen.

Als Proteinstandard fiir die Uberpriifung der Qualitat der Auftrennung, hinsichtlich Retentionszeiten,
Peakbreiten und -intensitaten, wurde 150 pmol verdautes Casein eingesetzt. Casein wurde gewéhlt, da
es eine hohe Anzahl an tryptischen Peptiden sowie hoch abundante phosphorylierte Sequenzen besitzt.
Es stellte sich heraus, dass bei Ansduerung der Losungsmittel mit FA auf 0,1 % (v/v) mehrere Peptide
von Casein ein starkes Tailing aufwiesen oder teilweise an der S&ule haften blieben und erst in
nachfolgenden Auftrennungen eluierten. Daraufhin wurde die Zusammensetzung der Losungsmittel auf
0,1 % (v/v) TFA geéndert. Durch den Einsatz der stirkeren Saure TFA konnten die unerwinschten
Wechselwirkungen der Probe, die haufig iber Aminogruppen der Aminoséurereste vermittelt werden,
mit den Silanolen der stationaren Phase verringert werden.

Der geringe wassrige Anteil an HILIC-Puffer A erschwerte eine reproduzierbare Messung der Proben,
da die entsalzten und getrockneten Analyten nicht vollstandig in Lésung gebracht werden konnten. Eine
Erhdhung des Injektionsvolumens war nicht mdglich, da das grdRere Injektionsvolumen zu einer
,.volumetrischen Uberladung* der Saule und damit zu unscharfen Peaks bzw. Doppelpeaks fiihrte. Aus
diesem Grund wurde neben der Erhéhung des Injektionsvolumens von 15 pL auf 45 pL auch der
Innendurchmesser der S&ule von 150 pum auf 250 pm angepasst. Eine Erhdhung der Flussrate von
1,5 pL/min auf 2,5 pL/min ermdglichte zudem eine schnellere Analyse der Proben, ohne Verlust an
Aufldsung. Eine weitere Erhdhung der Flussrate war aufgrund der geringen Druckstabilitdt des
Séulenmaterials nicht méglich.

Mit dem etablierten HILIC-System und einer Aufspilzeit der Probe auf die Séule von 20 min war eine

reproduzierbare Auftrennung von Casein maéglich (siehe Abbildung 4-4).
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Abbildung 4-4: HILIC-Auftrennungen von 150 pmol verdautem Casein mit dem initialen Gradient G1.
Mehrfachmessungen des Standards zeigten reproduzierbare Retentionszeiten und Auflésungen der Signale unter
Verwendung von einer 250 pm x 150 mm TSKgel Amid-80 Séule, einem Puffersystem mit 0,1 % TFA/98 % ACN
sowie einem Injektionsvolumen der zu trennenden Probe von 45 pL.

4.1.3. Optimierungsprozesse am HILIC-System

Um den Vorteil einer HILIC-Auftrennung im Anschluss an die optimierte zweistufige TiO,-
Anreicherung zu testen, wurden 400 pug HelLa-Protein verdaut, mittels TiO, angereichert und auf zwei
Aliguote aufgeteilt. Die zwei Aliquote wurden mittels R3-Material entsalzt und wie folgt gemessen: Ein
Aliguot wurde in drei Proben aufgeteilt, einzeln mittels LC-MS fir jeweils zwei Stunden analysiert und
zusammen ausgewertet. Das andere Aliquot wurde mittels des initialen HILIC-Gradienten aufgetrennt,
in elf Fraktionen gesammelt (siehe Abbildung 3-5) und pro Fraktion ebenfalls fiir zwei Stunden mittels

LC-MS analysiert. Die Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 4-5 zusammengefasst.
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Abbildung 4-5: Vergleich der Anzahl phosphorylierter Peptide nach Titandioxidanreicherung mit und ohne
HILIC-Auftrennung. Neben der Gesamtzahl an phosphorylierten Peptiden ist die Anzahl der Phosphopeptide
pro gesammelter Fraktion dargestellt, die mittels LC-MS identifiziert werden konnten, sowie die Anzahl mehrfach
phosphorylierter Peptide (orange, dargestellt auf Sekundérachse).
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d3

Fr.8 Fr.9 Fr.10 Fr.11
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Mittels HILIC-Fraktionierung konnte eine deutliche Steigerung der Sensitivitdt der Anreicherung
erreicht werden. Insgesamt wurden 4466 Phosphopeptide nach HILIC-Fraktionierung im Vergleich zu
3151 Phosphopeptiden bei direkter Messung identifiziert, was einer Zunahme von 42 % entspricht.
Zudem konnten mehr als 300 mehrfach phosphorylierte Peptide in den Fraktionen identifiziert werden,
die 7 % aller identifizierten Phosphopeptide ausmachen, wéhrend es ohne HILIC-Trennung nur 4 %
waren.

Die Verteilung der Phosphopeptide zeigte allerdings, dass der Grofteil im hinteren Bereich des
Gradienten, ab etwa 20 % B, und groftenteils in vier der elf Fraktionen eluierte, sodass eine Anpassung
des Gradienten, aber auch des Fraktionierungsschemas notwendig war.

Um die Verteilung der Phosphopeptide tber den Gradienten zu optimieren, wurde zundchst der HILIC-
Gradient angepasst. Anhand des Casein-Proteinstandards (150 pmol verdaut) wurden sieben Gradienten
evaluiert (siehe Tabelle 3-16). Beispielhaft sind die UV-Chromatogramme der Gradienten G3, G5 und
G6 im Vergleich zu dem initial verwendeten Gradienten G1 in Abbildung 4-6 dargestellt.

80 —

60
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0 n 20 30 40 50 60 70 80 %0 N M 25 545 55
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Abbildung 4-6: Optimierung des HILIC-Gradienten. Zundchst wurden anhand von 150 pmol Caseinverdau
sieben Gradienten getestet: vier Gradienten G1, G3, G5 sowie G6 sind (A) graphisch sowie (B) mit den
zugehdrigen UV-Chromatogrammen dargestellt. (C) Gradient G6 wurde im Vergleich zum initialen Gradient G1

an TiO, angereicherten HelLa-Zelllysaten getestet, da mit G6 die beste Trennung der Phosphopeptide erreicht
wurde.

Der Einbau einer Stufe von 1 % auf 10 % B nach 20 min bei den Methoden G3-G6 fihrte zu einer
deutlich friiheren Elution von Casein. Besonders bei G6, einem flacheren 40 minutigen Gradienten von

10-35 % B (0,6 % pro min), konnte die Elution der spat eluierenden Peptide aufgefachert werden.
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Basierend auf diesen Ergebnissen wurden Gradient G1 und G6 zur Fraktionierung von angereicherten
Phosphopeptiden aus 5 mg HeLa-Verdau eingesetzt. Hierbei wurden zwei Aliguote, entsprechend einer
Startmenge von etwa 200 pg, mittels HILIC-Gradient G1 bzw. G6 aufgetrennt. Fraktionen wurden nur
zwischen 30 und 70 min und in kurzen Zeitabstdnden von 3 bis 5 min gesammelt (siehe Abbildung 4-6
C). Wie im Chromatogramm sichtbar, verteilte sich die Elution der Phosphopeptide durch den flacheren
Gradienten G6 gleichmaRiger auf die einzelnen Fraktionen. Insgesamt konnten so 13 % mehr
Phosphopeptide und 14 % mehr Phospho-PSM als mit dem initial verwendeten Gradienten G1
identifiziert werden. Da die Phosphopeptidanreicherung nicht mit dem optimierten TiO.-Verfahren lic
durchgefuhrt wurde, sind die absoluten Anzahlen an Phosphopeptiden (3872 statt 3424 Phosphopeptide)
nur bedingt mit den vorherigen Messungen vergleichbar.

Zusammen mit dem zweistufigen Titandioxidprotokoll llc wurde der optimierte HILIC-Gradient G6 im
weiteren Verlauf der Arbeit fur die Optimierung des Verdaus von Phosphoproteinen sowie zur

Aufarbeitung der Proben von Patienten mit CLL eingesetzt.

4.2.  Analyse und Optimierung des Verdaus von Phosphoproteinen

Ein wichtiger Schritt, dessen Bedeutung bei der Analyse von phosphorylierten Sequenzen mittels LC-
MS oft unterschétzt wird, ist der vorausgehende Proteinverdau. Eine verringerte Effizienz des Verdaus
kann dazu flhren, dass Fehler bei der Quantifizierung von Phosphoproteinen auftreten. In der Literatur
wurde u.a. der eingeschrankte Verdau von Sequenzen, wie K/R-X-pS/pT, beschrieben, die der
Konsensussequenz von Proteinkinase A (PKA) ahneln [144].

R4=X—pS

Spectral Counting ( ﬂpsm)

100

Synthese
Modellpeptide

———( Dateninterpretation
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Einfluss Trypsinkonzentration?
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Peakflichen (nyjc)
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verdautes Peptid

Rel. Abundanz

Fliche voll-tryptisches
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extrahiertes lonenchromatogramm (XI1C)

Abbildung 4-7: Schematische Darstellung des verwendeten Workflows. Anhand der synthetisierten
Modellpeptide, die interne tryptische Schnittstellen aufweisen, wurden unterschiedliche Verdaubedingungen
getestet. Die Analyse der Proben erfolgte mittels LC-MS und semi-quantitativer Datenauswertung, basierend auf
Spectral Counting bzw. Integration der Peakflachen (mittels XICs).
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Um den Einfluss von Phosphorylierungsstellen auf den tryptischen Verdau genauer zu untersuchen,
wurden, basierend auf zwei Peptiden, die die PKA-Konsensussequenz enthalten, 19 Modellpeptide
synthetisiert (siehe Tabelle 3-3). Innerhalb dieser Sequenzen befand sich eine phosphorylierte
Aminosdure unterschiedlich weit von der tryptischen Schnittstelle entfernt. Das allgemeine Vorgehen
ist in Abbildung 4-7 nochmal schematisch dargestellt.

Das Ziel dieser Studie war es, den Einfluss sowohl der Position als auch der Art der Phosphoaminosaure
auf den Verdau zu evaluieren. Hierbei erfolgte eine relative Quantifizierung der Effizienz des Verdaus
anhand von zwei semi-quantitativen Verfahren, dem spectral counting (npsm) SOwie der Bestimmung der
erhaltenen Peakfldchen nach dem Verdau (nyi, sieche Formeln 3.2.3.4). Es wurden jeweils das voll
tryptische Peptid sowie die unvollstdndig verdaute Variante (,,missed-cleavage®), mit einer oder
mehreren Uberlesenen Schnittstellen, betrachtet.

Als Standardverdaubedingung wurde 1 pg eines Modellpeptids mit einem Trypsin/Peptid-Verhaltnis
von 1:50 (w/w) in 50 mM ABC Puffer, pH 8, bei einer Inkubationsdauer von 16 h eingesetzt. Eine
Ubersicht der Verdaueffizienzen der analysierten synthetischen Peptide ist in Abbildung 4-8 dargestellt.
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Abbildung 4-8: Verdaueffizienz der synthetischen Modellpeptide. Die Verdaueffizienz wurde Uber einen
Vergleich der Anzahl an PSM (Spectral counting) sowie (ber einen Vergleich der Peakflachen (XICs) zwischen
der voll tryptischen und unvollstandig verdauten Variante des Peptids bestimmt. Die markierten Flachen dienen
zur besseren Ubersicht und weisen auf interessante Ergebnisse hin.

Die Experimente zeigten, dass Phosphoserin und Phosphothreonin in der N&he der tryptischen
Schnittstelle, wie bei den Peptiden AAAR|LpSLTDPLVAER und AAAR|LpTLTDPLVAER, den
Verdau stark beeinflussen. Weniger als 17 % dieser Peptide konnten vollstandig verdaut werden (siehe
Abbildung 4-8 A). Der negative Einfluss der Phosphorylierung nahm an Position P3‘ ab (50 %

Verdaueffizienz) und war bei einer weiteren Entfernung zur Schnittstelle (P4°) nicht mehr nachweisbar.
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Interessanterweise wurde der Verdau durch eine Phosphorylierung von Tyrosin an P2, wie in
AAAR|LpYLTDPLVAER, kaum eingeschréankt. Die Verdaueffizienz lag hier bei >80 %.

Als Kontrolle wurden jeweils die nicht phosphorylierten Peptidvarianten mitgefuhrt, die nahezu
vollstandig (>90 % Effizienz) verdaut wurden. Zudem dienten weitere Sequenzen mit pSer, pThr bzw.
pTyr in groRerer Entfernung zur tryptischen Schnittstelle als Kontrollen.

Der Verdau einer unmodifizierten Sequenz mit zwei mdglichen tryptischen Schnittstellen
QQR|R|GSLPEISNLR erfolgte etwa zu gleichen Teilen zu R|GSLPEISNLR sowie zu der voll
tryptischen Form GSLPEISNLR (siehe Abbildung 4-8 B). Hierbei ergaben die zwei Auswertestrategien
leicht unterschiedliche Ergebnisse. Bei den phosphorylierten Varianten mit pSer bzw. pThr an P2°
wurde zu mehr als 95 % die unvollstdndig geschnittene Form R|GXLPEISNLR bevorzugt und somit
wurden weniger als 5 % der Peptidsequenzen vollsténdig tryptisch verdaut. Der Einfluss von pTyr an
P2¢ fiihrte ebenfalls zu einer Praferenz der entfernteren Schnittstelle (zu ~ 80 %), jedoch schwécher als
bei pThr und pSer.

Anhand der durchgefiihrten Experimente konnte das AusmaR der Beeintrachtigung des Verdaus durch
Phosphorylierungen quantitativ bestimmt werden. Die Verdaueffizienz hdangt von mehreren Faktoren
ab: (i) von der modifizierten Aminoséaure, (ii) der Entfernung dieser Aminosaure zur tryptischen

Schnittstelle sowie (iii) von der Umgebungssequenz, z. B. von weiteren Schnittstellen.

4.2.1. Einfluss verschiedener Verdaubedingungen

Um den Verdau der ,,resistenten®, d.h. zu weniger als 20 % voll tryptisch verdauten, Phosphopeptide zu
verbessern, sollten im n&chsten Schritt unterschiedliche Verdaubedingungen getestet werden. Hierzu
wurde der Zusatz von organischen Losungsmitteln zum Verdaupuffer sowie der Einfluss von steigenden
Trypsinmengen auf die Verdaueffizienz untersucht. Die Ergebnisse beziehen sich auf den
Flachenvergleich (n.ic) der Peptidvarianten, da diese Auswertung weniger durch chromatographische
Faktoren wie Peakverbreiterung und Tailing beeinflusst wurde: die Flache bleibt relativ konstant,
wéhrend sich das spectral counting zum Teil erheblich veréndert.

Fur die Verdautests wurden ACN und TFE zu den Standardverdaubedingungen als organische Zusatze
in einer finalen Konzentration von 10 % bzw. 5 % (v/v) hinzugegeben (siehe Abbildung 4-9). Diese
geringen Konzentrationen der Additive hatten in vorausgehenden Experimenten keinen negativen
Einfluss auf den tryptischen Verdau auf Proteinebene, wahrend Konzentrationen >40 % ACN kritisch
diskutiert werden [145].
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Abbildung 4-9: Einfluss von organischen Ldsungsmitteln auf den Phosphopeptidverdau. Der Verdau der
»resistenten” Phosphopeptide erfolgte unter Zugabe von 10 % ACN bzw. 5% TFE (v/v) unter ansonsten
Standardverdaubedingungen. Mit Ausnahme der Sequenz QQR|R|GpSLPEISNLR, konnte die Verdaueffizienz
deutlich verbessert werden.

Obwohl auch mit 10 % ACN eine Verbesserung des Verdaus der , resistenten* Phosphopeptide erzielt
werden konnte, flihrte erst eine Zugabe von 5% TFE zu einer signifikanten Erhdhung der
Verdaueffizienz auf 31% bzw. 60 % fur die Phosphopeptide AAAR|LpSLTDPLVAER und
AAAR|LpTLTDPLVAER. Allerdings konnten beide Additive nicht den Verdau von
QOR|R|GpSLPEISNLR in die vollstandig verdaute Variante GpSLPEISNLR des Peptids positiv
beeinflussen.

Zu einer deutlichen Verbesserung der Verdaueffizienz der ,,resistenten* Phosphopeptide fiihrte ebenfalls
eine Erhéhung der Trypsinkonzentration, mit einem Trypsin/Peptid-Verhaltnis von 1:20 (w/w) statt 1:50
(siehe Abbildung 4-10 A).

= ohne Additive 1:20
g mit 10 % ACN 1:20
mit 5 % TFE 1:20

3 Verhiltnis 1:50

1001 =1 Verhiltnis 1:20 100

50

Verdaueffizienz [%]
Verdaueffizienz [%]

Abbildung 4-10: Vergleich der Verdaueffizienz bei unterschiedlichen Reaktionsbedingungen. (A)
Verdaueffizienzen ,resistenter“ Phosphopeptide bei unterschiedlichen Trypsinkonzentrationen, Trypsin/Peptid-
Verhdltnis 1:20 und 1:50 (w/w). (B) Einfluss von Additiven wie ACN und TFE auf den Verdau bei einem
Verhdltnis von 1:20 (w/w). Eine Kombination der héheren Trypsinkonzentration und 5 % TFE flhrte zu einem
deutlich verbesserten Verdau der Einzelpeptide.
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Daraufhin wurde eine Kombination aus der erhdhten Trypsinkonzentration, Trypsin/Peptid-Verhaltnis
von 1:20 (w/w), und organischen Additiven untersucht (siehe Abbildung 4-10 B). Die Phosphopeptide
AAAR|LpSLTDPLVAER und AAAR|LpTLTDPLVAER konnten mit 5 % TFE-Zugabe zu 42 % bzw.
86 % zum jeweiligen voll tryptischen Peptid verdaut werden Diese Verdaubedingungen fuhrten zudem
zu einer leichten Verschiebung der Praferenz von Trypsin fir die Schnittstelle des Phosphopeptids
QOR|R|GpSLPEISNLR. Zwar wurde immer noch die Schnittstelle in groRerer Entfernung von der
Phosphorylierung bevorzugt, aber zumindest fir die Sequenz mit pTyr konnte die Umsetzung zur voll
tryptischen Form von 7 % auf 15 % erhoht werden.

Der Einfluss der Inkubationszeit auf die Verdaueffizienz war hingegen nur gering. Nach einer
Inkubation der ,,resistenten* Peptide tiber 8 h bzw. 16 h konnte keine héhere Konzentration des voll
tryptischen Peptids im Vergleich zu einer 4 h Inkubationszeit festgestellt werden. Aufgrund der

einfachen Handhabbarkeit wurde bei allen Versuchen ein Verdau tiber Nacht, von 16 h, eingesetzt.

4.2.2. Beinflussbarkeit von large-scale Phosphoproteomstudien

In weiteren Versuchen sollten die Erkenntnisse, die aus dem Verdau der Modellpeptide gewonnen
werden konnten, auf large-scale Phosphoproteomstudien (ibertragen werden. Hierbei war neben der
Effizienz des Verdaus entscheidend, ob dies die Sensitivitdt der Analyse beeinflusste und ob die
unterschiedlichen Verdaubedingungen einen Einfluss auf die Quantifizierung und die Anreicherung von
Phosphopeptiden hatten.

Als Proben wurden pro Trypsin/Peptid-Verhéltnis (1:10, 1:20, 1:50 und 1:100 (w/w)) 100 g
Thrombozytenlysat in drei technischen Replikaten eingesetzt. Die Proben wurden tryptisch verdaut und
die Phosphopeptide pro Verdaubedingung mittels des etablierten TiO.-Protokolls nach Verfahren llc
angereicht. Uber einen markierungsfreien Ansatz wurde die Gesamtanzahl an Phosphopeptiden sowie
die Anzahl an Phospho-PSM (d.h. auf PSM mit Phosphorylierung) bestimmt und semi-quantitativ tiber
eine Integration der Peakflachen in Proteome Discoverer ausgewertet. Bei einem Trypsin/Protein-
Verhaltnis von 1:50 konnte die h6chste Anzahl an Phosphopeptiden, 1591 Phosphopeptide, identifiziert
werden, wéhrend die meisten Phosphorylierungsstellen, 1351 insgesamt, bei einem Verhéltnis von 1:20
(w/w) nachweisbar waren (siehe Abbildung 4-11 A). Bei allen Proben wurde eine relative
Standardabweichung der Anzahl an identifizierten Phosphopeptiden zwischen den Replikaten von <5 %

nachgewiesen.
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Abbildung 4-11: Einfluss der Trypsinkonzentration auf den Verdau einer komplexen Probe. (A) Vergleich
der Phosphopeptide und Phosphorylierungsstellen, die mit den verschiedenen Trypsinkonzentrationen von 1:100
bis zu 1:10 (w/w) Trypsin/Protein-Verhaltnis, identifiziert wurden. Berlicksichtigt wurden Sequenzen, die in >2
Replikaten quantifiziert wurden (je 75 pg angereichert). (B) Die Anzahl voll tryptischer und unvollstdndig
verdauter Sequenzen wurden auf Phospho-PSM Ebene ausgewertet.

Im Vergleich zu einem Verdau mit einem Trypsin/Peptid-Verhaltnis von 1:100 konnten mit einem
Verhaltnis von 1:20 (w/w) 9 % mehr Phosphorylierungsstellen (1351 statt 1243) quantifiziert werden,
wahrend die Anzahl an Phosphopeptiden mit héheren Trypsinkonzentrationen abnahm. Dieses Ergebnis
deutete darauf hin, dass bei einem Verhéltnis von 1:50 und insbesondere 1:100 (w/w) eine deutlich
hohere Zahl an Phosphopeptiden mit Gberlesenen Schnittstellen vorlag, die keinen zusatzlichen
Informationsgehalt besitzen und die quantitative Auswertung verzerren kdnnen. Diese Annahme konnte
durch einen Vergleich der Anzahl an voll tryptischen und unvollstdndig verdauten Phospho-PSM
bestétigt werden. Die Anzahl an voll tryptischen Phospho-PSM nahm mit steigendem Trypsin/Peptid-
Verhaltnis in etwa gleichem Mal3e zu wie die unvollstandig verdauten Phospho-PSM abnahmen (siehe
Abbildung 4-11 B). Auf die Gesamtzahl an Phosphopeptiden gesehen waren die Unterschiede zwischen
den unterschiedlichen Verdaubedingungen geringer als erwartet.

Um den direkten Einfluss auf die Quantifizierung von Phosphopeptiden in einer komplexen Probe zu
ermitteln, wurden daher die relativen Abundanzen einzelner Peptide nach iTRAQ-Markierung
untersucht. Hierzu wurden die vier Verdaubedingungen, Trypsin/Peptid-Verhéltnisse von 1:10, 1:20,
1:50 bzw. 1:100 (w/w), jeweils mit einem iTRAQ-Reagenz markiert und mittels TiO, angereichert.
Insgesamt konnten ~1300 Phosphopeptide quantifiziert werden. Auf Basis der Summe der
Reporterionenintensitaten der voll tryptischen Phospho-PSM wurde eine gesteigerte Sensitivitat des
Verfahrens bei Verwendung eines Trypsin/Peptid-Verhdltnisses von 1:10 bzw. 1:20 gegeniber 1:50

(w/w) um mehr als 10 % nachgewiesen, was mit dem markierungsfreien Ansatz vergleichbar war.
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Der Vergleich der relativen Abundanzen einzelner Phosphopeptide zeigte jedoch noch deutlichere
Verdnderungen, exemplarisch gezeigt an der Sequenz AAAR|LpSLTDPLVAER des Platelet
Glycoproteins 1b (P13224, siehe Abbildung 4-12).
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Abbildung 4-12: Einfluss der Verdaubedingungen auf die Quantifizierung von Phosphopeptiden in iTRAQ
markierten Proben. Der Vergleich erfolgte anhand der relativen Abundanzen einzelner Phosphopeptide zwischen
den (A) verschiedenen Trypsinkonzentrationen, bezogen auf die Abundanzen bei 1:100 und (B) nach Zugabe des
Additivs TFE, bezogen auf die Abundanzen bei 1:50 (w/w). Exemplarisch gezeigt an dem Verdau der
Peptidsequenz AAAR|LpSTDPLVAER, in den TiO, angereicherten Thrombozytenproben.

Es ergaben sich signifikante Unterschiede in den Abundanzen des voll tryptischen Phosphopeptids
LpSLTDPLVAER zwischen den verschiedenen Verdaubedingungen. Bei der Verwendung eines
Trypsin/Peptid-Verhéltnisses von 1:20 anstatt 1:50 (w/w), welches in vielen large-scale Analysen
verwendet wird, konnte eine 1,5-fache Erhéhung der Abundanz dieses Peptids erreicht werden, mit
einem Verhéltnis von 1:10 sogar eine 2-fache Erhéhung. Zudem wurde das Trypsin/Peptid-Verhaltnis
von 1:20 (w/w) mit 5% (v/v) TFE im Verdaupuffer kombiniert. Im Vergleich zu den mitgefuhrten
Proben ohne Additiv im Verdaupuffer, konnte lediglich ein geringer Anstieg des Levels an
LpSLTDPLVAER (1,2-fache Erhdhung) nachgewiesen werden. Interessant war hierbei jedoch das
Verhalten des unvollstandig verdauten Peptids AAAR|LpSLTDPLVAER, welches nach Zugabe von
5% TFE statt der erwarteten Abnahme eine 1,4-fache Zunahme zeigte. Ebenso konnte unter diesen
Verdaubedingungen eine Verdreifachung des Phosphopeptids AAAR|LpSLTDPLVAER|AGTDES mit
zwei Uberlesenen Schnittstellen ermittelt werden, sodass eventuell auf Proteinebene insgesamt eine

weitere Verbesserung des Verdaus vorliegt.

Obwohl die Zugabe von 5 % TFE die Verdaueffizienz von Trypsin in den durchgefihrten Versuchen
auch auf Proteomebene leicht erhohte, ist der Einsatz von 5% TFE bei der Anreicherung von
Phosphopeptiden mittels TiO, kritisch zu sehen. Bei einem weiteren markierungsfreien Ansatz (100 pg
Thrombozyten, Duplikate) wurden mit 5% TFE im Verdaupuffer durchschnittlich 10 % weniger
Phosphopeptide nach TiO2-Anreicherung identifiziert als ohne Additiv, sodass davon auszugehen ist,

dass TFE einen negativen Einfluss auf die Bindung der Peptide an die Titandioxidpartikel hat. Dieser
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Effekt war den iTRAQ-Experimenten aufgrund der Vereinigung der Proben vor der Anreicherung nicht
sichtbar bzw. wirkte sich auf alle enthaltenen Proben gleich aus.

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde im weiteren Verlauf der Arbeit ein Trypsin/Protein-
Verhéltnis von 1:20 (w/w) in 50 mM ABC bei pH 8 (bei iTRAQ-Experimenten 50 mM TEAB, pH 8)
und eine Inkubationszeit von 16 h eingesetzt. Auf den Einsatz einer h6heren Trypsinkonzentration, wie
eines Trypsin/Peptid-Verhéltnisses von 1:10 (w/w), wurde, vor allem aufgrund eines erhéhten Risikos
fiir das Auftreten von semitryptischen oder nicht-tryptischen Peptiden, verzichtet [46].

4.3.  Analyse des Phosphoproteoms von CLL-Zellen

Ziel dieses Projekts war es, das optimierte Verfahren zum Verdau von Phosphoproteinen mit
anschlieender TiO,-HILIC-Anreicherung der phosphorylierten Peptide zur Untersuchung von
Unterschieden und Gemeinsamkeiten in den Phosphorylierungsmustern von B- und CLL-Zellen
einzusetzen, die aus Blutproben von Patienten aufgereinigt wurden (durchgefilhrt am
Universitatsklinikum Kéln, siehe Kapitel 3.2.1). Hierbei wurden die Patienten basierend auf einem
prognostischem Marker, dem IgVH-Mutationsstatus, in zwei Gruppen geteilt: ein mlgVH-Genstatus
spricht flr einen milden Verlauf der Erkrankung, wahrend ein ulgVH-Genstatus mit einer aggressiven
Form der CLL korreliert. Die Phosphorylierungen wurden im nativen Zustand, nach Aktivierung durch
anti-lgM und nach Zugabe des Inhibitors Ibrutinib untersucht, der die Bruton-Tyrosinkinase und damit
eine zentrale Tyrosinkinase des BCR-Signalwegs hemmt. Die Stimulation des B-Zellrezeptors mittels
anti-lgM Immunobeads sollte den natirlichen Zustand der B- und CLL-Zellen im menschlichen Korper

nachahmen.

4.3.1. Initiale Experimente

4.3.1.1.Optimierung der Probenaufarbeitung von B- und CLL-Zellen

Um eine initiale Aktivierung der B- und CLL-Zellen zu verhindern, wurden die Zellen mittels negativer
Selektion isoliert (siehe Kapitel 3.2.1). Der anschlielende Zellaufschluss wurde zunéchst nach dem
Standardprotokoll in 1% (w/v) SDS-Lysepuffer durchgefiihrt, was jedoch zu keinem vollstdndigen
Aufschluss der Zellen fuhrte. Eine effiziente Lyse konnte mittels RIPA-Puffer und Zusatz von 1 % SDS
(w/v) erreicht werden. Allerdings zeigte sich, dass die Umpufferung auf den gewahlten TEAB-
Verdaupuffer, die durch das FASP-Protokoll erzielt werden sollte, nicht ohne Rickstdnde von
Detergenzien moglich war. Auch nach C18-Entsalzung enthielten die Proben noch Detergenzien, die
nicht mit der anschliefenden RP-LC Messung kompatibel waren. Daher wurden zusétzlich zu den
vorhandenen Waschschritten zwei Waschschritte mit 20 % ACN bzw. 50 % ACN zum FASP-Protokoll
hinzugefugt und parallel eine Aufarbeitung der gleichen Proben mittels Ethanolféllung getestet (siehe
Abbildung 4-13).
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Abbildung 4-13: Verdau- und Anreicherungskontrollen aus der Aufarbeitung der CLL-Zellen. (A) UV-
Chromatogramme der monolithischen Trennung nach FASP-Verdau bzw. Verdau nach Ethanolféllung (EtOH);
Detergenzien-Signal ~30 min. (B) LC-Auftrennung nach TiO»-Phosphopeptidanreicherung. Ein Verdau nach
Ethanolféllung war, im Gegensatz zu den FASP-Ansétzen mit 20 % bzw. 50 % ACN-Waschschritten, nicht fir
die Aufarbeitung der Proben geeignet.

Sowohl mittels Ethanolfallung als auch mit den zusétzlichen Waschschritten bei FASP konnte eine
Abreicherung der Detergenzien und damit eine verbesserte Umpufferung erreicht werden. Lediglich bei
der Verwendung von 20 % ACN konnten noch Riickstdnde von Detergens beobachtet werden, die aber
die Ergebnisse der Messung und die Lebensdauer der LC-Saulen nicht beeintrachtigten. Es stellte sich
jedoch heraus, dass bei einer darauf folgenden Phosphopeptidanreicherung grofRe Unterschiede in den
gemessenen angereicherten Proben sowohl im UV-Chromatogramm (siehe Abbildung 4-13 B) als auch
in der anschlieRenden Datenbanksuche nachweisbar waren. Bei der Verwendung von 20 % ACN als
Waschldsung konnten 12 % mehr Phosphopeptidsequenzen (~1600 Phosphopeptide mit einer Spezifitét
>75 %, 90 ug CLL-Probe), als mit 50 % ACN angereichert werden, was wahrscheinlich auf die
eingeschrankte Kompatibilitat der Filter mit ACN-Konzentrationen >20 % zurtickzufuihren ist. Nach
Ethanolfallung zeigte das UV-Chromatogramm eine stark verschobene Basislinie sowie deutlich
niedrigere Signalintensitaten. Insgesamt wurden mehr als 20 % weniger Phosphopeptide identifiziert als
mit den modifizierten FASP-Ansétzen. Daher wurde in den weiterfihrenden Experimenten das
modifizierte FASP-Protokoll mit 20 % ACN Waschschritten fiir den Verdau der CLL-Proben eingesetzt.

4.3.1.2.Initialer Proteomvergleich von B- und CLL-Zellen

Ein erster Vergleich des Proteoms von Zellen von CLL-Patienten der zwei Patientengruppen sowie B-
Zellen von gesunden Spendern wurde anhand von gepoolten Patientenproben durchgefiihrt (siehe
Tabelle 3-8). Hierbei wurden pro Gruppe die Zellen von mindestens drei Spendern aufgrund geringer
verfligbarer Probenmengen der B-Zellen gepoolt. Neben den unbehandelten Zellen (nativer Zustand)
lagen anti-IgM stimulierte Zellen, die fiir 20 min in Zellkultur stimuliert wurden, vor. Aufgrund der

kurzen Stimulationsdauer wurde keine Anderung auf Proteomebene nach IgM-Stimulus erwartet.
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Ziel dieses Versuches war es zunédchst auf Proteinebene die Anwendbarkeit der iTRAQ-basierten
Quantifizierung fir diesen Zelltyp zu testen und bekannte prognostische Marker zu detektieren sowie
zu quantifizieren. Um die Sensitivitat der Messung zu erhéhen, wurde vor der nano-HPLC Messung
eine pH 6-Fraktionierung durchgefuhrt. Insgesamt konnten so aus 30 pg Startmaterial 4550 Proteine,
mit mindestens zwei uniquen Peptiden, quantifiziert werden.

Nach IgM-Stimulation wurden lediglich 10 Proteine als differentiell exprimiert (>1,5-fache Regulation)
detektiert. Unter diesen Proteinen waren vier Isoformen des Histons H1 (Histon H1.2, H1.3, H1.4 und
H1.5), die jeweils eine starke Abnahme des Proteinlevels nach IgM-Stimulation aufwiesen (~|-1,7).
Ein Vergleich der relativen Abundanzen der nativen Proteinlevel zeigte, dass zwischen den CLL-
Patientengruppen lediglich 3 % aller Proteine (144 Proteine) differentiell waren, wéhrend 14 % (622
Proteine) eine Regulation im Vergleich von nativen B-Zellen und CLL-Zellen (mlgVH und/oder
ulgVH) aufwiesen. Auffallig war die geringere Expression von Proteinen in CLL-Zellen, die an der B-
Zellaktivierung beteiligt sind, wie CD79A (B-cell antigen receptor complex-associated protein alpha
chain, P11912), CD180 (Q99467) oder die Serin/Threonin-Phosphatase PPP3CA (Q08209). Mittels
Gene Ontology Annotation konnte unter den 622 differentiellen Proteinen eine signifikante
Anreicherung des biologischen Prozesses ,Zellaktivierung* bei 37 Proteinen (p-Wert 1,53-107)
ermittelt werden.

In der Literatur beschriebene Proteinmarker, die zur Differenzierung der milden von der aggressiven
Verlaufsform der CLL dienen, konnten mittels iTRAQ-basierter Quantifizierung bestétigt werden. Ein
wichtiger Surrogatmarker, das Expressionslevel der Tyrosinkinase ZAP-70 (P43403) war in den
Patienten der ulgVH-Gruppe stark erhoht (11,64). Auffallig war zudem das erhéhte Level von Septin-
10 (Q9POV9Y, 12,11) in der gleichen Gruppe. Auf Basis von Genexpressionsprofilen konnte bereits
gezeigt werden, dass die Expression von Septin-10 mit dem ulgVH-Genstatus korreliert [146]. Diese
Ergebnisse zeigen, dass trotz der hohen Variabilitat der Proteinexpression in CLL-Patienten ein globaler
LC-MS basierter Ansatz Veranderungen der Abundanzen sensitiv nachweisen kann.

Da gesunde B-Zellen von freiwilligen Spendern nicht in ausreichender Menge verfligbar waren, wurde

in folgenden Experimenten der Vergleich auf die CLL-Zellen beschrénkt.

4.3.2. Quantifizierung der Protein- und Phosphoproteinlevel

Zur Quantifizierung der Phosphorylierungsmuster in CLL-Zellen wurden jeweils drei Patienten mit dem
Genstatus mlgVVH sowie drei mit dem Status ulgVH untersucht. Hierbei erfolgte die Inkubation der
CLL-Zellen in Zellkultur zundchst fur 3 min mit dem spezifischen Inhibitor der Bruton-Tyrosinkinase
Ibrutinib (lbr), bevor ein Teil der Zellen unbehandelt weiter verarbeitet (nativer Zustand) und ein anderer
Teil fur 20 min mit anti-lgM-Immunobeads (IgM) inkubiert wurde. Pro Patient und Probenbehandlung
wurden 120 ug Protein verdaut. Nach dem Verdau erfolgte die Stabil-lsotopenmarkierung mittels

iTRAQ-Reagenzien sowie die Phosphopeptidanreicherung mittels TiO, nach dem Verfahren llic und
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HILIC-Fraktionierung. Aufgrund der grofRen Anzahl an Proben wurden drei iTRAQ-Experimente
durchgefuhrt (siehe Schema der Experimente Tabelle 3-9) und die Rohdaten anschlielend vereint. Aus
diesen umfassenden Daten war ein VVergleich der basalen Phosphorylierung, der Phosphorylierung nach
IgM-Stimulus sowie nach Zugabe des BTK-Inhibitors moglich.

Im Durchschnitt konnten in den drei iTRAQ-Experimenten 10.172 + 1213 Phosphopeptidsequenzen mit
einem phosphoRS-Wert >90 % quantifiziert werden. Fur die Vergleiche der Phosphorylierungsmuster
wurden jedoch nur die 9184 Phosphopeptidsequenzen herangezogen, die in mindestens zwei der drei
iTRAQ-Experimente quantifiziert werden konnten. Diese Phosphopeptidsequenzen stammten aus
2854 Phosphoproteinen.

Auf der Ebene der Phosphoproteine konnten 55 % der Proteine (2198 Phosphoproteine) in allen drei
iTRAQ-Experimenten quantifiziert werden (siehe Abbildung 4-14)

Set2 / Set 3
312 L 443

2198

162
185

202
Set 1

Abbildung 4-14: Schnittmenge der quantifizierten Phosphoproteine aus den drei iTRAQ-Experimenten.
Der Vergleich erfolgte basierend auf den identifizierten UniProt Protein Accessions pro Datensatz.

Zusétzlich wurde ein kleiner Teil der nativen, iTRAQ markierten Patientenproben (5 g pro Patient) fiir
die Bestimmung der globalen Proteinlevel herangezogen. Hierbei wurden 3466 Proteine mit jeweils
mindestens zwei uniquen Peptiden quantifiziert, von denen 38 zwischen den Patientengruppen
differentiell waren (moderated t-test, Regulation log. fold change >(MD+3-SD), p<0,05). Diese globale
Messung bestétigte die oben genannten Ergebnisse des initialen Proteomvergleichs: sowohl ZAP-70
(11,34) als auch Septin-10 (11,29) zeigten signifikant erhohte Proteinlevel in der ulgVH-Gruppe.
Dartiber hinaus fiel das Protein MARCKS (Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate, P29966) auf,
welches ein stark reduziertes Expressionslevel in ulgVH-Patienten aufwies (|-2,42). Da ein
Zusammenhang zwischen der Proteinexpression von MARKCS und dem IgVH-Genstatus in CLL nicht
bekannt war, wurden Western Blot Analysen von einem groReren Patientenkollektiv (n=45)
durchgefuhrt. Eine anschlieRende semi-quantitative Auswertung der Western Blots Uber die Starke der
detektierten Proteinbanden bestatigte, dass eine signifikant verringerte Expression von MARCKS in

Patienten der ulgVVH-Gruppe vorlag (siehe Abbildung 4-15).
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Abbildung 4-15: Validierung der Proteinexpressionslevel in CLL-Patienten mittels Western Blot. (A)
Exemplarisch sind die Western Blots von jeweils flinf Patienten pro Gruppe dargestellt (insgesamt n=45). (B) Bei
den 45 untersuchten Patienten konnten signifikante Unterschiede des Proteinlevels von MARCKS in Abhéngigkeit
von ihrem IgVH-Genstatus nachgewiesen werden.

4.3.2.1.Quantifizierung der basalen Phosphoproteinlevel

Zur Quantifizierung der basalen Phosphorylierungsmuster wurden in diesem Versuchsteil nur die
Peptidsequenzen verglichen, die im nativen Zustand der CLL-Zellen (ohne Stimulation mit anti-lgM
oder Zugabe von Ibrutinib) eine Phosphorylierung aufwiesen. Uber eine statistische Analyse mittels
moderated t-test (siehe auch 3.2.8.2) konnten 129 Phosphopeptidsequenzen als differentiell zwischen
ulgVH- und mlgVH-Patienten nachgewiesen werden (siehe Anhang Tabelle 12-1). Die
Regulationsfaktoren der einzelnen Phosphopeptidsequenzen (log. fold change) sind in Abbildung 4-16
gegen die berechnete Signifikanz (-logio p-value) aufgetragen.

ulgVH vs. migvH

-log,, p-value

log, fold change

Abbildung 4-16: Vergleich der basalen Phosphorylierung zwischen ulgVH und migVVH CLL-Patienten. Die

gestrichelten Linien geben die Schwellenwerte fiir eine signifikante Regulation an: p<0,05 sowie log, fold change
>(MD+3-SD).
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Auffallend war, dass 108 der 129 differentiellen Phosphopeptidsequenzen eine verstarkte basale
Phosphorylierung bei Patienten der ulgVH-Gruppe zeigten. Unter diesen befanden sich die
Phosphorylierungsstellen mehrerer Kinasen, wie die der Serin/Threonin-Proteinkinasen PAK2 (S20
12,09; S55 12,64; S152 12,29, Q13177) und MAP3K1 (S10 12,15, Q13233) sowie der Tyrosin-
Proteinkinase LYN (Y32 12,02, P07948). Allerdings konnten mittels KEGG-Signalweg-Analyse keine
signifikant angereicherten Signalwege bestimmt werden.

4.3.2.2.Quantifizierung der Phosphoproteinlevel nach IgM-Stimulation

Um die isolierten CLL-Zellen in Zellkultur &hnlichen Bedingungen auszusetzen wie im menschlichen
Kdorper, wurden anti-lgM Immunobeads zur Nachahmung der Antigenbindung an den BCR eingesetzt.
Die veranderten Phosphorylierungslevel nach IgM-Stimulation wurden mit denen der unbehandelten,
nativen CLL-Zellen verglichen (IgM vs. nat). Obwohl eine Vielzahl an Proteinen nach IgM-Stimulation
eine erhohte Phosphorylierung aufwies, konnten nur 94 Phosphopeptidsequenzen in Patienten der
ulgVH-Gruppe und 37 in der migVH-Gruppe als differentiell nachgewiesen werden (siehe Anhang
Tabelle 12-2 und Tabelle 12-3). Unter den regulierten 94 Phosphopeptiden der ulgVH-Gruppe wiesen
79 Sequenzen eine verstarkte Phosphorylierung auf, bei der migVH Gruppe 33 von 37 (siehe Abbildung
4-17 A und B).

A B ..

44 , . IgMvs. nat ulgVH + IgM vs. nat migVH

-log10 p.value

log2 fold change log, fold change

Abbildung 4-17: Vergleich der Phosphorylierungslevel nach IgM-Stimulation. Der Vergleich erfolgte
innerhalb (A) der ulgVH- bzw. (B) der mligVH-Patientengruppe zwischen anti-IlgM stimulierten und nativen
Zellen (IgM vs. nat). Die gestrichelten Linien geben die Schwellenwerte fir eine signifikante Regulation an:
p=<0,05 sowie log, fold change >(MD+3-SD).

Mittels KEGG-Signalweg-Analysen, in die alle differentiellen Phosphoproteine, unabhangig von der
Patientengruppe, einbezogen wurden, konnten das Spliceosom, die Fc-y-Rezeptor vermittelte
Phagozytose, der BCR- sowie der MAPK-Signalweg als angereicherte Signalprozesse bestimmt werden
(siehe Tabelle 4-1).

76



Ergebnisse

Tabelle 4-1: Signifikant angereicherte Signalprozesse aller nach IgM-Stimulation signifikant veranderter
Phosphoproteine geméafR KEGG-Signalweg-Analyse. Die Ergebnisse basieren auf Unterschieden zwischen und
innerhalb der Patientengruppen. 154 Protein-IDs; Schwellenwert KEGG: p-Wert <0,05.

Angereicherte Signalwege zugeordnete Proteine p-Wert

Spliceosom 7 (4,5 %) 1,20-10°%
Fc-y R-vermittelte Phagozytose 5 (3,2 %) 1,27-102
BCR-Signalweg 4 (2,6 %) 3,50-107
MAPK-Signalweg 7 (4,5 %) 4,16-10?

Basierend auf der Annahme, dass mittels IgM-Stimulation zunéchst eine Aktivierung des BCR-
Signalwegs erfolgt, wurden Proteine dieses Signalwegs naher betrachtet. In beiden Patientengruppen
konnte eine verstérkte Phosphorylierung der zentralen Tyrosinproteinkinase SYK (P43405) an S297
(~11,3) des BCR nachgewiesen werden. SYK bindet an phosphorylierte, Rezeptor-assoziierte Ketten
des B-Zellrezeptors und stellt so eines der ersten Proteine der BCR-Signalkaskade dar. Die Erhdhung
der Phosphorylierung an S297 stimmte mit Literaturangaben Uberein, in denen ein Anstieg der
Phosphorylierung an dieser Aminosaure funf Minuten nach BCR-Stimulation in B-Zellen nachgewiesen
werden konnte [147]. Dieses Ergebnis zeigte, dass die Stimulation des BCR erfolgreich war und somit
eine Aktivierung der Zellen vorlag.

Interessanterweise wiesen die Aminosauren Y32, Y306 und Y316 der Tyrosinkinase LYN (P07948),
die an der Phosphorylierung des BCR und zusammen mit SYK an der initialen Signalweiterleitung im
BCR-Signalweg beteiligt ist, in zwei der drei Patienten der ulgVH-Gruppe eine verringerte
Phosphorylierung auf. Aufgrund der Heterogenitit innerhalb der Patientengruppe wurde diese
Veranderung nicht als signifikant identifiziert (p-Wert ~0,12), allerdings deutet dies auf eine unerwartete
Reaktion der CLL-Zellen von ulgVH-Patienten nach Aktivierung hin, die in mlgVVH-Patienten nicht zu
beobachten war.

Im Hinblick auf MARCKS konnte in Patienten mit mlgVVH-Status nach IgM-Stimulation eine Zunahme
der Phosphorylierung an S170 (10,83, p-Wert 0,01) identifiziert werden. Die Phosphorylierung in
Patienten der ulgVH-Gruppe nahm an dieser Aminoséure nicht zu.

Die erwartet hohe Heterogenitét der CLL-Patienten erschwerte die statistische Auswertung der Proben

und flhrte zu insgesamt hohen Signifikanzwerten.

4.3.2.3.Quantifizierung der Phosphoproteinlevel nach Zugabe des Kinaseinhibitors
Ibrutinib

Zur Untersuchung der spezifischen Effekte von Ibrutinib auf die Phosphorylierungsmuster von
Proteinen, die Substrate von BTK darstellen oder downstream von BTK im BCR-Signalweg liegen,

wurde ein Vergleich mit stimulierten Zellen vorgenommen (IgM-I1br vs. IgM).
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Bei den Patienten der ulgVH-Gruppe konnten 37 Phosphopeptidsequenzen als differentiell bestimmt
werden, bei der migVVH-Gruppe lediglich 11 (siehe Anhang Tabelle 12-4 und Tabelle 12-5). Auffallig
war, dass die signifikant differentiellen Phosphopeptidsequenzen der ulgVH-Patienten alle eine

verringerte Phosphorylierung aufwiesen (siehe Abbildung 4-18 ).

A IgM-Ibr vs. IgM ulgVH B " IgM-lbr vs. IgM migVH
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Abbildung 4-18: Vergleich der Phosphorylierungslevel nach Zugabe des BTK-Inhibitors Ibrutinib und
anschlieRender Stimulation der Zellen mit anti-IgM. (A) Vergleich der Anderung der Phosphorylierungen
innerhalb der Patienten der ulgVH-Gruppe bzw. (B) der mligVH-Gruppe (IgM-Ibr vs. IgM). Die gestrichelten
Linien geben die Schwellenwerte fiir eine signifikante Regulation an: p<0,05 sowie log, fold change >(MD+3-SD).

Bei einem Vergleich der mit Ibrutinib behandelten Zellen nach Stimulation mit reinen IgM-stimulierten
Zellen konnten keine signifikanten Veranderungen in den Phosphorylierungsleveln von upstream von
BTK gelegenen Proteinen, wie z. B. SYK und LYN, festgestellt werden. Im Gegensatz dazu gab es
jedoch einige interessante Verdnderungen an weiter downstream gelegenen Proteinen: In beiden
Patientengruppen konnte eine signifikant verringerte Phosphorylierung von BCL2L11 (Bcl-2-like
protein 11, 043521. ~|-1,2), auch bekannt als BIM, an S77 quantifiziert werden. Zudem lag in Zellen
mit ulgVVH-Genstatus eine geringe Phosphorylierung an S656 in PIK3AP1 (Phosphoinositide 3-kinase
adapter protein 1, Q6ZUJ8, |-0,91) nach Ibr-Zugabe vor.

Bei einem Vergleich der Phosphorylierungslevel, die sich zwischen den Patientengruppen
unterschiedlich verhielten, fiel erneut die Phosphorylierung an S170 in MARCKS auf, die in Patienten
der migVH-Gruppe signifikant verringert (|-0,84), in den ulgVVH-Patienten nach Zugabe von Ibrutinib
verstarkt, jedoch nicht signifikant verandert vorlag (10,67, p-Wert 0,07).

Die Untersuchung der Phosphorylierungsmuster sowohl innerhalb einer Patientengruppe als auch
zwischen den beiden Gruppen zeigte eine sehr spezifische Wirkweise des Kinaseinhibitors Ibrutinib.
Nur wenige Proteine wiesen eine statistisch signifikante Anderung ihres Phosphorylierungslevels auf.
Aufgrund der geringen Anzahl an identifizierten differentiellen Phosphoproteinen, die auf die Ibrutinib-

Behandlung ansprachen, war die Suche nach angereicherten Signalwegen mittels Datenbankabgleich
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nicht sinnvoll. Ein erster Einblick in die Ubergeordneten Prozesse konnte jedoch anhand der VVorhersage
der beteiligten Kinasen gewonnen werden (siehe Kapitel 5.3.2).

4.4. Nachweis von Phosphohistidin

Die Rolle von N-Phosphorylierungen in biologischen Systemen ist weniger gut untersucht als die der
O-Phosphorylierungen. Ein Grund fir den Mangel an Informationen stellt die S&ureinstabilitat der P-N
Bindung dar, die den Nachweis mittels der in dieser Arbeit bereits beschriebenen LC-MS basierten
Strategien einschrankt.

Ziel dieser Arbeit war es daher alternative LC-MS basierte Techniken zum Nachweis von
Phosphohistidin zu etablieren. Hierflir war die Anpassung der Bedingungen wéhrend der
Probenvorbereitung und chromatographischen Trennung entscheidend, die anhand von chemisch
phosphorylierten synthetischen Peptiden sowie Standardproteinen evaluiert wurden. Nach diesen
Vorexperimenten sollte das endogene Vorkommen von pHis in Prokaryoten untersucht werden, da pHis
als intermediare PTM u.a. im PEP-PTS System bereits nachgewiesen werden konnte [123]. Als
Modellsystem wurde E. coli gewéhlt, da sie leicht kultivierbar sind, sich schnell vermehren und ihren
Stoffwechsel somit schnell auf Anderungen im Kultivierungsmedium anpassen kénnen. Zudem besitzen

die bakteriellen Zellen einen geringeren dynamischen Bereich als z. B. humane Zellen.

4.4.1. Antikorper-basierter Nachweis von pHis

Eine Kooperation mit Prof. C. Hedberg (ehemals Max-Planck-Institut fiir molekulare Physiologie,
Dortmund, jetzt Universitat Umea, Schweden) ermdglichte die Evaluierung der Spezifitat eines anti-
pHis spezifischen, polyklonalen Antikorpers, der nicht kommerziell erhéltlich ist. Dieser AntikOrper
wurde fiir eine Immunodetektion sowie eine Immunprézipitation (IP) herangezogen. Mittels in vitro
phosphorylierter Proteine, die durch eine Inkubation mit Kaliumphosphoramidat selektiv an Histidin
modifiziert wurden (siehe Kapitel 3.2.3.7), wurde die Spezifitat des Antikorpers flr pHis Gberpriift. Dies
ist in Abbildung 4-19 exemplarisch am Beispiel von pHis-BSA gezeigt.

M pHis-BSA + HeLa-Lysat

# 952¢ # 95°C it 95°C
kDa
g0 .

- - . ‘ - pHis-BSA
.

Abbildung 4-19: Kontrolle der Spezifitat des anti-pHis Antikdrpers mittels pHis-BSA. pHis-BSA (2,5 ug)
wurde ohne Vorbehandlung (,#“) sowie nach 15 mindtiger Inkubation bei 95 °C, zur Entfernung der
Phosphorylierung, detektiert. Zudem wurde die Reaktivitat des Antikdrpers gegeniiber einem HeLa-Lysat (20 pg)
mit Zusatz von pHis-BSA getestet (Duplikate in Spur 4-7). M = PageRuler Proteinmarker 10-250 kDa.
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Zur Unterscheidung von echt und falsch positiven Signalen wurde zunéchst eine Hélfte der Probe
unbehandelt verwendet und die andere Hélfte, wie in der Literatur beschrieben [148], mit Sdure
behandelt. Erste Tests zeigten, dass das Aufkochen eines E. coli Zelllysats mit 1 % TFA fir 60 min zu
einer Prazipitation fihrte, sodass auf dem Gel der SDS-PAGE nach Coomassie-Farbung keine
getrennten Banden mehr erkennbar waren. Daher wurde als Negativkontrolle fur die SDS-PAGE die
Probe vor dem Beladen des Gels fur 15 min bei 95 °C im LDS-Ladepuffer aufgekocht. Hierdurch konnte
sowohl die Phosphorylierung an Histidin effizient entfernt als auch die Trennschérfe der Proteinbanden
im Vergleich zur unbehandelten Probe erhalten werden. Weder gegentber der Negativkontrolle noch
gegeniiber einem komplexen Zelllysat, in dem O-Phosphorylierungen enthalten waren, konnten
Nebenreaktionen beobachtet werden.

Nach diesen Vorversuchen sollte ein Nachweis von endogenen pHis in E. coli erfolgen. Die
Kultivierung der Bakterien fand in Minimalmedium M63, dem Glukose oder Glycerol als
Kohlenstoffquelle zugesetzt wurde, statt. Unter Zusatz von Glycerol statt Glukose als C-Quelle wurde
das Wachstum der Bakterien deutlich verlangsamt, sodass eine Umstellung des Stoffwechsels und somit
ein verandertes Phosphorylierungsmuster erwartet wurde. Zudem wurde die Kultivierung parallel mit
einer Limitierung an verfligbarem Stickstoff im Minimalmedium, somit ohne Zusatz von
Ammoniumsulfat, durchgefiihrt. Hierdurch wurde eine Steigerung der Histidinphosphorylierung,
unabhéngig von der Kohlenstoffquelle erwartet [123].

Nach Aufschluss der Bakterien mittels Ultraschalllanze sowie der Entfernung unldslicher
Zellbestandteile mittels Zentrifugation wurden pro Spur 30 pg E. coli Lysat unbehandelt bzw. nach
Aufkochen bei 95 °C fiir 15 min auf das Gel fiir den Western Blot aufgetragen. Als Positivkontrolle
diente phosphoryliertes Myoglobin (siehe Abbildung 4-20).

M E. coli M PC
GlutN GlytN Glu Gly Glu+N Gly*N Glu Gly Kulturmedium
= # # # 95°C 95°C 95°C 95°C #  Vorbehandlung
kDa 185 - —
115 o -
.
SO -
65 - - e
— :
.
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o
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Abbildung 4-20: Nachweis endogener Histidinphosphorylierung in E. coli mittels anti-pHis Antikérper. Die
Bakterien wurden unter verschiedenen Bedingungen herangezogen: ,,Glu“ = Glukose bzw. ,,Gly* = Glycerol als
C-Quelle. ,,+N* = mit Stickstoffzugabe zum Minimalmedium . In den Negativkontrollen erfolgte die Auftragung
in gleicher Reihenfolge nach Hitzebehandlung (,,95 °C*). M = PageRuler Proteinmarker 10-250 kDa; PC = pHis-
Myoglobin.
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Mittels Immunodetektion konnte eine endogene Phosphorylierung von Histidin in E. coli nachgewiesen
werden. Sowohl bei der Kultivierung mit Glukose als auch mit Glycerol als C-Quelle waren deutlich
starkere Banden in der Positivkontrolle im Vergleich zur Negativkontrolle sichtbar. Zudem deuteten
sich leichte Unterschiede im Phosphorylierungsmuster zwischen den beiden Kohlenstoffquellen an,
insbesondere im Hinblick auf die Intensitat von Signalen mit vergleichbarem Molekulargewicht. Auch
in den Negativkontrollen waren schwache Banden zu sehen, die einer ungentigenden Blockierung der
Membran mit BSA oder einer geringen Kreuzspezifitat des Antikdrpers zeugen konnten. Die in der
Literatur beschriebene Zunahme der Phosphorylierung nach Limitierung des verfligbaren Stickstoffs im
Medium konnte in keinem der durchgefiihrten Versuche bestétigt werden. Auch aufgrund des langsamen
Wachstums der Bakterien (mehr als 14 h bis OD 1) wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

Die erstellten E. coli Kulturen mit Glukosezusatz wurden im Laufe der Arbeit zur Etablierung von
Anreicherungstechniken herangezogen, in denen jeweils mittels Western Blot das Vorliegen von
Histidinphosphorylierungen initial Uberpruft wurde.

Trotz der hohen Spezifitat des anti-pHis Antikorpers in Dot Blots und den gezeigten Western Blots
konnte keine signifikante Anreicherung von pHis in Losung erreicht werden. Hierbei wurden
unterschiedliche Protokolle getestet, die sich u.a. an einem Protokoll von Kee et al. [123] orientierten,
in dem ein in der Arbeitsgruppe generierter anti-pHis Antikorper gebunden an magnetische Beads
erfolgreich zur IP von pHis aus E. coli-Lysaten eingesetzt werden konnte. Hierbei diente ein 25 mM
Tris-Puffer mit 137 mM NaCl und 2,7 mM KCI als IP-Puffer sowie modifiziert mit 0,1 % Tween als
Waschpuffer, wahrend die Elution mit pTze pHis-Analogon oder LDS-Ladepuffer erfolgte. Die
Ergebnisse konnten mit dem vorhandenen anti-pHis Antikorper weder an in vitro phosphorylierten
Standardproteinen noch an E. coli Lysaten reproduziert werden. Auch die Verwendung verschiedener
magnetischer Beads zur Kopplung des Antikdrpers, Magnetbeads mit Protein A/G sowie NHS-aktivierte
magnetische Beads (beide Thermo Fisher Scientific) und eine Verldngerung der Inkubationszeitrdume
der Antikorper-Bead-Komplexe mit den anzureichernden Proben, von 1 h auf 4 h sowie iber Nacht,
flhrten zu keiner Verbesserung der Anreicherung.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde daher darauf hingearbeitet eine Chromatographie-basierte
Anreicherungsmethode fir pHis mit anschlieRendem Nachweis mittels LC-MS/MS zu etablieren, um
eine hohere Sensitivitat des Verfahrens sowie den Einsatz niedrigerer Probenmengen als bei Antikorper-

basierten Verfahren zu ermdglichen.

4.4.2. Optimierung des LC-MS basierten pHis-Nachweises
4.4.2.1.Untersuchungen zur Stabilitat der Histidinphosphorylierung

Zur Untersuchung der Stabilitit des Phosphohistidins in sauren Ldsungen wurden zundchst

Peptidstandards hergestellt. Da es bei N-Phosphorylierungen nicht mdéglich ist, die phosphorylierte
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Aminoséure fiir die Peptidsynthese als ,,building block* zu kaufen, erfolgte die Phosphorylierung der
Peptide mittels Kaliumphosphoramidat nach der eigentlichen Synthese der Sequenzen (siehe Kapitel
3.2.3.7). Die Effizienz der Phosphorylierungsreaktion war stark von der Peptidsequenz abhéngig sowie
vom Alter des Phosphoramidats und lag zwischen 40-50%. Nach mehrfachem Auftauen der Probe oder
mehrwadchiger Lagerung bei -80 °C sank der Anteil der phosphorylierten Variante teilweise auf unter
10 %.

Um die Stabilitat der phosphorylierten Peptide besser einschatzen zu kdnnen, wurden vier synthetische
Peptide (Peptid ID 441, 434, 401, 397; siehe Tabelle 3-5), die zuvor in vitro phosphoryliert wurden, in
0,1 % TFA in Wasser (pH 1,8-2,0) bei RT sowie bei 60 °C inkubiert. Die Inkubation erfolgte (iber einen
Zeitraum von 15, 30, 60, 120 oder 720 min. Anschliefend wurden die Proben (ber eine C18-Phase
mittels des TFA/FA-Standardpuffersystems bei 60 °C fur 60 min getrennt und in einem Orbitrap Elite
Massenspektrometer detektiert. Flr die Auswertung wurde der Zeitpunkt der Zugabe von 0,1 % TFA
zu den phosphorylierten Peptiden (0 min Inkubation) als 100 % gesetzt und die Flache des jeweiligen
phosphorylierten Peptids flr die Zeitpunkte verglichen, um die Abnahme der Phosphorylierung zu

zeigen (siehe Abbildung 4-21).
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Abbildung 4-21: Uberpriifung der Stabilitat von pHis in 0,1 % TFA. Die Inkubation der vier phosphorylierten
Peptide fand bei (A) RT oder (B) 60 °C fir bis zu 720 min in 0,1 % TFA in H,O statt (pH 1,8-2,0, Duplikate).
Gezeigt ist die Abnahme der Flache des phosphorylierten Peptids. Die Bestimmung der Flachen aus zwei
technischen Replikaten erfolgte mittels der Software Skyline. Zur besseren Ubersicht ist die Zeitachse gestaucht

dargestellt.

Obwohl die Phosphorylierung an Histidin séurelabil ist, lagen nach einer zweistiindigen Inkubation bei
pH ~2 unter RT weniger als 40 % der Peptide dephosphoryliert vor. Im Gegensatz dazu zeigte sich, dass
bei einer Erhéhung der Temperatur auf 60 °C die Dephosphorylierung der synthetischen Peptide
deutlich schneller einsetzte. Bereits nach 15 min war die Flache der phosphorylierten Peptide mehr als
70 % verringert, unabh&ngig von der Peptidsequenz. Nach einer 60 minttigen Inkubation der Probe bei

60 °C konnte keine Phosphorylierung mehr nachgewiesen werden.
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Diese Ergebnisse zeigten, dass eine kurze Lagerung der Proben unter sauren Bedingungen, z. B. vor der
LC-MS Analyse, moglich ist und auch kurze Waschschritte mit siurehaltigen Puffern in der
Probenaufarbeitung eingebunden werden konnen. Kritisch war hingegen die Temperatur wéhrend der
Inkubationszeit. Insbesondere im nano-HPLC-Bereich werden oft hohe Temperaturen eingesetzt, um
den Druck des Systems zu senken, sodass die Analyten wéhrend der gesamten Trennung hohen
Temperaturen ausgesetzt sind. In der verwendeten Analysemethode wurde die Temperatur im
Saulenofen von 60 °C auf 35°C verringert, was bei einer Flussrate von 250 nL/min Kkeine
Druckprobleme verursachte. Zudem wurde eine angepasste Festphasenextraktion fur pHis-Proben
angewendet, bei der eine Neutralisation der Eluate mit 25 %iger NH,OH-Ldsung vor der
Vakuumtrocknung erfolgte, da dieser Schritt in Abhangigkeit vom VVolumen der Probe mehrere Stunden

dauern kann.

4.4.2.2.0ptimierung der chromatographischen Bedingungen

Ausgehend von Literaturrecherchen wurden unterschiedliche HPLC-Puffersysteme fir die Analyse von
pHis mittels C18 getestet [22, 121, 149].

Zu Beginn der Arbeit wurde zundchst ein Puffersystem mit 10 mM Ammoniumhydroxid, eingestellt auf
pH 8, als wéssrige Komponente der mobilen Phase eingesetzt. Unter diesen Pufferbedingungen konnte
jedoch kein stabiles Spray mit der nano-Kopplung zwischen LC und MS aufgebaut werden. Dieses lag
zum einen an einer unvollstandigen lonisierung, die aufgrund der fehlenden Protonierung der Analyten
in der mobilen Phase im positiven MS-Modus auftrat und zum anderen daran, dass der Zerstauber bereits
nach wenigen Messungen durch Salzkristalle blockiert war. Um eine effizientere lonisierung und ein
reproduzierbares Messsystem gewahrleisten zu konnen, wurde ein Puffersystem mit 10 mM
Ammoniumacetat (NHsAc), eingestellt auf pH 6, getestet. Ein Vergleich der Puffersysteme anhand der
Messungen eines Standard-HeLa-Verdaus (0,25 g, LC-MS 120 min) zeigte, dass die
Identifikationsrate an Proteinen durch Verwendung von NHsAc um 15 % und die Anzahl identifizierter
Peptide sogar um 31 % im Vergleich zu Messungen mit Ammoniumhydroxid verbessert werden konnte.
Nach diesen allgemeinen Vorversuchen wurde der Einfluss der mobilen Phase auf die Phosphorylierung
an Histidin anhand von chemisch phosphoryliertem BSA nach Trypsinverdau in vier verschiedenen
HPLC-L06sungsmittelsystemen evaluiert, die in Tabelle 3-17 und Tabelle 3-18 beschrieben sind. Die
Beurteilung der HPLC-Puffer erfolgte anhand der Peakflachen (XICs) und der chromatographischen
Auftrennung phosphorylierter Peptide von pHis-BSA (siehe Abbildung 4-22).
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Abbildung 4-22: Vergleich verschiedener mobiler Phasen fur die Analyse von pHis mittels LC-MS. (A)
Exemplarisch wurden fiinf phosphorylierte Peptide von pHis-BSA ausgewahlt und die absoluten Peakflédchen
verglichen. Die Bestimmung der Flachen erfolgte mittels der Software Skyline. (B) Zudem erfolgte ein direkter
Vergleich der Auftrennung des phosphorylierten Peptids (p)HLVDEPQNLIK sowie die Bestimmung des Anteils
des pHis Peptids an der Probe anhand von XICs in Xcalibur (je 200 fmol pHis-BSA Verdau).

Fur die funf gewahlten tryptischen Phosphopeptidsequenzen aus pHis-BSA konnten deutliche
Unterschiede der Phosphorylierungslevel zwischen den Puffern und in Abhéangigkeit von der
Peptidsequenz festgestellt werden. Bei drei von fiinf Sequenzen konnte mittels 0,1 % Essigsaure-
Puffersystem bei pH ~3,2 (System 3) die grofite Menge an phosphoryliertem Peptid nachgewiesen
werden. Auch das Aufspiilen auf die Vorsdaule mit 0,1 % FA und eine Trennung mit 0,1 % Essigséure
flhrte zu hohen absoluten Peakflachen (System 2). In diesen beiden Puffersystemen konnte jedoch das
Peptid SpHCIAEVEK nur schwach detektiert werden. Es zeigte sich, dass das saure Standardsystem mit
pH <2,8 (Puffersystem 1) trotz eines teilweisen Verlusts der Phosphorylierung, was auch am geringsten
Anteil des phosphorylierten Peptids an der Gesamtmenge des Peptids sichtbar wurde (siehe Abbildung
4-22 B), absolut gesehen bei allen pHis-Peptiden zu einem sensitiven Nachweis fuhrte, der weniger von
der Peptidsequenz beeinflusst wurde. Die geringste Sensitivitat lag in dem 10 mM Ammoniumacetat-
Puffersystem bei pH6 (System 4) vor. Ein Vergleich der chromatographischen Auftrennung,
exemplarisch gezeigt flr das Peptid pHLVDEPQNLIK und seine dephosphorylierte Variante, lief}

erkennen, dass die Peptide bei der Verwendung von Essigsaure (Puffersystem 3) und Ammoniumacetat
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(Puffersystem 4) teilweise ein ausgeprégtes Tailing zeigten oder verbreitert von der Saule eluierten.
Interessant war hierbei, dass sich die Elutionsreihenfolge von phosphoryliertem und dephosphoryliertem
Peptid bei pH 6 im Gegensatz zu den saureren Puffersystemen veranderte, sodass bei pH 6 zuerst das
pHis-Peptid eluierte. Das Standardpuffersystem (System 1) fuihrte zu den geringsten Peakbreiten sowohl
flr die phosphorylierte als auch fur die dephosphorylierte Form der Peptide. Der hohe Anteil an nicht
phosphorylierten  Peptiden ist durch eine unvollstdndige Reaktion der Histidine mit
Kaliumphosphoramidat oder die die Lagerung des pHis-BSA Verdaus bei -80 °C tiber mehrere Wochen
zu erklaren. Allerdings lag in allen Puffersystemen das gleiche Verhéltnis von Histidin und
Phosphohistidin zu Beginn der Messungen vor.

Insbesondere im Hinblick auf den Nachweis von endogenen Phosphorylierungen war eine hohe
Sensitivitat wichtig, was bei einem neutralen Puffersystem aufgrund der eingeschrénkten lonisierung
der Analyten in der mobilen Phase und des teilweise starken Tailings der Peptide nicht gegeben war. Im
weiteren Verlauf der Arbeit erfolgte die Auftrennung komplexer Proben daher mittels 0,1 % TFA/FA
Puffersystem (Standardsystem 1), da in diesem System eine relativ sensitive Detektion unabhangig von
der Peptidsequenz mdglich war. Vor allem im Hinblick auf die Phosphorylierungsrate einzelner Peptide

wurde alternativ auch das Puffersystem mit 0,1 % Essigsédure eingesetzt (System 3).

4.4.2.3.Besonderheiten der pHis-Detektion mittels LC-MS

Der Nachweis von Phosphorylierungen hangt nicht nur von einer optimalen Probenvorbereitung ab,
sondern auch von den Parametern der Datenbanksuche, wie den verwendeten Suchalgorithmen und den
Kriterien zur Lokalisierung der PTMs. Bei der Zuweisung der Phosphorylierung zu einer Aminoséaure
eines Proteins wurde zunéchst, wie auch fiir den Nachweis der O-Phosphorylierung, der phosphoRS
Algorithmus eingesetzt (phosphoRS Wert >90 %). Zusétzlich erfolgte die Inkubation eines Teils der
Probe mit 1% TFA fiir 60 min bei 60 °C, um sicher zu gehen, dass es sich bei der detektierten
Phosphorylierung um eine séurelabile Phosphorylierung am Histidin handelte (Negativkontrolle).

Als Testprobe diente wiederum verdautes pHis-BSA, welches sowohl nach HCD-, als auch nach CID-
Fragmentierung in der Orbitrap Elite gemessen wurde (60 min Gradient, TFA/FA-Puffersystem).
Hierbei konnten acht phosphorylierte Peptidsequenzen mittels HCD- bzw. neun mittels CID-
Fragmentierung und Mascot-Suchalgorithmus identifiziert werden. Als Filterkriterien wurden eine FDR
<5 % und ein Mascot Peptide lon Score >15 gewdhlt, da durch die mehreren tausend Eintrage (>6900
Eintrdge) der verwendeten hausinternen Datenbank die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten falsch
positiver BSA-ldentifikationen relativ gering war. In der Negativkontrolle, die mit 1 % TFA bei 60 °C
far 60 min behandelt worden war, konnte kein phosphoryliertes Peptid detektiert werden, sodass falsch
positive Treffer ausgeschlossen werden konnten.

Eine Weiterentwicklung von phosphoRS stellt der Algorithmus ptmRS

(http://ms.imp.ac.at/?goto=ptmrs) dar, der ebenfalls eine Wahrscheinlichkeit fiir die Lokalisierung einer
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Phosphorylierung bestimmt. Dieser Algorithmus beinhaltet zudem die Mdglichkeit verschiedene PTMs
auszuwahlen und Neutralverluste sowie diagnostische lonen pro PTM selbst zu spezifizieren, die von
phosphoRS nicht beriicksichtigt werden. Wenn keine Anpassung der Suchparameter (im eingebundenen
XML File in Proteome Discoverer) vorgenommen wird, entsprechen die Standardeinstellungen fur die
PTM ,,Phosphorylierung“ denen von phosphoRS. Unter diesen Standardeinstellungen konnten von 24
identifizierten Phospho-PSM nach HCD-Fragmentierung allerdings nur sechs Phosphorylierungen
korrekt (ptmRS-Wert >90 %) Histidin zugeordnet werden, nach CID-Fragmentierung waren es neun
von 22 Phospho-PSM. Alle anderen Phosphorylierungen wurden Serin, Threonin sowie Tyrosin
zugeordnet oder die Lokalisierung war nicht eindeutig moglich.

Um die Zuordnung der Histidinphosphorylierung zu verbessern, wurden daraufhin einzelne Spektren
von pHis-Peptiden auf zusatzliche und unbekannte auftretende Neutralverluste sowie diagnostische
lonen untersucht (siehe Abbildung 4-23). Wahrend bei CID-Fragmentierung die Abspaltung von
Phosphorsdure HsPO, (-98 Da) vom Vorlauferion das Spektrum dominierte, traten bei HCD-
Fragmentierung sowohl Neutralverluste von Phosphorsaure als auch von Metaphosphorsédure HPO3;

(-80 Da) vom Vorlauferion auf. HCD-Spektren wiesen insgesamt einen hoheren Informationsgehalt auf.
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Abbildung 4-23: Analyse der MS/MS Fragmente eines pHis-Peptids nach CID- und HCD-Fragmentierung.
(A) In Fragmentionenspektren von pHVLDEPQNLIK (m/z 693,34; 2+) nach CID-Fragmentierung dominierte der
Neutralverlust (NL) von Phosphorsaure (-HsPO4, 98 Da). (B) Nach HCD-Fragmentierung trat neben einem Verlust
von Phosphorséure ein Verlust von Metaphosphorsaure vom zweifach geladenen Vorlauferion auf (-HPOs, 80 Da).
Auffallend waren die intensiven a2-80 Da und b2-80 Da lonen.
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Wie in der Abbildung gezeigt, waren die lonen der b- und y-Serie meist vollstandig detektierbar.
Wohingegen bei CID-Spektren von pHis, &hnlich wie bei pSer/pThr, die lonenserien durch das intensive
Signal des Vorlauferions mit dem Verlust von Phosphorséaure [M-98]*2 niedrige Signale aufwiesen und
teilweise vom Rauschen Uberlagert wurden. Bei CID-Spektren konnte ein Verlust von Wasser zusétzlich
zum Verlust der Phosphorséure beobachtet werden (-116 Da). Als pHis-Fragmentionen traten sowohl
mit b-98 Da als auch b-80Da lonen auf. Diese Beobachtungen decken sich mit dem
Fragmentierungsverhalten von pArg-Peptiden [150]. Zudem konnte bei der HCD-Fragmentierung bei
einigen Spektren das Phosphohistidin-Immoniumion als Markerion herangezogen werden, welches bei
190,04 Da auftrat.

Anhand dieser Erkenntnisse wurden die Einstellungen von ptmRS fir die Phosphorylierung an Histidin
in dem ptmRS XML-Skript angepasst (siehe Anhang Tabelle 12-6). Mit Hilfe des angepassten Skripts
konnten nach HCD-Fragmentierung 23 der 24 detektierten Phospho-PSM als Histidinphosphorylierung
mit einem ptmRS-Wert von >90 % lokalisiert werden (siehe Tabelle 4-2). Somit konnten von 17
mdglichen phosphorylierten Histidinen in BSA elf als phosphoryliert in dieser direkten Messung

nachgewiesen werden.

Tabelle 4-2: Vergleich der Lokalisierung der Phosphorylierung mit unterschiedlichen Einstellungen von
ptmRS nach HCD-Fragmentierung. Dargestellt sind die Ergebnisse der Datenbanksuche mittels Mascot und
ptmRS von 1 pmol pHis-BSA Verdau. Zuweisungen zu pSer/pThr/pTyr sowie unsichere Lokalisierungen sind fett
markiert.

XML fur pHis
ptmRS-Wert

Standardeinstellungen

M
Sequenz DI* ptmRS-Wert ‘ DI* ascot

lon Score

DDPHACYSTVFDK H4(Phosp): 49.91; H4(Phos): 100 49
Y7(Phosp): 49.91
DTHKSEIAHRFK T2(Phosp): 49.89; H9(Phos): 100 18
H3(Phosp): 49.89
HLVDEPQNLIK H1(Phosp): 100 190,04  H1(Phos): 100 64
LcVLHEK H5(Phosp): 100 H5(Phos): 100 28
LFTFHADICTLPDTEK T10(Phosp): 100 H5(Phos): 100 27
LFTFHADICTLPDTEK T10(Phosp): 99.71 H5(Phos): 100 55
LKHLVDEPQNLIK H3(Phosp): 100 H3(Phos): 100 15
LKHLVDEPQNLIK H3(Phosp): 100 H3(Phos): 100 38
LKHLVDEPQNLIK H3(Phosp): 100 H3(Phos): 100 47
NECFLSHK S6(Phosp): 99.54 H7(Phos): 100 29
NECFLSHKDDSPDLPK S6(Phosp): 99.6 H7(Phos): 100 37
NECFLSHKDDSPDLPK S6(Phosp): 33.33; H7(Phos): 49.82; | 34
H7(Phosp): 33.33; S11(Phos): 49.82
S11(Phosp): 33.33
QEPERNECFLSHKDD S11(Phosp): 50; H12(Phos): 99.99 | 16
SPDLPK H12(Phosp): 50
RHPEYAVSVLLR Y5(Phosp): 99.75 H2(Phos): 100 63
RHPEYAVSVLLR H2(Phosp): 98.54 H2(Phos): 100 42
SEIAHRFK S1(Phosp): 100 H5(Phos): 100 34
SEIAHRFK S1(Phosp): 100 H5(Phos): 100 17
SEIAHRFK S1(Phosp): 100 H5(Phos): 100 32
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SHCIAEVEK S1(Phosp): 99.67 H2(Phos): 100 42
SLHTLFGDELcK S1(Phosp): 99.64 H3(Phos): 99.55 | 52
SLHTLFGDELcK S1(Phosp): 99.36 H3(Phos): 100 49
SLHTLFGDELcK S1(Phosp): 33.33; H3(Phos): 100 55

H3(Phosp): 33.33;
T4(Phosp): 33.33
SLHTLFGDELcK S1(Phosp): 100 190,04  H3(Phos): 100 68
TcVADESHAGCEK T1(Phosp): 100 H8(Phos): 100 68
*DI = diagnostisches lon

Durch den starken Neutralverlust von Phosphorsdure bei der CID-Fragmentierung und die daraus
resultierenden geringen Intensitaten der Fragmentionen, konnte auch mit Hilfe des angepassten ptmRS-
Skripts keine Verbesserung der Lokalisierung der Histidinphosphorylierung erfolgen.

Aus diesem Grund wurde die HCD-Fragmentierung (Orbitrap Elite oder QExactive) fiir alle weiteren
LC-MS Messungen in Kombination mit dem angepassten ptmRS-Skript fir die Datenauswertung
eingesetzt. Zusatzlich wurde eine manuelle Validierung der Spektren von phosphorylierten Peptiden

durchgefuhrt, um sowohl falsch positive als auch falsch negative Treffer zu vermeiden.

4.4.3. Indirekter Phosphohistidinnachweis mittels SCX

Starke Kationenaustauscher wurden in diesem Projekt zundchst eingesetzt, um einen mdglichst hohen
Anteil an pHis-Peptiden in den generierten Peptidstandards nach in vitro Phosphorylierung der
synthetischen Peptide zu erhalten. Hierbei wurde ausgenutzt, dass die phosphorylierten Peptide in den
SCX-Puffern bei pH 2,7 aufgrund der negativ geladenen Phosphatgruppe eine um 1+ verringerte
Nettoladung aufwiesen als ihre nicht modifizierte Variante. Anhand von Standardpeptiden konnte
gezeigt werden, dass diese beiden Ladungszusténde ausreichend voneinander getrennt waren, um reine
Peptidfraktionen zu sammeln. Diese Tatsache sowie die S&urelabilitat der P-N Bindung von pHis

wurden im Folgenden ausgenutzt und optimiert, um pHis-Peptide aus komplexen Proben anzureichern.

4.4.3.1.Etablierung der Methodik an Peptid- und Proteinstandards

Basierend auf dem genannten Prinzip der Ladungstrennung mittels SCX, flhrte die Inkubation von
pHis-Peptiden in 1 % TFA fiir 60 min bei 60 °C zu einer Desphosphorylierung und somit bei einer
erneuten Auftrennung der Probe zu einer signifikanten Anderung der Retentionszeit im Vergleich zum
phosphorylierten Peptid. Das initiale Fraktionierungsschema wurde ausgehend von einem hausintern
etablierten Verfahren zur Trennung von definierten Ladungszustanden mittels SCX eingesetzt [113] und
an den verwendeten Gradienten angepasst. Die Fraktionierung und der induzierte Shift des Peptids nach
Séurebehandlung sind in Abbildung 4-24 exemplarisch am Beispiel des phosphorylierten Peptids
VILGSPApPHR (Peptid ID 434, ~300 pmol) gezeigt.
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Abbildung 4-24: Induzierter Shift eines pHis-Peptids nach S&urebehandlung. Bei einer erneuten SCX-
Auftrennung der behandelten Probe war eine Verdnderung der Retentionszeit sichtbar, exemplarisch gezeigt an
VILGSPApHR. Die phosphorylierte Variante eluierte in Fraktion 2+*, die dephosphorylierte nach
Séureinkubation (1 % TFA 60 min bei 60 °C) in Fraktion 3+. Die Fraktionierung erfolgte zeitabhéngig (graue
Linien) in vier erwartete Ladungszusténde.

Wichtig fir die Stabilisierung von pHis war, dass etwa 10 % des Volumens der spateren Fraktion an
200 mM TEAB in das AuffanggefaR vorgelegt wurde, um moglichst schnell einen pH >5 einzustellen.
Zur Uberprifung der Ladungszustande wurden je 4 pL einer Fraktion (in 11 pL H.0) mittels LC-MS,
unter Verwendung des Essigsaure-Puffersystems, analysiert. Die theoretischen Ladungszustéande der
identifizierten PSM wurden in Excel, ausgehend von dem erwarteten Ladungszustand der vorliegenden
Aminosduren und PTMs bei pH 2,7, berechnet. Bei einer Fraktionierung von 30 pg verdautem pHis-
BSA konnten sowohl in Fraktion 3+ als auch in 4+, somit Uber eine Gesamttrenndauer von ~65 min,
noch pHis-Peptide identifiziert werden, wie RpHPEYAVSVLLR in Fraktion 3+ und
VhKEccHGDLLECADDR in Fraktion 4+, was von der relativ hohen Stabilitat von pHis bei pH 2,7

zeugt.

Bei der Auftrennung des pHis-BSA fiel eine unvollstdndige Ladungstrennung nach dem bisherigen
Fraktionierungsschema auf: Die Reinheit der Fraktion 2+*, d. h. der Anteil von zweifach geladenen
Peptiden, betrug etwa 95 % (~4 % 3+, <1 % 1+), die Reinheit von Fraktion 3+ fiir dreifach geladene
Peptide etwa 97% (~2 % 4+, 1 % 2+). Weitere Auftrennungen von in vitro phosphorylierten Peptiden,
die nicht aufgereinigt worden waren, bestatigten die Uberlappung von zweifach und dreifach geladenen
Peptiden in der bisherigen Fraktion 2+*, sodass das Fraktionierungsschema angepasst wurde (siehe
Abbildung 4-25 A).
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Abbildung 4-25: Angepasstes Fraktionierungsschema zur Trennung unterschiedlicher Ladungszusténde.
(A) Fur eine optimale Trennung von zwei- und dreifach geladenen Peptiden wurde das initiale
Fraktionierungsschema angepasst und Fraktion 2+* in drei Fraktionen getrennt. Exemplarisch sind die
Chromatogramme fur drei unaufgereinigte, in vitro phosphorylierte Peptide dargestellt. (B) Histidin kann in
seinem phosphorylierten Zustand, bezogen auf die Nettoladung von pHis bei pH 2,7, sowohl negativ geladen als
auch ungeladen vorliegen.

Nicht phosphorylierte, Histidin-haltige Peptide eluierten deutlich friher als erwartet in Fraktion 2+*,
sodass sie teilweise auch mit pHis-Peptiden Uberlappten. Um eine bessere Trennung von zwei- und
dreifach geladenen Peptiden zu erreichen, wurde Fraktion 2+* in drei Fraktionen, 2+, 2+(U-1) und 2+(U-
I1), unterteilt. In den Ubergangsfraktionen konnte keine eindeutige Trennung benachbarter
Ladungszustande erfolgen, da die Unterschiede der Retentionszeiten zu gering waren. Es zeigte sich
zudem, dass bei einigen pHis-Peptiden neben Signalen in 2+ und 2+(U-1), auch schwache Signale in
Fraktion 1+ im SCX UV-Chromatogramm sichtbar waren. Diese Beobachtung kann mit den méglichen
Ladungszustanden von tryptischen Peptiden bei pH 2,7 erklért werden (siehe Abbildung 4-25 B, gezeigt
bis Ladung 3+).

4.4.3.2.Indirekter Nachweis endogener pHis in E. coli

Im Hinblick auf die Analyse komplexer Proben war es wichtig, die in der Fraktion 2+ eluierenden pHis-
Peptide anzureichern, die bei einmaliger SCX-Auftrennung durch die Elution eines Grofteils der
unmodifizierten tryptischen Peptide in dieser Fraktion (iberlagert wurden und nicht nachweisbar waren.
Das optimierte Fraktionierungssschema wurde daher im Folgenden fur eine zweistufige
Anreicherunsstrategie herangezogen, bei dem der S&ure induzierte Ladungsshift fir einen indirekten
Nachweis endogener Histidinphosphorylierung in E. coli ausgenutzt wurde.

Anhand der Ergebnisse der Immunodetektion mit dem pHis-Antikorper (siehe Kapitel 4.4.1) konnte
bereits gezeigt werden, dass nach Kultivierung in Minimalmedium mit Glukose pHis-Proteine vorlagen.
Zur Erhaltung dieser Phosphorylierungslevel wurde eine schonende und schnelle Aufarbeitung der
Zellen innerhalb von 24 h vor der ersten SCX-Auftrennung durchgefihrt. Nach einer Ethanolfallung in

Losung erfolgte ein tryptischer Verdau der Proteine in Losung, gefolgt von einer Entsalzung mittels
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C18-Kartuschen. Hierbei wurden die Wasch- und Elutionsschritte mit 0,01 % FA statt TFA
durchgefuhrt, um die Probe nach der Trocknung direkt in SCX-Puffer A aufnehmen und trennen zu
konnen.

Da aufgrund der indirekten Nachweismethode falsch positive Identifikationen trotz Optimierung der
Ladungstrennung nicht vollstandig ausgeschlossen werden konnten, wurden insgesamt vier Proben mit
jeweils 200 pg des E. coli Verdaus eingesetzt, wobei zwei Proben als Negativkontrolle dienten.
Beispielhaft ist diese zweistufige Anreicherung in Abbildung 4-26 fir die Fraktion 2+ dargestellt.

404 (U-1) ' (U-1D)

100 % B

Relative Absorption (214 nm)

0 10 20 30 10 50 min

Abbildung 4-26: SCX-Chromatogramm des E. coli Verdaus nach ein- bzw. zweistufiger Auftrennung. Die
Fraktionierung erfolgte nach erwarteten Ladungszustanden in den eingezeichneten Zeitintervallen (graue Linien).
Fir die zweite Auftrennung (blau) wurde die 2+ Fraktion der ersten Auftrennung (schwarz) eingesetzt. Zur
Identifizierung der dephosphorylierten pHis-Peptide wurden die Fraktionen 2+(U-11), 3+ und >4+ beriicksichtigt
(rosa).

Fur den endogenen Nachweis von pHis in E. coli wurden die Fraktionen 1+ und 2+ nach der ersten
SCX-Trennung getrocknet und, nach Inkubation mit 1 % TFA fiir 60 min bei 60 °C und einem weiteren
Entsalzungsschritt, erneut aufgetrennt. Fir die Identifizierung potentieller pHis-Peptide wurden die
Fraktionen 2+(U-II), 3+ und >4+ (inkl. der Ubergangsfraktion 3+U) mittels LC-MS analysiert. Es
wurden nur Peptide bei der Auswertung beriicksichtigt, von denen mindestens zwei Spektren
identifiziert wurden und die in keiner der beiden Negativkontrollen nachweisbar waren. Selbst in dieser
komplexen Probe betrug die Reinheit der Fraktion 2+ nach der ersten Auftrennung 99,6 %, +/- 0,3 %
auf PSM-Ebene. Obwohl auch pHis-Peptide in Fraktion 2+(U-1) zu erwarten waren (siehe Abbildung
4-25), wurde aufgrund von mdglichen falsch positiven Histidin-haltigen Peptiden diese Fraktion nicht
bei der Datenauswertung berucksichtigt.

Insgesamt wurden mit dieser Strategie 49 Histidin-haltige Peptide identifiziert, die von Fraktion 1+ bzw.
2+ geshiftet waren und von denen 35 Peptide in beiden Replikaten gefunden wurden (siehe Tabelle
12-7). Diese Peptidsequenzen beinhalten sechs der bisher bekannten 63 Phosphorylierungsstellen an
Histidin in E. coli (siehe Tabelle 4-3).
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Tabelle 4-3: Indirekt identifizierte pHis- Peptidsequenzen aus E. coli nach zweistufiger SCX-Anreicherung.
Aufgelistet sind die 7 Peptidsequenzen, die bekannte Proteinphosphorylierungen an Histidin enthalten (basierend
auf www.uniprot.org).

Peptidsequenz PSMs Protein pStelle  Proteinname
Accession Protein

TSHTSIMAR 15 P08839 H189 Phosphoenolpyruvate-protein
phosphotransferase (ptsl)

MGHAGAIIAGGK 19 POAGE9 H247 Succinyl-CoA ligase (sucD)

GGRTCHAAIIAR 4 P23538 H421 Phosphoenolpyruvate synthase (PEP
synthase, ppsA)

TCHAAIIAR 5 P23538 H421 Phosphoenolpyruvate synthase (PEP
synthase, ppsA)

DGAANSHAAIMVR 2 P37177 H356 Phosphoenolpyruvate-protein
phosphotransferase (ptsP)

GICLSAGSPVSHSALIAR 2 P37349 H430 PTS-dependent dihydroxyacetone kinase,
phosphotransferase subunit (dhaM)

MGSTGIGNGIAIPHGK 3 P69829 H43 Nitrogen regulatory protein (PTS system
EIIA component, ptsN)

Diese Ergebnisse zeigen, dass trotz der geringen Startmenge von insgesamt 400 g der indirekte
Nachweis von pHis-Proteinen in komplexen Proben méglich ist. Im Vergleich zu bisherigen Studien
zur Analyse von pHis in Prokaryoten, bei denen 15 pHis aus E. coli mittels IP und anschlieender LC-
MS Detektion aus 5 mg Zelllysat direkt identifiziert werden konnten [30], wurde in diesem SCX-
basierten Ansatz somit weniger als 10 % der Probenmenge benétigt. Interessant war, dass 25 der
identifizierten 35 Peptidsequenzen ein Histidin als erste Aminosaure aufwiesen (siehe vollstandige Liste
Anhang Tabelle 12-7).

Eine Untersuchung der zugehorigen Proteine auf Protein-Protein-Interaktionen mittels der Software
STRING zeigte, dass viele Interaktionen und angereicherte Signalwege wie Stoffwechselsignalwege im
Allgemeinen (22 Proteine, p-Wert 1,1-10*) sowie im Kohlenstoff- (8 Proteine, p-Wert 1,1-10) und
Purin-Stoffwechsel (6 Proteine, p-Wert 7,5-10%) vorliegen. Die bereits bekannten pHis-Proteine ptsP,
ptsN, ptsl, dhaM und ppsA weisen Pyruvat/PEP-&hnliche Doméanen auf und stehen direkt oder indirekt
mit dem PEP-PTS System in Verbindung [30]. Diese flinf genannten Proteine sowie mehrere bisher
unbekannte mdgliche pHis-Proteine, wie pykA (Pyruvatkinase I1) und pts (Phosphat-Acetyltransferase),
sind zudem in biologische Prozesse wie ,,Phosphorylierungsreaktionen* (19 Proteine, p-Wert 1,8-10)

involviert.

4.4.4. Direkter Phosphohistidinnachweis mittels ERLIC

Fur die Etablierung eines direkten pHis-Nachweises wurde die Electrostatic repulsion hydrophilic
interaction chromatography herangezogen, welche bereits erfolgreich fiir eine sensitive Anreicherung

von O-Phosphorylierungen eingesetzt werden konnte [117, 119]. Die Kombination von AX und HILIC
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ermdglicht eine effiziente Trennung von phosphorylierten und nicht modifizierten Peptiden. Hierbei
eluieren die nicht phosphorylierten Peptide bereits zu Beginn, meist in den ersten funf Minuten des
Chromatogramms, wahrend phosphorylierte Peptide starker retardiert werden.

4.4.4.1.Etablierung der Methodik an Peptid- und Proteinstandards

Anhand der bisherigen Ergebnisse und der erfolgreichen Anwendung fur die Anreicherung von O-
Phosphorylierungen wurde das von Loroch et al. [119] publizierte ERLIC-Puffersystem aus 20 mM
NaMePOy in 70 % ACN, pH 2 (Puffer A) und 200 mM TEAP in 60 % ACN, pH 2 (Puffer B) gewahlt
(fir weitere Parameter siehe Kapitel 3.2.5.3). Zunéchst wurden unterschiedliche pH-Werte fiir ERLIC-
Puffer A evaluiert: pH 3,0, pH 3,5 und pH 5,0 im Vergleich zu pH 2. Durch die Erhéhung des pH-
Wertes wurde die Effizienz der Trennung von phosphorylierten und nicht phosphorylierten Peptiden
abgeschwacht, da neben den negativ geladenen Phosphatresten auch saure Aminosauren in héherem
Mafe negativ geladen vorlagen und somit insbesondere Peptide mit mehreren sauren Aminosauren zu
einem spéteren Zeitpunkt von der Sdule eluierten [117]. Dieser Effekt musste bei der Anpassung des
Puffersystems gegenlber dem Verlust der Phosphorylierung bei saureren pH-Werten abgewogen
werden. Wie auch bei der Fraktionierung mittels SCX wurden die gesammelten Proben auf pH >5
eingestellt, um das Fortschreiten der Dephosphorylierung schnellst moglich zu stoppen.

Der Einfluss der unterschiedlichen pH-Werte des ERLIC-Puffers A wurde, wie erwartet, vor allem bei
Peptiden mit sauren Aminosauren deutlich, sodass eine Trennung der phosphorylierten und nicht
phosphorylierten Variante von L(p)SLTDPLVAERAGTDESR bei pH 3,0 und 3,5, nicht aber bei pH 5,
mdglich war (siehe Abbildung 4-27 A). Im Gegensatz dazu konnten die beiden Varianten des Peptids
SL(p)SVLSPR bei allen drei pH-Werten erfolgreich getrennt werden.
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ERLIC Puffer A, pH 3,5 100%8 100 %
ERLIC Puffer A, pH 5.0

s ERLIC Puffer A, pH 5,0

[ ERLIC Puffer A, pH 2,0

LpSLTDPLVAERAGTDESR ‘
M VILGSPAHR

LSLTDPLVAERAGTDESR
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Abbildung 4-27: Anpassung des pH-Wertes des ERLIC-Puffers A. (A) ERLIC-Trennung eines pSer-Peptids
mit sauren Aminosduren L(p)SLTDPLVAERAGTDESR und seiner nicht phosphorylierten Variante in
Abhangigkeit vom pH-Wert (je 3 ug). (B) ERLIC-Trennung des pHis-Peptids VILGSPA(p)HR bei pH 2,0; 3,0
und 5,0.
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Die wiederkehrenden Signale bei etwa 22 min und 26 min sind typisch fur das verwendete ERLIC-
Puffersystem und konnten auch im Blank detektiert werden.

Auch das pHis Peptid VILGSPA(p)HR (siehe Abbildung 4-27 B) konnte mittels ERLIC von seiner
dephosphorylierten Form getrennt werden. Deutlich zu sehen war das hohere Signal der
dephosphorylierten Variante im Chromatogramm bei Verwendung des ERLIC-Puffers A mit pH 2,0.
Eine anschlieBende direkte LC-MS Messung von je 1 % des Volumens der Fraktionen, die basierend
auf den Signalen im UV-Chromatogramm gesammelt wurden, bestéatigte das Vorliegen eines hohen
Anteils des pHis-Peptids VILGSPApHR (m/z 515,267) in der Fraktion, die bei pH 3,0 und pH 5,0 um
15 min sowie bei pH 2,0 um 7 min gesammelt wurde Aufgrund der guten Trenneigenschaften von
phosphorylierten und dephosphorylierten Peptiden sowie der geringen Destabilisierung der P-N
Bindung wurde als ERLIC-Puffer A im Folgenden 20 mM NaMePOQO, in 70 % ACN eingestellt auf
pH 3,0 verwendet.

Um die Effektivitat der Anreicherung mittels ERLIC an komplexeren Probe zu testen, wurde zunéchst
ein pHis-BSA Verdau herangezogen. Insgesamt wurden zwolf Fraktionen anhand der Signale des UV-
Chromatogramms gesammelt. VVon jeder Fraktion wurde 1 % des Volumens mittels 60 mindtiger LC-
MS Analyse analysiert und anschliefend gegen die ISAS-Standarddatenbank mit dem angepassten
ptmRS-Skript gesucht (siehe Abbildung 4-28).
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= Peptide mit pHis
Peptide mit pSer/pThr
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u Peptide ohne Phosphorylierung Zeit [min]
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Fr9 Fr10  Fril Fri2  Peptide
pHis

Anzahl identifizierter Peptide

Abbildung 4-28: Nachweis von pHis-Peptiden in pHis-BSA nach ERLIC-Fraktionierung. (A) UV-
Chromatogramm und Fraktionierungsschema von 20 pg pHis-BSA mit angepasstem ERLIC-Puffer A bei pH 3,0.
(B) Ergebnis der LC-MS Analyse und Datenbanksuche der Fraktionen mittels Mascot und ptmRS (ptmRS Wert
>90 %).

Sowohl N- als auch O-phosphorylierte Peptide eluierten ab einer Retentionszeit von etwa 9 min (ab
Fraktion 6). Aufgrund der ansteigenden Konzentration des in ERLIC-Puffer B enthaltenen TEAP
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wurden die Fraktionen lediglich bis 23 min (Fraktion 12) analysiert. TEAP konnte mittels
Festphasenextraktion nicht vollstandig aus der Probe entfernt werden, sodass es neben einer deutlich
verschlechterten Auflosung zu Blockaden der VVorsdule kam.

Obwohl die Spezifitat der Anreicherung fiir pHis, d.h. Peptide mit pHis gegen die Gesamtanzahl an
Peptiden, lediglich zwischen 4 % fur Fraktion 6 und 19 % fir Fraktion 12 lag, konnten 21
Peptidsequenzen mit pHis (ptmRS-Wert >90 %) detektiert werden. Somit waren 13 Phosphobhistidine in
BSA nachweisbar, wahrend bei der direkten Messung nur 11 Phosphohistidine der 17 mdglichen
Histidine als phosphoryliert nachgewiesen werden konnten. Durch die groBere Probenmenge im
Vergleich zu der direkten LC-MS Messung (20 ug statt 16 ng) und die Fraktionierung der Probe konnte
zudem die Anzahl an identifizierten Phospho-PSM von durchschnittlich weniger als 2 PSM pro Peptid
(maximal 3 PSM pro Peptid) auf durchschnittlich 9 PSM pro Peptid (maximal 31 PSM pro Peptid)

deutlich erhdht werden.

4.4.4.2.Direkter Nachweis endogener pHis in E. coli

Das angepasste ERLIC-Verfahren wurde im Folgenden zur Messung endogener pHis in E. coli
eingesetzt. Um 400 ug E. coli Verdau pro Ansatz fraktionieren zu konnen, wurde eine S&ule mit
grolerem Innendurchmesser (4,6 mm statt 2,1 mm) gewéhlt und der Gradient sowie die Flussrate
entsprechend angepasst. Die Fraktionierung erfolgte in ein- bis zweimindtigen Fraktionen (siehe Tabelle
3-15). Zwei der vier Ansatze wurden, wie auch bei den SCX-basierten Trennungen, vor der Auftrennung
mit Sdure (1% TFA fir 60 min bei 60 °C) behandelt, um Negativkontrollen zu generieren (siehe
Abbildung 4-29).
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Abbildung 4-29: Auftrennung der E. coli Verdaue mittels ERLIC. Es wurden jeweils zwei unbehandelte
Proben (rot/lila) und zwei mit Sdure behandelte Proben (Negativkontrollen, schwarz/grau) zu je 400 pg
aufgetrennt. Von jeder Probe wurden 14 Fraktionen, bis 22 min, gesammelt.
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Die Analyse der phosphorylierten Peptide erfolgte nach einer C18-Entsalzung jeder Fraktion mittels
60 minutiger LC-MS Analyse, in der eine nano-LC mit TFA/FA-Standardpuffersystem gekoppelt an ein
QExactive Massenspektrometer eingesetzt wurde. Wie in den Vorversuchen wurden bei hoheren
Anteilen des ERLIC-Puffers B, hier in Fraktion 14, trotz Entsalzung, eine Schadigung der HPLC-Saulen
beobachtet, sodass diese Fraktion nicht gemessen werden konnte. Unter Verwendung der E. coli K12
UniProt-Datenbank wurden in den beiden Replikaten 33 phosphorylierte Peptidsequenzen mittels LC-
MS/MS Analyse identifiziert, die nicht in den Negativkontrollen detektiert wurden und von denen 25
Sequenzen basierend auf der Zuweisung Uber ptmRS eine Histidinphosphorylierung aufwiesen (siehe
Tabelle 4-4).

Tabelle 4-4: Gesamtlbersicht der mittels ERLIC identifizierten pHis-Peptidsequenzen aus E. coli. pHis
Sequenzen mit ptmRS-Wert >90 %; * = Sequenzen mit pHis Phosphorylierungsstellen, die in der Datenbank
UniProt aufgefuhrt sind; # = N-terminale Acetylierung.

Peptidsequenz Protein ptmRS-Wert pStelle  lon Proteinname
Accession Protein  Score

EEGTRLDLDRIAHWVG POATT3 H13(Phos): 97.28  H59 15 30S ribosomal protein S16

QGATISDR

GIVEEGHKIK* POAEC3 H7(Phos): 100 H717 14 Aerobic respiration control sensor
protein (arcB)

#HTMIHEQITR POABH7 H1(Phos): 98.3 H111 14 Citrate synthase (glItA)

HVVRMPDGSLLNR P62601 H1(Phos): 100; H271 11 Cytoplasmic trehalase (treF)

S9(Phos): 100

HLTEMVRQHK POC8KO H9(Phos): 98.17 H3 11 D-tagatose-1,6-bisphosphate
aldolase subunit (kbaZz)

IGEVHDGAATMDWME POAGMS H5(Phos): 99.98 H44 37 Elongation factor G (fusA)

QEQER

#MKPTSVIIMDTHPIIR POAELS T11(Phos): 99.75; H12 14 Fimbriae Z protein (fimz)

H12(Phos): 100

EAALVHEALVAR POAGTS H6(Phos): 100 H12 31 GTP cyclohydrolase 1 (folE)

HMDDIISGEFSSGMMAD  P05793 H1(Phos): 98.61 H303 21 Ketol-acid reductoisomerase

WANDDKK (NADP(+)) (ilvC)

HGIKVLVGER P08201 H1(Phos): 100 H72 23 Nitrite reductase (NADH) large
subunit (nirB)

MGSTGIGNGIAIPHGK* P69829 H14(Phos): 100 H43 63 Nitrogen regulatory protein (PTS
system EIIA component, ptsN)

MGSTGIGNGIAIPHGKLE  P69829 H14(Phos): 100 H43 33 Nitrogen regulatory protein (PTS

EDTLR* system EIIA component, ptsN)

LAPHLRER P76187 H4(Phos): 100 H72 14 Oxidoreductase (ydhF)
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#HTEALGELTR P00864 H1(Phos): 99,02 H402 27 Phosphoenolpyruvate carboxylase
(ppc)

TCHAAIIAR* P23538 H3(Phos): 100 H421 29 Phosphoenolpyruvate synthase
(PpsA)

TSHTSIMAR* P08839 H3(Phos): 100 H189 42 Phosphoenolpyruvate-protein
phosphotransferase (ptsl)

DGAANSHAAIMVR* P37177 H7(Phos): 100 H356 73 Phosphoenolpyruvate-protein
phosphotransferase (ptsP)

LQHIMFAR P76245 H3(Phos): 100 H52 13 Probable diguanylate cyclase (yeaP)

LTPTYLGESIAVPHGTVE P00550 H14(Phos): 100 H554 34 PTS system mannitol-specific

AK* EIICBA component (mtlA)

GAEIVVHMGIDTVALEG P09323 H7(Phos): 100 H569 7 PTS system N-Acglucosamine-

K* specific EIICBA component (nagE)

DEVLHSLLPR P36767 H5(Phos): 100; H113, 11 Recombination-associated protein

S6(Phos): 100 S114 (rdgC)

#HILGLDHK P68191 H1(Phos): 100 H9 25 Stationary-phase-induced ribosome-
associated protein (sra)

MGHAGAIIAGGK* POAGE9 H3(Phos): 100 H247 65 Succinyl-CoA ligase (sucD)

RMGHAGAIIAGGK* POAGE9 H4(Phos): 100 H247 75 Succinyl-CoA ligase (sucD)

#IYLVWAHPR P43340 Y2(Phos): 100; H12 11 Uncharacterized NAD(P)H

H7(Phos): 100 oxidoreductase (ycaK )

Zehn dieser Phosphopeptidsequenzen enthielten acht Phosphorylierungsstellen, die bereits in der
Datenbank UniProt aufgefiihrt waren. Insgesamt konnten 22 unterschiedliche Phosphorylierungsstellen
an Histidin identifiziert werden. In Abbildung 4-30 A sind exemplarisch die detektierten MS/MS
Spektren der bekannten pHis-Peptide TcpHAAIIAR aus PpsA (H421) sowie TSpHTSIMAR aus ptsl
(H189) gezeigt.

Die geringe Abundanz der endogenen pHis-Peptide in E. coli trug zu der geringen Intensitat und damit
zu einer geringen Qualitdt der MS/MS Spektren bei und erschwerte so die Lokalisierung der
Phosphorylierungsstellen. In insgesamt 25 der 33 Peptidsequenzen konnte die Phosphorylierung mittels
ptmRS eindeutig Histidin zugeordnet werden, eine Phosphorylierung wurde pThr zugewiesen und bei
weiteren sieben Peptidsequenzen erfolgte keine eindeutige Zuordnung. Darunter war auch die bekannte
Phosphorylierungsstelle H184 der 2,3-Bisphosphoglycerate-dependent phosphoglycerate mutase
(P62707), deren korrespondierendes Peptid als vierfach geladenes lon vorlag (ptmRS-Wert: H10(Phos):

50; S13(Phos): 50) und auch nach manueller Validierung nicht eindeutig zugeordnet werden konnte.
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Abbildung 4-30: MS/MS Spektren von identifizierten pHis-Sequenzen aus E. coli. (A) MS/MS Spektrum der
Peptide TcpHAAIIAR aus ppsA (P23538) sowie (B) TSpHTSIMAR aus ptsl (P08839) nach HCD-
Fragmentierung.

Das angepasste ERLIC-Protokoll stellt die erste Chromatographie-basierte Strategie zur Anreicherung
von endogenen pHis aus komplexen Proben dar. Aus insgesamt 800 ug E. coli Proteinverdau konnten
so zehn Peptidsequenzen mit bekannten Phosphorylierungsstellen sowie weitere 15 Sequenzen mit
bislang unbekannten pHis direkt nachgewiesen werden. Eine Untersuchung der zugehorigen
Phosphoproteine und ihrer Funktionen mittels der Software STRING zeigte, dass funf der Proteine dem
PEP-PTS System zugeordnet werden kénnen: ptsl, nagg, PtsN, ptsP sowie mtIA (p-Wert 1,3-10%) sowie
8 Proteine, darunter die genannten sowie sucD, ppsA und arcB an ,,Phosphorylierungsreaktionen* (p-
Wert 1,3-10%) beteiligt sind. Alle identifizierten Proteine sind zudem in Stoffwechselprozessen
angereichert (p-Wert 1,8:102).

Sechs Phosphopeptidsequenzen konnten sowohl mittels ERLIC-Fraktionierung als auch mit dem
indirekten SCX-Verfahren nachgewiesen werden: neben ptsl, sucD, ppsA, ptsP und ptsN war dies die
Sequenz pHTEALGELTR aus der PEP Carboxylase (ppc), in der nach ERLIC-Anreicherung eine

Phosphorylierung an H402 identifiziert wurde. Die PEP Carboxylase stellt einen interessanten neuen
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Kandidaten fur eine Histidinphosphorylierung dar, da ppc Phosphoenolpyruvat in Oxalacetat umwandelt
und somit an einem wichtigen Knotenpunkt des E. coli Stoffwechsels eingreift, der das PEP-PTS
System und somit die Aufnahme von Glukose beeinflusst [151].
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5. Diskussion

5.1. Charakterisierung und Optimierung des Phosphoproteinverdaus

Im Hinblick auf die spatere quantitative Charakterisierung endogener Phosphorylierungsmuster war es
wichtig, die Verdaueffizienz von Trypsin zu evaluieren und zu optimieren. Ein unvollstdndiger Verdau
fuhrt insbesondere bei absoluten Quantifizierungen, z. B. bei zielgerichteten Analysen oder bei der
Bestimmung der Stdchiometrie von Proteinkomplexen, zu Problemen, da die eigentliche Abundanz der
Proteine auf Basis der generierten Peptide unterschatzt wird. Zudem war es wichtig, einen
reproduzierbaren Verdau zu etablieren, da unabhéngig voneinander durchgefiihrte Experimente
verglichen werden sollten.

Fur qualitative und quantitative large-scale Analysen wurde ein Verhéltnis von 1:20 (w/w) von Trypsin
zur Proteinmenge bei einer Inkubation mit der Probe in 50 mM ABC, pH ~8, flir 16 h bei 37 °C als
optimal im Hinblick auf die Anzahl voll tryptischer Phospho-PSM und Phosphorylierungsstellen
bestimmt. Obwohl sich der Zusatz von 5 % TFE zum Verdaupuffer positiv auf die Verdaueffizienz
einzelner Phosphopeptidsequenzen auswirkt, zeigten weitere Untersuchungen, dass ein Verlust der
Sensitivitat, vermutlich durch die Beeinflussung der Bindung der phosphorylierten Peptide an die
Titandioxidpartikeln, bei der Phosphopeptidanreicherung auftrat und daher nicht fir
Phosphoproteomstudien geeignet ist. Diese Beobachtung konnte erst auf Basis von markierungsfreien
Analysen gemacht werden, da sich dieser Verlust bei den iTRAQ-basierten Quantifizierungen durch die
Vereinigung der Probe vor der Phosphopeptidanreicherung auf alle Verdaubedingungen gleich
auswirkte. Hierbei zeigte sich, dass auch sorgféltig geplante Evaluierungsstudien durch systematische
Fehler beeintrachtigt werden kénnen.

Im Blick auf die Spezifitat des Trypsins und die Verdaueffizienz war es wichtig, ein hochwertiges
Trypsin zu verwenden. Bei der verwendeten, hoch aufgereinigten und chemisch stabilisierten Protease
Trypsin Gold MS grade konnte bei einem Trypsin/Peptid-Verhaltnis von 1:10 (w/w) kein signifikanter
Anstieg an nicht tryptischen und semitryptischen Phosphopeptiden mit einer angepassten
Datenbanksuche ermittelt werden. Die Unterschiede in der Giite kommerziell erhéltlicher Trypsine und
mdogliche Auswirkungen auf den Verdau von nicht modifizierten Sequenzen wurden bereits von

Burkhart et al. [46] sowie Walmsley et al. [152] umfassend analysiert.

Es zeigte sich, dass trotz Optimierung der Reaktionsbedingungen ,,resistente” Phosphopeptidsequenzen
vorliegen, die lediglich zu einem geringen Anteil in die voll tryptische Form gespalten werden.
Grundsatzlich korrelierte dieser Anteil mit dem Abstand der Phosphorylierungsstelle von der
Schnittstelle des Trypsins. Jedoch war der Anteil auch stark abhéngig von der phosphorylierten
Aminosdure und der Aminosauresequenz insgesamt. Die Verdaueffizienzen der phosphorylierten

Modellpeptide machten deutlich, dass pTyr einen geringeren Einfluss auf die Effizienz austbt als pThr
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oder pSer. Um einen ersten Einblick in die zugrundeliegenden Prozesse zu erhalten, wurden mittels der
Software PEP-FOLD [153] Strukturvorhersagen erstellt, die die Konformation der Peptide
AAARI|LSLTDPLVAER sowie QQR|R|GSLPEISNLR vor und nach Phosphorylierung darstellen (siehe
Abbildung 5-1).

Abbildung 5-1: Visualisierung der Konformationséanderung von Peptidsequenzen nach Phosphorylierung.
(A) Vorhergesagte Konformation von AAAR[LSLTDPLVAER vor und (B) nach Phosphorylierung an P2 (pSer
nachgeahmt durch Aspartat). (C) QQR|R|GSLPEISNLR vor und (D) nach Phosphorylierung an P2°. Gezeigt sind
die Vorhersagen mit dem hdchsten Score aus der Software PEP-FOLD. Die Strukturvorhersagen deuten auf eine
raumliche Anndherung der phosphorylierten Aminosdure und der positiv geladenen Seitenketten von Arg hin.
Relevante Aminosauren wurden blau (Stickstoff) bzw. rot (Sauerstoff) markiert.

Basierend auf diesen in silico Vorhersagen erfolgt nach Phosphorylierung der Sequenzen eine
Konformationsédnderung, die zu einer Anndherung der Seitenketten von Arg und pSer fuhrt. Die
raumliche N&he konnte die Ausbildung einer Salzbriicke beglinstigen und so die Zugénglichkeit der
potentiellen tryptischen Schnittstelle beeintrachtigen. Phosphotyrosin konnte in der Software nicht
nachgeahmt werden, sodass nur die Vermutung aufgestellt werden kann, dass bei pTyr aufgrund des
starren aromatischen Rings nur eine eingeschrénkte Konformationsanderung der Peptidsequenz in
waéssrigen Losungen nach Phosphorylierung vorliegt und somit Trypsin ein besserer Zugang zur
Schnittstelle ermdglicht wird.

Um die Hypothese der Bildung einer Salzbriicke bei pSer bzw. pThr an P2 und P3‘zu iiberpriifen, wurde
exemplarisch ein tryptischer Verdau der ,,resistenten* Phosphopeptidsequenz AAAR|LpSLTDPLVAER
in 100 mM Dinatriumhydrogenphosphat-Puffer bei einem Trypsin/Peptid-Verhéltnis von 1:50 (w/w)
durchgefuhrt. Der hohe Salzanteil des Verdaupuffers sollte dazu dienen, die Ausbildung einer

Salzbriicke zu verhindern, indem das Salz in Konkurrenz mit der positiven Ladung der Seitenkette von
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Arginin tritt und somit die Interaktion mit der Phosphatgruppe einschrénkt. Als VVerdaukontrolle wurde
die nicht modifizierte Sequenz mitgefuihrt, die unter diesen extremen Bedingungen vollstandig verdaut
wurde. Die Ergebnisse des Verdaus von AAAR|LpSLTDPLVAER konnten die Hypothese einer
Salzbriicke nicht bestatigen. Durchschnittlich wurden lediglich 2 % des ,,resistenten* phosphorylierten
Peptids zu der voll tryptischen Variante verdaut, sodass keine veranderte Interaktion der Phosphatgruppe
und der Seitenkette von Arginin vorzuliegen scheint. Allerdings sollten weitere Untersuchungen

erfolgen, um dieses vorléufige Ergebnis zu unterstiitzen.

In der Literatur, u.a. bei Swaney et al. [154], wurden bereits die Vorteile einer Kombination
unterschiedlicher Proteasen zur Proteincharakterisierung sowie fur eine moglichst umfassende
Abdeckung des Proteoms beschrieben, jedoch liegen bisher keine quantitativen Daten in Bezug auf den
Verdau einzelner Sequenzen mit diesen Proteasen vor. Fir einen initialen Vergleich mit der
Verdaueffizienz von Trypsin wurden daher drei ,,resistente* Modellpeptide ausgewahlt und mit Arg-C
Sequencing grade (Promega) im Enzym/Peptid-Verhaltnis 1:100 bzw. 1:50 (w/w) verdaut (siehe Tabelle
5-1).

Tabelle 5-1: Verdaueffizienz ausgewéahlter Modellpeptide mit Arg-Schnittstelle bei Verdau mit Arg-C. Pro
Peptid wurde 1 pg in 50 mM ABC Uber 16 h verdaut (Duplikate).

Peptidsequenz »Voll verdautes* 1:100 (w/w) 1:50 (w/iw)

Fragment Verdaueffizienz (RSD) Verdaueffizienz (RSD)

AAAR|LpSLTDPLVAER  LpSLTDPLVAER 34,3 % (3,1 %) 96,5 % (2,5 %)
AAAR|LpTLTDPLVAER  LpTLTDPLVAER 60,1 % (6,3 %) 99,6 % (0,2 %)
AAAR|LpYLTDPLVAER  LpYLTDPLVAER 84,2 % (0,8 %) 98,6 % (1,9 %)

Im Gegensatz zum tryptischen Verdau wurden mittels Arg-C auch die ,,resistenten* Peptidsequenzen
mit pSer bzw. pThr an P2 bei einem Enzym/Peptid-Verhéltnis von 1:50 (w/w) nahezu vollstandig
verdaut. Diese vielversprechenden Ergebnisse konnten insbesondere im Hinblick auf absolute
Quantifizierungen einzelner Proteinkomplexe sehr hilfreich sein. Die Anwendbarkeit in large-scale
Analysen ist aufgrund der Spezifitat fir nur eine Aminoséure im Vergleich zu Trypsin allerdings
eingeschrénkt, da die generierten, langeren Peptidsequenzen mittels CID- bzw. HCD-Fragmentierung
schlecht fragmentieren und somit die entstehenden Fragmentionen oft nicht ausreichen, um die

Phosphoaminosdure verlasslich zu lokalisieren.

Einen alternativen Ansatz kdnnte ein VVerdau mit der Protease Subtilisin darstellen, welche eine breite
Spezifitat hat [155]. Obwohl Subtilisin innerhalb einer Sequenz an verschiedenen Positionen schneiden

kann und somit nicht fiir die absolute Quantifizierung geeignet scheint, konnte eine gute Sensitivitat bei
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einer Phosphoproteomanalyse von HelLa-Zellen im Vergleich zu einem tryptischen Verdau aufgezeigt
werden [156]. Die geringe Uberlappung der mittels beider Proteasen identifizierten
Phosphorylierungsstellen von unter 20 % stellt zudem eine interessante Mdoglichkeit dar, bisher
unbekannte Phosphorylierungen zu detektieren, die aufgrund einer schlechten Zuganglichkeit fir
Trypsin nicht nachgewiesen wurden. Trotz dieser vielversprechenden Ergebnisse, sind weitere Studien
zur Bestimmung der Verdaueffizienz sowie zur Anwendbarkeit von Subtilisin in quantitativen Studien

notwendig.

5.2.  Optimierung der Phosphopeptidanreicherung

Wie bei dem Vergleich unterschiedlicher Protokolle flir die Titandioxid-basierte Anreicherungen von
Phosphopeptiden deutlich wurde (siehe Kapitel 4.1), fuhrte zum einen der Zusatz von 1 M Glykolsaure
zum stark sauren Ladepuffer mit 5% TFA in 80 % ACN und zum anderen die erneute Inkubation des
Eluats der ersten TiO.-Anreicherung mit frischen Titandioxidpartikeln in einem zweiten Durchgang des
Protokolls zu einer deutlichen Steigerung der Sensitivitdt sowie Spezifitdt der Phosphopeptid-
anreicherung auf mehr als 80 % im Verfahren llc. Die hohere Spezifitdt lasst sich auch durch die
sequentiellen Waschschritte mit abnehmendem Anteil an Organik abklaren, in denen unspezifisch an
die Partikel oder andere Oberflachen gebundene, nicht phosphorylierte Peptide entfernt werden. Zudem
wurde eine selektive Anreicherung durch die niedrigen Verhéltnisse von Titandioxidpartikeln zur
Peptidmenge, von 6:1 (w/w) und weniger, unterstiitzt, wohingegen in publizierten Protokollen
Verhaltnisse von bis zu 150:1 (w/w) verwendet wurden [89]. Bereits 2009 konnte von Li et al. [157]
gezeigt werden, dass bei der Anreicherung von Phosphopeptiden aus einem HelLa-Lysat sowohl die
hochste Anzahl an Phosphopeptiden als auch die hdchste Spezifitat bei einem Partikel/Peptid-Verhéltnis

zwischen 4:1 und 6:1 (w/w) vorlag.

Wie in Kapitel 4.1 beschrieben, war auch eine Anpassung des Verfahrens auf Probenmengen <20 pg
durch die Verwendung von selbst gepackten Filterspitzen mit Titandioxidpartikeln méglich [135]. Ein
Nachteil war jedoch, dass die Aufarbeitung in Filterspitzen zusétzliche manuelle Schritte, wie das
Waschen der TiO,-Partikel mit GELoader Spitzen, erforderte. Somit wurde ab Proteinmengen >20 g
bis zu mehreren Milligramm das Protokoll in Eppendorfgefdfien bevorzugt, welches eine parallele,
schnelle und reproduzierbare Anreicherung von bis zu 24 Proben in einer handelsublichen Zentrifuge
(Probenanzahl abhangig von Kapazitét der Zentrifuge) ermdglicht.

Die hohe Sensitivitéat dieses Protokolls wurde durch die hohe Anzahl an Phosphopeptidsequenzen pro
Mg unterstrichen, die fiir die Anreicherung von 100 pg HelLa-Lysat bei etwa 22 Phosphopeptidsequenzen
pro ug lag. Dieser Wert wie auch die Werte in bereits publizierten Ubersichtstabellen [158], in denen

durchschnittlich 1-5 phosphorylierte Sequenzen pro pg fiir verschiedene Strategien aufgelistet sind, sind
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mit Vorsicht zu betrachten, da sie stark von der eingesetzten Startproteinmenge, der analysierten Spezies
sowie der Anreicherungsstrategie abhangen. Zudem gibt es starke Schwankungen in der Genauigkeit
der zur Bestimmung von Probenmengen verwendeten Verfahren, sodass verldssliche Vergleiche
lediglich mit einer aufwendigen, aber genauen Aminosdureanalyse durchgefihrt werden sollten. Auch
ist entscheidend, ob eindimensionale oder mehrdimensionale Anreicherungsstrategien, wie das in dieser
Arbeit etablierte zweidimensionale TiO>-HILIC-Verfahren, eingesetzt wurden.

Bereits der Vergleich der Anreicherung von 50 pg und 100 pg Probe gleichen Ursprungs und mit dem
gleichen Protokoll zeigte die Notwendigkeit eines mehrdimensionalen Ansatzes, da die Anzahl an
identifizierten Phosphopeptiden trotz doppelter Startmenge nahezu konstant blieb (siehe Abbildung
4-3). Dieser Effekt ist hochstwahrscheinlich durch die ,,undersampling“ genannte Limitierung der
anschlieenden MS Messung erklarbar, die bei einer datenabhangigen Akquisition (DDA) aufgrund der
limitierten Geschwindigkeit des MS und der kurzen Halbwertsbreite eines chromatographischen Peaks
auftritt und dazu flhrt, dass niedrig abundante Phosphopeptide im Vergleich zu abundanten Peptiden
unterreprasentiert werden. Es zeigte sich, dass bei Proteinmengen >100 g eine HILIC-Fraktionierung
zu einer Zunahme identifizierter Phosphopeptidsequenzen fiihrte, die in dem durchgefiihrten Versuch
bei 42 % gegendlber der reinen TiO2-Anreicherung von 200 pg HeLa-Verdau lag. Eine Optimierung des
HILIC-Gradienten und eine stdrkere Fraktionierung der Proben durch kiirzere Zeitintervalle pro
Fraktion erhohte die Sensitivitdt nochmals. 2D-Verfahren, die zundchst eine Fraktionierung der Probe
mittels ERLIC und eine anschliefende Festphasenextraktion der Fraktionen mittels RP oder SCX
vorsehen, gehdren momentan zu den sensitivsten, publizierten Protokollen mit mehr als 75
Phosphorylierungsstellen pro pg [119]. Allerdings ist die Handhabbarkeit dieser VVerfahren durch die
manuelle Entsalzung der nach ERLIC-Auftrennung gesammelten Fraktionen, in dieser Studie
21 Fraktionen, stark eingeschrénkt, solange dieser Schritt nicht automatisiert werden kann. Im
Gegensatz dazu konnen die mittels HILIC gesammelten Fraktionen unter Vakuum eingetrocknet und

direkt fiir die RP-LC-MS Analyse verwendet werden.

Die Anwendung des etablierten TiO,-HILIC-Verfahrens in Kombination mit einer Stabil-
Isotopenmarkierung fiir die relativen Vergleiche der Phosphorylierungszustédnde in CLL-Zellen fiihrte
zur Quantifizierung von durchschnittlich 10.200 Phosphopeptidsequenzen pro iTRAQ-Datensatz
(940 pg Proteinmenge), was 11 Phosphopeptiden pro pg entspricht. In einer LC-MS basierten Studie
von O’Hayre et al. [73] konnten nach Stimulation der CLL-Zellen mit dem Chemokin CXCL12 etwa
700 Phosphoproteine nachgewiesen werden, wéhrend in dieser Arbeit insgesamt 2854 Phosphoproteine
quantifiziert wurden. Nach aktuellem Kenntnisstand stellt die in dieser Arbeit durchgefuhrte Studie die
umfangreichste Analyse des Phosphoproteoms von CLL-Zellen bislang dar.

Der Verlust an Sensitivitat gegentber markierungsfreien Ansétzen ist vor allem auf eine generell zu

beobachtende verringerte Konversionsrate (Verhéltnis PSM zu MS/MS Spektren) bei Experimenten mit
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stabil-Isotopen markierten Peptiden zurtickzufiihren, welche u.a. durch eine erhdhte Ladung iTRAQ
markierter Peptide zu erkléren ist, die wiederum zu einer schlechteren Detektion im MS fiihrt. Die
Zuleitung von Ammoniumdampfen wahrend der lonisation kann diesen Effekt zwar teilweise
kompensieren, jedoch nicht aufheben, sodass die Effizienz der Identifizierung beeintréchtigt bleibt
[159].

Die Ergebnisse der Optimierung des Phosphoproteinverdaus sowie die Probleme, die bei der
Aufarbeitung der CLL-Zellen auftraten, zeigen, dass es keinen universellen Ansatz fir die
Probenaufarbeitung unterschiedlicher Zelltypen geben kann [160]. Bereits eine Veranderung des
Lysepuffers kann weitere Anpassungen des Protokolls nach sich ziehen, wie die Einfiihrung zusatzlicher
Waschschritte in das FASP-Protokoll, um weiterhin eine sensitive Anreicherung der Phosphopeptide zu
ermdglichen. Theoretisch muss die Aufarbeitung fiir jede Probenart Schritt fiir Schritt und systematisch
optimiert werden, was allerdings aufgrund des massiven Arbeits-, Proben- und Kostenaufwands nur fiir
,Hochdurchsatz-Projekte* realisierbar ist. Daher ist fur eine erfolgreiche Proteomanalyse die
Einfuhrung von Qualitatskontrollen entscheidend, um Probleme frilhzeitig zu erkennen. Diese sollten
wie folgt durchgefilhrt werden: (i) auf Ebene der Probenaufarbeitung, durch die Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit des Verdaus, idealerweise Uber monolithische LC-Trennungen, (ii) auf Ebene der
Phosphopeptidanreicherung, durch das Hinzugeben von Referenz-Phosphopeptiden vor der
Anreicherung, (iii) fur das LC-MS System, durch Einfuhrung von laborinternen Standards zur
Gewdhrleistung der Reproduzierbarkeit und Sensitivitat sowie (iv) bei der Datenauswertung, durch die
Bestimmung von Normalisierungsfaktoren der zu vergleichenden Proben auf Proteinebene, um Fehler

bei der Probenaufarbeitung, wie Ungenauigkeiten bei der Pipettierung, zu kompensieren.

5.3. Aktuelle Herausforderungen bei klinischen Fragestellungen - am
Beispiel der CLL

Die chronische lymphatische Leukamie stellt eine sehr heterogen verlaufende Leukdmieform dar [57].
Obwohl eine Einteilung der Patienten in eine milde und eine aggressive Form der Erkrankung anhand
von Kklinischen Marken moglich ist, liegen unzureichende Informationen dartiber vor, welche weiteren
Unterschiede im Proteinexpressions- sowie im Phosphorylierungsmuster zwischen den beiden
prognostischen Gruppen bestehen. Interessant war in diesem Zusammenhang auch das Ansprechen der
CLL-Zellen auf einen aktivierenden Stimulus sowie auf den BTK-Inhibitor Ibrutinib, der fiir die CLL-

Therapie von der FDA als Medikament zugelassen wurde.

Burkhart et al. [3] konnten zeigen, dass eine umfassende quantitative Analyse des Proteoms von aus

Frischblut isolierten Thrombozyten aus wenigen pg Zellmaterial mittels LC-MS basierten Studien
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erfolgen kann. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit lagen keine vergleichbaren Daten des Proteoms von CLL-
Zellen vor, sodass zunachst eine Validierung bekannter klinischer Marker mittels LC-MS erfolgte. Fur
das in dieser Arbeit etablierte Protokoll wurde fir die parallele Analyse von quantitativen
Verénderungen auf Phosphoproteom- sowie Proteomebene pro Stimulationsbedingung lediglich eine
Proteinmenge von 120 pg pro Stimulationsbedingung eingesetzt. Trotz der hohen Heterogenitét der
Patientenproben konnte auf Ebene der Phosphoproteine eine Schnittmenge von 55 % zwischen den drei
ITRAQ-Datensétzen erreicht werden. Ein Vergleich mit einem proteomischen Datensatz aus Hefe zeigt,
dass auch bei Dreifachmessung eines reinen Proteinverdaus weniger als 60 % der Proteine in allen drei
Replikaten Uberlappen [161], sodass der ermittelte Wert von einer hohen Reproduzierbarkeit des
etablierten Verfahrens zeugt. Die relativ geringen Schnittmengen sind auf das angesprochene
., undersampling *“ sowie Varianzen in den chromatographischen Trennungen zurtickzufuhren.

Der generierte Datensatz mit mehreren tausend Eintragen machte auch deutlich, wie entscheidend,
neben einer verlasslichen Datenbanksuche, die korrekte Lokalisierung der Phosphorylierung sowie eine
statistische Auswertung der Daten ist. Fiir den Nachweis differentieller Phosphorylierungsstellen ist es
zudem essentiell auch die Anderung auf Proteinebene zu kennen, die aufgrund von veranderter
Genregulation auftreten kénnen [162]. Fur die statistische Auswertung der Daten wurde der moderated
t-test mit einem Signifikanzniveau von 5 % (p<0,05) fur einen Vergleich der Patientengruppen (je n=3)
zwischen verschiedenen Stimulationsbedingungen eingesetzt, da dieser Test eine bessere Aussage Uber
biologisch relevante Verédnderungen in iTRAQ-Daten erbrachte, als der hdaufig verwendete
Zweistichproben-t-Test [8, 137]. Insbesondere bei LC-MS basierten Discovery-Ansétzen, in denen
meist nur eine kleine Anzahl an Stichproben pro Patientengruppe eingesetzt wird, bietet der moderated
t-test einen ersten Ansatz zum Auffinden von Schlisselkomponenten.

Aufbauend auf diesen Daten wurden Patientenkohorten mittels Western Blot Analysen untersucht, die
keine spezielle Markierung der Zellen voraussetzen und mit geringem Zeitaufwand viele Patienten
screenen konnen. Zudem kénnen zielgerichtete massenspektrometrische Ansétze verwendet werden, um
unabhéngig von oft nicht verfugbaren oder wenig spezifischen Antikérpern differentielle Proteine zu
validieren. Dies ist v.a. bezlglich der Validierung von Phosphorylierungsstellen mittels Western Blot
von hoher Bedeutung, da neben der geringen Spezifitat der Antikorper auch die relative Quantifizierung
anhand der Bandenstérke relativ ungenau und stark personenabhdngig ist. Zielgerichtete LC-MS

Analysen stellen eine Alternative dar, die im Folgenden ebenfalls néher erldutert wird.

5.3.1. Validierung der iTRAQ-CLL-Daten

Aufgrund der hohen biologischen Varianz der Patienten war es wichtig, die Ergebnisse des iTRAQ-
basierten Discovery-Ansatzes an einer grofReren Patientenkohorte zu validieren. In diesen Studien fiel
zunéchst auf Proteinebene, neben bekannten klinischen Markern, das Protein MARCKS auf, das eine

signifikant niedrigere Abundanz (|-2,42) in Zellen mit ulgVVH-Zellen Genstatus aufwies und bereits an
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einer groReren Patientenkohorte validiert werden konnte (siehe auch Kapitel 4.3.2). Zur Validierung
weiterer Proteine sollten zielgerichtete MS/MS Analysen, PRMs, mit dem noch nicht verwendeten
Zelllysat etabliert werden. Hierzu wurden 20 pg der unbehandelten sowie mit anti-lgM stimulierten
CLL-Patientenproben, die bereits fur die iTRAQ-Messungen herangezogen worden waren, tryptisch
mittels FASP verdaut. Als interne Referenz wurden je zwei Peptide von GAPDH und Talin, sogenannte
House-Keeping Proteine bestimmt, die in den iTRAQ-Daten keine Unterschiede in den
Patientengruppen aufwiesen. Fiir die PRM-Analyse auf Proteomebene wurden je 2 pg Verdau eingesetzt
und pro Protein mindestens zwei Peptide analysiert (120 min LC-MS, QExactive MS mit Inclusion list
2+/3+, 7 min Retentionszeitfenster). Die Peptidsequenzen wurden anhand der iTRAQ-Daten und

vorausgehender DDA-Messungen ausgewadhlt (siehe Tabelle 5-2).

Tabelle 5-2: Gewahlte Peptidsequenzen fur die PRMs auf Proteinebene. Zur Bestimmung des
Regulationsfaktors (fold change) wurde der Median der Peakflachen der je drei Patienten (ulgVH bzw. migVH)
gebildet und das Verhéltnis zwischen den Gruppen bestimmt. Zur besseren Vergleichbarkeit mit den iTRAQ-
Daten sind die log, fold changes (fc) angegeben.

Proteinname  Accession Peptidsequenz ulgVH vs. migVH (log: fc)
GAPDH P04406 VGVNGFGR 0,2
LISWYDNEFGYSNR 0,1
Talin Q9Y490 ALEATTEHIR -0,1
TSTPEDFIR -0,1
ZAP-70 P43403 LEGEALEQAIISQAPQVEK 44
LIATTAHER 55
ALGADDSYYTAR 4,3
MARCKS P29966 EAPAEGEAAEPGSPTAAEGEAAS -9/4
AASSTSSPK
AEDGATPSPSNETPK -7,0
Histon H1.5 P16401 ATGPPVSELITK 1,5
ALAAGGYDVEK 1,4

Die Bestimmung der Peakflachen erfolgte mittels der Software Skyline und ist in Abbildung 5-2 pro

Patientengruppe und Peptid in einem Box Plot tber die Werte der jeweils drei Patienten dargestellt.
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Abbildung 5-2: Validierung der Proteinabundanzen mittels PRM. Die Abundanzen von (A) ZAP-70, (B)
MARKCS und (C) Histon H1.5 zwischen den Patientengruppen ulgVH und migVH (je n=3) bzw. mit und ohne
IgM-Stimulation wurden mittels der Software Skyline verglichen werden. Der Median ist jeweils normiert als loga
dargestellt (rot).

Mittels PRM konnten die Ergebnisse der iTRAQ-Daten auf Proteinebene fiir die Proteine ZAP-70,
MARCKS und Histon H1.5 validiert werden. Die im Vergleich zu den iTRAQ-Daten um ein Vielfaches
hoheren Regulationsfaktoren lassen sich durch die sogenannte ,ratio compression® bei iTRAQ
markierten Peptiden aufgrund von Co-Fragmentierung im MS erkldren, durch die die Verhaltnisse der
Reporterionen und somit die Regulationsfaktoren unterschatzt werden [163]. Die signifikante Abnahme
des Levels von Histon H1.5 nach IgM-Stimulation stimmte mit den iTRAQ-Daten Uberein. Es erscheint
wahrscheinlich, dass nach Stimulation der Zellen eine Modifizierung der gewahlten Peptide induziert
wurde und somit eine Detektion der Sequenzen der Histone aufgrund der Anderungen des Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnisses nicht mehr mdglich war. Zudem ist bekannt, dass Histon H1 eine Vielzahl hoch
abundanter PTMs, wie Acetylierungen und Methylierungen, aufweist und der N-terminale Teil des

Histons H1.4 zu den am stérksten posttranslational modifizierten Sequenzen in einer Zelle gehort [164].

Nach der erfolgreichen Anwendung des PRMs auf Proteinebene, sollte dieser Ansatz auch eine
Alternative zum Western Blot fir die Validierung von Phosphorylierungsmustern darstellen. Jedoch war
die verbleibende Menge an Zellmaterial (~15 pg) nicht ausreichend, um diesen Ansatz zu etablieren.
Erste Versuche zeigten, dass vor der PRM-Analyse eine Phosphopeptidanreicherung, z. B. (ber eine

einstufige TiO.-Anreicherung, erfolgen muss. Ausgewahlte Phosphopeptidsequenzen aus MAPK1 und
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MAPKS3 konnten zwar auch ohne Anreicherung mittels PRM identifiziert werden, wiesen aber zu
wenige Fragmentionen sowie hohe Massenabweichungen (>5 ppm) flr eine sichere Quantifizierung

mittels der Software Skyline auf.

Eine Validierung der Phosphorylierung von MARCKS S170 nach IgM-Stimulation sowie nach Zugabe
von Ibrutinib konnte mittels Western Blot erfolgen, da ein spezifischer Antikdrper gegen pMARCKS
S167/S170 verfuigbar war. Die untersuchten CLL-Zellen wurden zundchst fur 24 h auf CD40L (CD40
Ligand) exprimierenden Zellen kokultiviert, um die Expression von MARCKS zu induzieren, da der
IgVH-Mutationsstatus der untersuchten Patienten nicht bekannt war und so ein vergleichbares
Grundlevel von MARCKS induziert werden konnte. Die Veranderung der Phosphorylierung ist

exemplarisch flr einen der untersuchten Patienten gezeigt (siehe Abbildung 5-3).

CLL-Zellen (+CD40L)

IgM
# Ibr IgM +Ibr

MARCKS

S W' W s GAPDH

Abbildung 5-3: Validierung der Regulation von pMARCKS S170 mittels Western Blot. Nachdem die CLL-
Zellen zundchst 24 h mit CD40L exprimierenden Zellen kokultiviert wurden, erfolgte die Zugabe von 1 uM
Ibrutinib fir 60 min sowie eine Stimulation mit anti-IgM fir 30 min (CECAD Kaoéln, durchgefiihrt von Dr. Valeska
Berg). MARCKS und GADPH Proteinlevel sind in den untersuchten Zustdnden vergleichbar. # = unbehandelte
Zellen.

Die vorlaufigen Ergebnisse der Western Blots stimmten mit den iTRAQ-Daten (berein: Nach IgM-
Stimulation lag eine deutlich erhéhte Phosphorylierung an S170 vor, wahrend nach Zugabe von
Ibrutinib trotz IgM-Stimulation die Phosphorylierung nicht induziert wurde. Die bisher untersuchten
CLL-Patienten sprachen jedoch heterogen auf die Induktion von MARCKS durch CD40L an, sodass
diese Beobachtungen noch an einem groReren Patientenkollektiv und unter Ber(cksichtigung des IgVH-

Mutationsstatus, ohne CD40L Kokultivierung, reproduziert werden missen.

5.3.2. Vorhersage einer moglichen biologischen Relevanz der Veranderungen

Kinasen steuern die intrazelluldre Signalweiterleitung und spielen so bei der Ausprédgung von
Veranderungen in Zellen eine essentielle Rolle. Um eine VVorhersage zu treffen, welche Kinasen fir die
vorliegenden Regulationen nach Zugabe von Ibrutinib in den CLL-Zellen verantwortlich sein kdnnten,
wurde die onlinebasierte Software NetworKIN 3.0 verwendet. Diese Software Uberprift anhand

bekannter und vorhergesagter Konsensussequenzen von Kinasen Peptidsequenzen auf
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Ubereinstimmungen. Aus 233 Phosphorylierungsstellen, die ein signifikant verandertes Muster nach
Zugabe von lbrutinib im Vergleich zu nativen und anti-IgM stimulierten Zellen aufwiesen, konnten so
113 Phosphorylierungsstellen méglichen Kinasen zugeordnet werden (Auswahl siehe Tabelle 5-3 sowie
fur eine Gesamtubersicht siehe Tabelle 12-8).

Tabelle 5-3: Konsensussequenz-basierte Vorhersage von Kinasen, deren Substrate nach Ibrutinibzugabe
differentiell vorlagen. Dargestellt ist eine Auswahl an Kinasefamilien, von denen mehr als 6 Substrate
differentiell vorlagen. Die Daten basieren auf NetworKIN (Score >2). CDK = Cyclin-abhéngige Kinase; CK =
Kreatinkinase; CLK = Dual specificity protein kinase; CRK = Adaptermolekil; MAPK = Mitogen-aktivierte
Proteinkinase; PK = Proteinkinase

Accession  Genname pot. Kinase Accession  Genname pot. Kinase
P05455 SSB S92 CDK1 Q7L7X3 TAOK1 S445 MAP2K3
P11171 EPB41 S85 CDK1 Q9Y463 DYRK1B Y273 MAP2K3
P16949 STMN1 S25 CDK1 Q13541 EIFAEBP1 T70 MAPK1
P16949 STMN1 S38 CDK1 Q6JBY9 RCSD1 S108 MAPK13
Q6VYO07 PACS1 T504 CDK1 Q6JBY9 RCSD1 S216 MAPK13
Q9BZB8 CPEB1 S208 CDK1 Q13541 EIF4AEBP1 S65 MAPK13
QIYG6AS TACC3 S317 CDK1 Q6JBY9 RCSD1 S120 MAPK13
P16949 STMN1 S25 CDK1 Q6JBY9 RCSD1 S127 MAPK13
000716 E2F3 S166 CDK?2 043521 BCL2L11 S77 MAPK?9
P62191 PSMC1 T434 CDK?2 P06239 LCK T499 MAPK?9
Q09472 EP300 T1906 CDK2 P16949 STMN1 S63 PAK1
Q09472 EP300 T1909 CDK?2 Q13153 PAK1 S139 PAK1
P07900 HSP90AA1  S231 CDK4 P16949 STMN1 S16 PAK1
043491 EPB41L2 S715 CDK5 Q04637 EIFAG1 S1209 PAK2
P07910 HNRNPC S241 CK1 Q13177 PAK?2 S20 PAK?2
P08670 VIM S412 CK1 Q13177 PAK?2 S55 PAK?2
P13807 GYS1 S652 CK1 Q13233 MAP3K1 S10 PAK?2
QINRL3 STRN4 S276 CK1 P46100 ATRX S706 PAK3
P11387 TOP1 S111 CK2 P13224 GP1BB S191 PKA
075822 EIF3J S127 CK2 P52565 ARHGDIA S34 PKA
P16949 STMN1 S46 CK2 P08238 HSP90AB1 S226 PKB
P23588 EIFAB S498 CK2 P78527 PRKDC S893 PKB
Q14005 1L16 S776 CK2 Q92945 KHSRP S193 PKB
Q14978 NOLC1 S643 CK2 Q09666 AHNAK S5780 PKB
Q13547 HDAC1 S421 CK2 Q09666 AHNAK S5782 PKB
Q13547 HDAC1 S423 CK2 P29966 MARCKS S170 PKC
P13807 GYS1 S657 CK2 043290 SART1 S348 PKC
P18583 SON S2238 CLK1 043598 DNPH1 S123 PKC
Q13427 PPIG S397 CLK1 095466 FMNL1 S1059 PKC
Q13427 PPIG S442 CLK1 P04233 CD74 S8 PKC
QINYFS8 BCLAF1 5183 CLK1 P33241 LSP1 S204  PKC
QINYFS8 BCLAF1 S564 CLK1 P52566 ARHGDIB S44 PKC
Q13247 SRSF6 S291 CLK1 P62906 RPL10A S50 PKC
Q13247 SRSF6 S293 CLK1 P78325 ADAMS S683 PKC
Q8N2M8 CLASRP 5294 CLK4 Q13428 TCOF1 S849 PKC
Q8TF01 PNISR S726 CLK4 Q14151 SAFB2 S613  PKC
P43405 SYK Y364 CRK Q6DN90 1QSEC1 S89 PKC
P46940 IQGAP1 Y172 CRK Q62UJ8 PIK3AP1 S656  PKC
P51149 RAB7A Y183 CRK Q86YV0 RASAL3 S859  PKC
P61978 HNRNPK Y380 CRK Q81X12 CCAR1 S908 PKC
Q13422 IKZF1 Y435 CRK Q99623 PHB2 S286 PKC
Q9UJU6 DBNL Y162 CRK Q9UIQ6 LNPEP S91 PKC
Q9Y4G8 RAPGEF2 S960 PKC
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Bei 18 Phosphorylierungsstellen wurde Proteinkinase C (PKC) als verantwortliche Kinase identifiziert,
darunter ist auch S77 in MARCKS. Es ist bekannt, dass PKC-3 ein downstream Zielprotein von BTK
im BCR-Signalweg darstellt. Zudem wird diskutiert, ob eine Inhibierung von PKC die Aktivierung von
NF-kB verhindern und somit die Uberlebenssignale der entarteten Zellen beeintrachtigen und eine
Apoptose induzieren kann [165-166].

Die Rolle von MARCKS in der CLL ist noch unzureichend untersucht. In der Literatur wird MARCKS
in Lungenkrebszellen eine mogliche Funktion im PI3K/AKT-Signalweg zugeordnet, der fir die
Beweglichkeit und Proliferation der Zellen entscheidend ist. Die Phosphorylierung von MARCKS
scheint die Umwandlung wvon PIP2  (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) zu  PIP3
(Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat) durch die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) zu beeinflussen,
welches fur die Aktivierung von AKT essentiell ist [167].

In den iTRAQ-Daten war nach Zugabe von lbrutinib in downstream von BTK gelegenen Proteinen im
BCR-Signalweg eindeutig eine Verringerung der Phosphorylierung nachweisbar. Diese Veranderung
war in der Gruppe mit ulgVH-Genstatus besonders ausgepréagt (siehe Abbildung 4-18). Dies kénnte
auch Klinisch relevant sein, da diese Beobachtung mit einer klinischen Studie Ubereinstimmt, in der
Patienten mit ulgVVH-Genstatus zundchst besser auf eine Therapie mit lbrutinib ansprachen als die mit
mlgVH-Status, wahrend die Uberlebensrate beider Patientengruppe abschlieBend vergleichbar war [65].
Weitere Untersuchungen hierzu stehen jedoch noch aus.

In beiden Patientengruppen wurde eine signifikant verringerte Phosphorylierung an S77 von BCL2L11
nach lbr-Zugabe quantifiziert, die von MAPKO reguliert zu werden scheint. Es ist bereits bekannt, dass
BCL2L11, besser bekannt als Bim, eine wichtige Rolle in der Regulation der Apoptose von CLL-Zellen
spielt. Es konnte gezeigt werden, dass eine anti-IgM induzierte Phosphorylierung von Bim an S69 uber
MAPK1/3 zu uberlebensfordernden Signalen fuhrt, wohingegen eine Dephosphorylierung pro-
apoptotisch wirkt [168]. In der gleichen Studie wird zudem darauf hingewiesen, dass auch S77 und S104
eine Rolle in der Regulation von Apoptose und Proliferation spielen konnten, die noch nicht néher
untersucht wurde, sodass die Dephosphorylierung von Bim eine wichtige Rolle in der Wirkweise von

Ibrutinib spielen kdnnte.

Im Hinblick auf die unterschiedlichen Krankheitsverlaufe der CLL-Patienten sind auch die
Phosphorylierungsmuster nach IgM-Stimulation interessant, da auf diese Weise der Zustand der Zellen
im menschlichen Kérper nachgeahmt werden sollte. Durch diese Stimulation werden proliferations- und
tiberlebensfordernde Signalwege induziert. Die iTRAQ-Daten zeigten, dass anti-IgM zu einer stérkeren
Reaktion in Zellen mit ulgVH-Genstatus fiihrte als in denen mit mlgVVH-Genstatus (siehe Abbildung
4-17). Diese Ergebnisse stimmen mit Studien uberein, die eine verstarkte BCR-Signalweiterleitung
sowie eine erhdhte Abhangigkeit von diesem Signalweg in Patienten mit ulgVH-Genstatus postulieren
[65, 68].
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Die iTRAQ-Daten zeigten zudem, dass in Patienten mit ulgVH-Genstatus die Phosphorylierung an
Tyrosinen der zentralen Proteine des BCR-Signalwegs, wie SYK und LYN, nach IgM-Stimulation
verringert ist, jedoch nicht in der mIgVH-Gruppe. Dies deutet auf eine unterschiedliche Regulation der
beteiligten Tyrosinkinasen in den Patientengruppen hin, die gegensétzlich zu der allgemeinen
Aktivierung und einer Erhéhung der Phosphorylierung verléuft.

Weitere Untersuchungen ausgewahlter Phosphorylierungsstellen u.a. von LYN, SYK, BCL2L11 und
MARCKS in frischen Blutproben mittels targeted MS/MS Verfahren sind bereits am ISAS geplant, um

diese und weitere vorlaufige Ergebnisse zu validieren.

5.4. Etablierung eines LC-MS basierten pHis-Nachweises

Die groBte Herausforderung fiir den Nachweis einer N-Phosphorylierung wie Phosphohistidin liegt in
der Instabilitit der Phosphoamidatbindung unter sauren Bedingungen, die ihren Nachweis mit
traditionellen RP-LC-MS Verfahren einschrénkt.

Um eine mdglichst schonende Probenaufarbeitung zu ermdéglichen, wurden in dieser Arbeit zundchst
Antikorper-basierte Verfahren zum Nachweis von pHis angewendet. Obwohl der verwendete pHis
spezifische Antikorper (siehe Kapitel 3.2.9) eine hohe Spezifitat in Western Blots zeigte (siehe Kapitel
4.4.1), konnte aus verschiedenen getesteten Bedingungen keine Anreicherung in Ldsung auf
Proteinebene erreicht werden. Die Ergebnisse der Immunprézipitationen deuten darauf hin, dass die
Affinitat des anti-pHis Antikorpers nicht ausreicht, um dauerhaft an pHis zu binden und somit keine
Extraktion des Phosphoprotein-Antikérper-Komplexes méglich war.

Erst kurzlich wurde die Herstellung eines weiterentwickelten, polyklonalen Antikdrpers basierend auf
dem pHis-Analogon pPye publiziert, der in ersten ELISA und Western Blot Analysen eine héhere
Affinitat und Spezifitat zu pHis, dank geringerer Kreuzreaktivitat zu pTyr, aufweist als vorhergehende
anti-pHis Antikorper [124]. Die Spezifitat dieses Antikdrpers muss noch anhand biologischer Proben
validiert werden. Zudem scheint die Entwicklung von monoklonalen 1-pHis und 3-pHis spezifischen
Antikérpern einen Durchbruch in der Analyse von pHis in komplexen Proben darzustellen [37]. In einer
ersten Studie an HEK?293-Zellen konnte eine sehr geringe Kreuzreaktivitdt der Antikérper gegeniiber
einer Phosphorylierung an Ser, Thr bzw. Tyr und eine hohe Sensitivitat sowie eine hohe Spezifitét fur

die Isomere von pHis nachgewiesen werden.

Um eine Eignung von LC-MS basierten Ansétzen fur den Nachweis von Phosphohistidin zu tiberprifen,
wurde zundchst ein Stabilitatstest mit verschiedenen, synthetischen pHis-Peptiden in 0,1 % TFA (v/v)
bei pH ~2 durchgefiihrt, da dies dem niedrigsten pH-Wert entsprach, der wahrend der
Probenaufarbeitung sowie der chromatographischen Messung eingesetzt wurde (siehe Kapitel 4.4.2.1).

Im Gegensatz zu einer Halbwertszeit von wenigen Sekunden, die von Hultquist et al. [24] in 1 M HCI
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bei 49 °C nachgewiesen wurde, betrug die Halbwertszeit in 0,1 % TFA bei RT etwa 150 min sowie bei
60 °C etwa 13 min, mit Standardabweichungen von maximal 15 %. Diese Ergebnisse deuteten darauf
hin, dass sowohl eine chromatographische Auftrennung sowie eine Festphasenextraktion bei
gemaRigten Temperaturen unter sauren Bedingungen in einem eingeschrankten Zeitraum maoglich sind.
Bei der Wahl des chromatographischen Systems wurde deutlich, dass in schwach sauren und neutralen
Puffersystemen die Sensitivitat des Nachweises stark von der Peptidsequenz abhing. Wahrend mit einem
0,1 % Essigsaure-Puffersystem, pH ~3,3, die geringste Dephosphorylierung von pHis-Peptiden
stattfand, war im saureren Standardsystem mit 0,1 % TFA/FA bei pH <2,8 zwar ein groferer Verlust
der Phosphorylierung, aber auch scharfere Signale ohne Tailing und eine insgesamt hohe Sensitivitat
fur alle untersuchten pHis-BSA Peptide im Chromatogramm nachweisbar (siehe Abbildung 4-22).
Wichtig bei der Verwendung des TFA/FA-Systems war, dass die Temperatur des Saulenofens von 60 °C
auf 35 °C heruntergesetzt und eine schnelle chromatographische Trennung in 0,1 % FA (ber einen
kurzen Gradienten von nicht mehr als 60 min sowie ein kurzes Aufsplilen der Proben auf die VVorsaule
von 5min in 0,1% TFA eingesetzt wurden. Zur weiteren Verringerung der auftretenden
Dephosphorylierung konnte ein Aufspulen der Probe in 0,1 % TFA, flr eine maximale Bindung der

Analyten an die C18-Phase, mit anschlieBender Trennung in 0,1 % Essigsaure getestet werden.

Bei der Datenbanksuche von in vitro phosphoryliertem BSA fiel neben den geringen Mascot lon Score
fir einige Phospho-PSM (Score <20) vor allem die falsche bzw. unsichere Zuweisung der
Phosphorylierung zu Histidin, trotz Verwendung des Algorithmus phosphoRS, auf. Da in phosphoRS
keine Anpassung der Suchparameter moglich war, wurde der in PD implementierte Algorithmus ptmRS
herangezogen, um die fir pHis charakteristischen Neutralverluste von 80 Da und 98 Da vom
Vorlduferion sowie das Phosphohistidin-Immoniumion fir die Lokalisierung dieser PTM einzubinden
(siehe Kapitel 4.4.2.3).

Ein &hnlicher Ansatz wurde auch von Oslund et al. [30] eingesetzt, die ein charakteristisches Triplet aus
Neutralverlusten, 80, 98 und 116 Da, nach CID-Fragmentierung zur spezifischen ldentifizierung von
pHis nutzen. In dieser Publikation wurde ebenfalls der starke Verlust von 98 Da vom Vorlduferion
diskutiert, der zunéchst untypisch fir pHis-Peptide erscheint. Anhand von 0 markierten Peptiden, die
am C-Terminus oder an Asparaginsaure (Asp) bzw. Glutaminsdure (Glu) markiert waren, konnte der
Mechanismus geklart werden. Bei der Abspaltung handelt es sich um ein Acylphosphat, welches in einer
Gasphasenreaktion gebildet wird. Es wurde festgestellt, dass sowohl der C-Terminus als auch, falls
vorhanden, das a-Carboxylat der Seitenketten von Asp bzw. Glu mit der Phosphatgruppe an His
reagieren und Wasser abgeben kann, sodass insgesamt ein Verlust von Phosphorsdure (98 Da) auftritt.
Die bei HCD-Fragmentierung auftretenden Neutralverluste von 80 und 98 Da des pHis Vorlauferions

waren deutlich weniger dominant (siehe Abbildung 4-23), sodass die generierten Spektren eine bessere
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Abdeckung der b- und y-Fragmentionenserie und somit eine verlasslichere Identifizierung der
modifizierten Peptide sowie eine verbesserte Lokalisation der Phosphorylierung ermoglichten.

5.4.1. Validierung des indirekten SCX-Nachweisverfahrens

Kationenaustauscher wurden in der Arbeit zundchst fur die Aufreinigung der in vitro phosphorylierten
pHis-Peptide eingesetzt, da nach Inkubation mit Kaliumphosphoramidat durchschnittlich weniger als
50 % der Peptide zu der phosphorylierten Variante umgesetzt wurden. Aufgrund der erfolgreichen
Trennung der Peptidvarianten anhand ihrer unterschiedlichen Ladungszustande mittels SCX und der
relativ hohen Stabilitat der pHis-Peptide im SCX-Puffer bei pH 2,7, wurde ein zweistufiges Verfahren
fur den indirekten Nachweis von pHis entwickelt (siehe Kapitel 4.4.3.2). Mittels dieser Strategie
konnten 35 Peptidsequenzen ermittelt werden, die in beiden Replikaten einen fir pHis charakteristischen
Shift in den SCX-Auftrennungen zeigten und nicht in den Negativkontrollen nachweisbar waren (siehe
Anhang Tabelle 12-7).

Trotz der hohen Reinheit der 2+ Fraktion von tiber 99 % und der Validierung der Ergebnisse durch den
Abgleich der identifizierten Peptide in den Negativkontrollen, konnte nicht vollstandig ausgeschlossen
werden, dass die Sequenzen durch eine unzureichende Ladungstrennung in der ersten SCX-Auftrennung
nach erneuter Trennung in den Fraktionen >2+(U-11) detektierbar und somit falsch positiv waren. Daher
wurden fur eine weitere Validierung des Verfahrens 32 stabil-Isotopen markierte, sogenannte ,,schwere*
(H) Peptide aus E. coli synthetisiert, die ein Histidin enthielten und teilweise als pHis Sequenzen mittels
SCX identifiziert wurden (Sequenzen siehe Anhang Tabelle 12-9). Diese Peptide besaflen einen
Massenshift von 8 Da (Lys) bzw. 10 Da (Arg) zu den endogenen ,leichten“ (L) Peptiden, jedoch
vergleichbare Retentionszeiten. Als Proof-of-Principle Experiment wurden je 50 pmol der schweren
Peptide in einen 200 g E. coli Verdau hinzugefiigt, sodass die ,,schweren* Peptide im Uberschuss
vorlagen. Ziel war es, das Verhaltnis von ,,schweren® und ,,leichten* Peptidvarianten anhand ihrer
Abundanzen in den geshifteten Fraktionen zu bestimmen, um wie in Abbildung 5-4 dargestellt, aufgrund

eines Verhaltnisses von H/L >1 falsch positive Treffer nachweisen zu kénnen.
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Abbildung 5-4: Schematische Darstellung der Validierung des indirekten SCX-Verfahrens. Mittels
»schwerer Peptide sollte sichergestellt werden, dass Histidin-haltige Peptide ohne Phosphorylierung nicht in der
Fraktion 1+/2+ der ersten SCX-Auftrennung eluieren und somit unspezifisch in dem etablierten SCX-Protokoll
angereichert werden. Zur Bestimmung des Verhéltnisses von ,,schweren‘ zu ,,leichten” Peptiden, wurden nach der
zweiten SCX-Trennung LC-MS Analysen durchgefiihrt und die Peakflachen mittels der Software Skyline
bestimmt. Verhéltnisse H/L >1 deuten auf eine falsch positive Identifizierung hin.

In der LC-MS Analyse der Fraktionen 2+(U-11) sowie 3+ nach der zweiten SCX-Auftrennung waren die
Abundanzen der ,leichten” und ,,schweren“ Peptide jedoch so gering, dass keine Quantifizierung
anhand der Peptidflachen (XICs) erfolgen konnte. Das Vorliegen der ,,schweren* Peptide unterhalb des
Quantifizierungslimits deutet auf eine hohe Spezifitdt des indirekten SCX-basierten Nachweises hin.
Allerdings konnten bei einer separaten SCX-Auftrennung von 50 pmol pro Peptid ohne komplexen
Hintergrund 3 der 32 ,,schweren® Peptide mit 1-3 PSM pro Peptid in Fraktion 2+ nachgewiesen werden
(Doppelbestimmung), sodass falsch positive Identifikationen nicht vollstdndig ausgeschlossen werden
kénnen.

Das etablierte SCX-Verfahren stellt dennoch, vor allem unter Verwendung von geeigneten
Negativkontrollen, ein vielversprechendes und sensitives Protokoll fir den indirekten Nachweis von

pHis in komplexen Proben dar.

5.4.2. Herausforderungen der pHis-ldentifizierung in E. coli

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde an einem direkten Nachweisfahren gearbeitet, welches eine
Anreicherung von pHis aus komplexen Proben ermdglicht. Der Nachweis von endogenen pHis mittels
ERLIC-Fraktionierung und anschlieender RP-LC-MS Messung stellt das erste bekannte

chromatographische Verfahren zur Anreicherung von intakten pHis aus prokaryotischen Zellen dar.
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Insgesamt konnten 25 Phosphopeptidsequenzen mit 22 unterschiedlichen Phosphorylierungsstellen
identifiziert werden, in denen eine eindeutige Lokalisation der Phosphorylierung an Histidin vorlag
(siehe Kapitel 4.4.4.2). So konnten sechs pHis Komponenten des PEP-PTS Systems nachgewiesen
werden: ppsA, ptsP, nagE, mtlA, ptsl und ptsN. Diese identifizierten Phosphorylierungsstellen gehoren
zu den 63 bekannten pHis-Stellen, die in der Datenbank UniProt fur E. coli gelistet sind. Der Vergleich
mit der bisher umfassendsten Antikorper-basierten pHis Studie in E. coli von Oslund et al. [30] zeigt
die hohe Sensitivitat des etablierten ERLIC-Verfahrens. In der publizierten Studie wurden aus 5 mg
E. coli-Lysat  mittels  Immunprézipitation und anschlieBender LC-MS  Analyse 15
Phosphorylierungsstellen, darunter 10 Proteine des PTS Systems, aber keine Histidinkinase
nachgewiesen. Es wird angenommen, dass PTS Proteine mit 1000-2000 Kopien pro Zelle vorliegen,
wohingegen von phosphorylierten Histidinkinasen vermutlich nur wenige Kopien zu einem bestimmten
Zeitpunkt existieren [30]. Eine Besonderheit stellte daher der Nachweis des Peptids GIVEEGpHKIK
aus arcB mit dem ERLIC-Protokoll dar, obwohl weniger als 20 % der Proteinmenge im Vergleich zur
Antikdrper-basierten Detektion eingesetzt wurde. Trotz des geringen Mascot lon Scores von 14 konnten
bei manueller Validierung der MS/MS Spektren die charakteristischen Neutralverluste von 80 und

98 Da nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5-5).
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Abbildung 5-5: MS/MS Spektrum von GIVEEGpHKIK aus arcB. Das pHis Peptid konnte mit zwei PSM
identifiziert werden. Die fiir pHis charakteristischen Neutralverluste von 80 und 98 Da waren nachweisbar, obwohl
keine vollstandige Fragmentierung des Vorl&uferions vorlag.

Die identifizierte Phosphorylierungsstelle H717 von arcB stimmt zudem mit Literaturdaten (berein, in
denen anhand von Genmutations-Studien die Phosphorylierung von Histidin an Position 717 als
wichtiger Bestandteil des Arc-Phosphorelay-Systems ermittelt wurde. ArcB stellt in diesem System die

membrangebundene Sensorkinase dar, die zusammen mit ihrem Response Regulator arcA an der
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Regulation des Sauerstoffstoffwechsels in E. coli beteiligt ist [169]. Das Phosphorelay-System ist in
Abbildung 5-6 dargestellt.

® ® ® iz ®

oLl O

ArcB ArcA

Response Regulator

Abbildung 5-6: Schematische Darstellung des Arc Phosphorelay-Systems in Prokaryoten (modifiziert nach
[170]). Die identifizierte Phosphoaminosaure H717 in ArcB wurde gekennzeichnet.

Interessanterweise wurde an funf der 25 pHis-Peptide eine N-terminale Acetylierung mittels
Datenbanksuche festgestellt, die bislang nicht beschrieben wurde. Hierunter war auch die mittels SCX
und ERLIC-Fraktionierung identifizierte Phosphorylierung an H402 der PEP Carboxylase (siehe
Kapitel 4.4.4.2). Eine manuelle Untersuchung der zugehérigen MS/MS Spektren zeigte, dass die
acetylierten Phosphopeptide nach HCD-Fragmentierung einen Neutralverlust von 98 Da des
Vorlauferions aufwiesen, wahrend ein Verlust von Metaphosphorséure (-80 Da) nicht sichtbar war.

Zudem dominierte bei den b-Fragmentionen der Verlust von 98 Da (siehe Abbildung 5-7 A).
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Abbildung 5-7: Vergleich von MS/MS Spektren mittels ERLIC angereicherter und synthetischer pHis-
Peptide mit Acetylierung. (A) Spektrum des angereicherten, N-terminal acetylierten pHis Peptids
HTEALGELTR aus ppc (m/z 624,785) sowie (B) der gleichen in vitro phosphorylierten und acetylierten
Peptidsequenz.

Zur weiteren Untersuchung der Modifikation wurden die Peptide HILGLDHK und HTEALGELTR neu
synthetisiert, in vitro phosphoryliert und anschlieRend acetyliert (20 mM Sulfo-NHS-Acetat fur 2 h bei
37 °C). Die erhaltenen MS/MS Spektren wurden mit den aufgenommenen Spektren nach ERLIC-
Fraktionierung verglichen (siehe Abbildung 5-7). Nach in vitro Acetylierung des pHis Peptids konnte
das b1-lon (260,04 Da) bzw. b1-80 Da-lon (180,08 Da) im MS/MS Spektrum nachgewiesen werden,
das charakteristisch fiir eine Acetylierung am N-Terminus ist, jedoch in den Spektren der endogenen

Peptide nicht vorliegt [171]. Das Fehlen dieses Signals deutet daraufhin, dass die endogen identifizierte
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Modifikation nicht am N-Terminus des Peptids liegt. Somit kdnnte sowohl eine Acetylierung des nicht
phosphorylierten Stickstoffs des Imidazolrings von Histidin oder ein Acetylphosphat anstatt einer reinen
Phosphorylierung der Histidinseitenkette vorliegen. Acetylphosphat wurde in E. coli bereits als
Modifikation von Lysinen beschrieben [172]. Eine erneute Datenbanksuche mit der Modifikation
»Acetylphosphat* (139,99 Da) flhrte jedoch lediglich zu ldentifikationen der Peptidsequenzen mit
Massenabweichungen >10 ppm. Zudem sprach der auftretende Neutralverlust vom Vorl&uferion von
lediglich 98 Da gegen eine direkte Verknupfung von Acetylierung und Phosphorylierung. Anhand der
bisherigen Ergebnisse konnte ausgeschlossen werden, dass die Acetylierung am N-Terminus des Peptids
liegt, eine genaue Lokalisation sowie eine mogliche Rolle in E.coli konnte anhand von
Literaturvergleichen jedoch nicht gefunden werden. Es ist nicht auszuschlie3en, dass die Acetylierung
artifiziell, z. B. durch Inkubation in den ERLIC Puffern, hervorgerufen wurde, sodass zunéchst die

Reproduzierbarkeit dieser Identifikation Uberpriift werden sollte.

Eine weitere Optimierung des ERLIC-Verfahrens ist im Hinblick auf die geringe chromatographische
Auflésung der anschlieenden RP-LC Trennung notwendig. Da Komponenten des ERLIC-Puffers,
insbesondere das viskose TEAP aus Puffer B, mittels Festphasenextraktion nicht zufriedenstellend aus
den Proben entfernt werden konnten, traten Peakbreiten >0,2 min sowie sehr starke Signale von
Kontaminationen (u.a. Polyethylenglycol: 44 Da Polymer) im TIC auf, die in spateren Fraktionen und
somit im hinteren Teil des ERLIC-Gradienten zunahmen. Allerdings zeigt eine aktuelle Studie zu
ERLIC auf WAX Séulen, dass die in dieser Arbeit verwendete Kombination von stationdrer und mobiler
Phase die beste Trennung von phosphorylierten und nicht phosphorylierten sauren Peptiden sowie eine
spezifische Anreicherung von Phosphopeptiden aus einem komplexen HelLa-Verdau erméglicht, sodass
es schwierig sein wird einen adaquaten Ersatz zu finden [118]. Eine mdgliche Alternative stellt die
Optimierung der Festphasenextraktion der ERLIC-Fraktionen unter Berticksichtigung der

Sdureinstabilitat der P-N Bindung dar, in der z.B. weitere Waschschritte angeschlossen werden kénnten.

Obwohl neuere Antikdrper-basierte Verfahren eine hohe Sensitivitat bei der Analyse von endogenen
pHis in prokaryotischen Zellen aufzeigen [30, 123], ist die in dieser Arbeit entwickelte Methode
nochmal deutlich sensitiver. Dennoch missen noch weitere Optimierungsschritte erfolgen, um das
ERLIC-basierte Verfahren auch auf komplexere eukaryotische Organismen Ubertragen zu kdnnen, in
denen pSer und pThr etwa 98 % der Phosphorylierungen ausmachen [11]. Eine Méglichkeit ware eine
Abreicherung der O-Phosphorylierungen mittels spezifischer Serin/Threonin-Phosphatasen. Jedoch
konnte bereits bei einigen ,,spezifischen* Proteinphosphatasen, wie den Proteinphosphatasen 1, 2A und
2C, eine Histidin-Phosphatase-Aktivitat nachgewiesen werden [173], sodass zundchst eine erneute

Evaluierung der Spezifitat der Phosphatasen stattfinden muss.
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6. Zusammenfassung

Ausgehend von der Analyse synthetischer Peptide und Standardproteine konnten in der vorliegenden
Arbeit LC-MS basierte Strategien etabliert werden, die Einblicke in die Signalweitergabe in entarteten
Immunzellen und prokaryotischen Zellen ermdglichten.

Es wurde gezeigt, dass mit einem sensitiven und robusten Protokoll fir den Verdau und die
Anreicherung von phosphorylierten Sequenzen grundsatzlich eine quantitative Proteomanalyse von
Klinisch relevanten Patientenproben mdglich ist. Die Quantifizierung von mehr als 10.000
Phosphopeptidsequenzen, sowie 3466 Proteinen auf globaler Ebene, stellt die bislang umfassendste
Studie des Proteoms von CLL-Zellen dar. Obwohl die Phosphorylierungsmuster der Patienten sehr
heterogen waren, ermdoglichte eine konservative statistische Datenauswertung das Auffinden
signifikanter Veranderungen nach Stimulation sowie Inhibierung des BCR Signalwegs. MARCKS
wurde hierbei als eine mogliche Schliisselkomponente flr die Progression der CLL ermittelt.

Somit zeigt sich bereits in dieser Proof-of-Principle Arbeit, dass die quantitative Proteom- und
Phosphoproteomforschung ein enormes Potential fiir die sogenannte ,,personalisierte Medizin* birgt.
Die groRte Herausforderung fur die Analyse von Phosphohistidin, insbesondere in komplexen Proben,
stellt die Saureinstabilitat der PTM dar, die zunédchst im Hinblick auf die Anforderungen einer RP-LC-
MS basierten Analyse charakterisiert wurde.

AbschlieBend konnten zwei Chromatographie-basierte Anreicherungsverfahren fiir endogene pHis
entwickelt werden. Ausgehend von Publikationen zur Anreicherung von O-Phosphorylierungen mittels
ERLIC, fiihrte eine Anpassung dieses Protokolls zur Identifizierung von 25 intakten pHis Peptiden aus
lediglich 800 g E. coli-Verdau, von denen acht Phosphorylierungsstellen tiber die UniProt Datenbank
validiert wurden. Hierbei stachen, neben Komponenten des PEP-PTS Systems, die prokaryotische
Histidinkinase arcB und eine bisher unbekannte Phosphorylierungsstelle der PEP Carboxylase ppc, die
eng mit dem PTS vernetzt ist, hervor. Obwohl neuere Antikdrper-basierte Verfahren ebenfalls eine hohe
Sensitivitat bei der Analyse von pHis aufzeigen, ben6tigt das etablierte Protokoll eine flinffach geringere
Proteinmenge bei vergleichbarer Sensitivitdt. Dennoch sind zukunftig weitere Verbesserungen des
ERLIC basierten Verfahrens notig, um eine standardisierte und effiziente pHis-Analyse, auch von

eukaryotischen Proben, zu ermdglichen.
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7. Summary

The analysis of synthetic peptides and standard proteins was the starting point to establish LC-MS based
strategies to gain insights into the transduction of degenerated immune cells and prokaryotic cells.

It was demonstrated that quantitative phosphoproteomics can be used to analyze clinical samples if a
sensitive and robust protocol for the digestion and enrichment of phosphopeptides is established. This
approach led to the quantification of more than 10,000 phosphopeptides as well as 3466 proteins in the
global analysis and therefore represents the most comprehensive study on the proteome of CLL cells so
far. Although the phosphorylation pattern of CLL patients was heterogeneous, a conservative statistical
data evaluation strategy enabled the identification of significant changes after stimulation and inhibition
of the BCR signaling pathway. MARCKS was detected as a potential key player in the progression of
CLL.

Overall this proof-of-principle study has proven that quantitative proteomics and phosphoproteomics
have enormous potential to be part of personalized medicine in the future.

The biggest challenge for the analysis of phosphohistidine, especially in complex samples, is its
instability in acids, which was characterized regarding the demands of RP-LC-MS analyses. Two
chromatography based enrichment techniques were established for the detection of endogenous pHis.
An adaption of an ERLIC protocol for the enrichment of O-phosphorylated peptides enabled the
detection of intact 25 pHis peptides in E. coli from only 800 g, of which eight sites were validated by
entries in the UniProt database. Obviously prominent were, apart from components of the PEP-PTS
system, the prokaryotic histidine kinase arcB as well as the unknown pHis site of the PEP carboxylase
ppc, which is related to the PTS. Although, recent antibody based strategies provide a high sensitivity
for the analysis of pHis, the established protocol enables a comparable sensitivity with lower starting
amounts. Nevertheless, further improvements of the ERLIC strategy are needed to standardize and

increase the efficiency of the pHis analysis, most notably for the analysis of eukaryotic samples.
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12. Anhang

Tabelle 12-1: Differentielle Phosphopeptidsequenzen zwischen ulgVH und migVH CLL-Patienten (basale
Phosphorylierung, Vergleich ulgvVH vs. migVH). Schwellenwerte fir eine signifikante Regulation: p<0,05
(p.mod) sowie log; fold change >(MD+3-SD). phosphoRS-Wert >90 %.

Sequenz Accession Genname pStelle Log:FC  p.mod
Protein

TRPSSTVIK Q5SSJ5 HP1BP3 S512 4,69 6,38E-04
SVSTSPSILTAFLK Q6ZVF9 GPRIN3 T335 3,55 2,14E-05
IYFPIR Q5XKPO QIL1 Y77 343 1,04E-04
SASVNKEPVSLPGIMR Q8WWI1 LMO7 51493 3,34 2,52E-02
EILVGDVGQTVDDPYATFVK P23528 CFL1 Y68 3,17 2,99E-03
LIYEDYVSILSPK P49795 RGS19 Y143 3,14 7,06E-04
MAPVPLDDSNRPASLTK QINYF8 BCLAF1 S564 2,82 4,17E-04
YGSQEHPIGDK Q14644 RASA3 S809 2,82 1,55E-03
KPLTSSSAAPQRPISTQR Q15691 MAPRE1 S165 2,74 6,12E-04
DLVMGSSPQLK Q53LP3 SOWAHC S213 2,73 4,70E-05
IISIFSGTEK Q13177 PAK2 S55 2,64 9,11E-03
ISMPDLDLHLKSPK Q09666 AHNAK S2397 2,61 4,24E-02
ESHPHGVK 000193 SMAP S7 2,60 1,08E-04
LLSGSESSSK Q5BKY9 FAM133B S82 2,57 2,58E-04
SIDPALSMLIK Q9H501 ESF1 5823 2,55 3,50E-05
YDEELEGERPHSFR 043290 SART1 S348 2,55 2,33E-04
SPGLK Q6JBY9 RCSD1 5108 2,44 3,02E-02
RFSGTVR P62906 RPL10A S50 2,43 8,26E-04
FSNISAAK P50991 CCT4 S36 2,41 7,44E-05
TLHSDDEGTVLDDSR 000170 AIP S43 2,40 2,09E-03
VLSIGDGIAR P25705 ATP5A1 S76 2,34 1,05E-02
YSVDIPLDK P61353 RPL27 S86 2,30 2,95E-02
DGFPSGTPALNAK Q13177 PAK2 S152 2,29 1,77E-03
ELLTTMGDRFTDEEVDELYR P19105 MYL12A T134 2,29 4,56E-02
YGYTHLSTGDLLR P00568 AK1 S38 2,29 2,16E-04
ETFSSAEGTVDK P46100 ATRX 5889 2,26 3,01E-04
VADNSFDAK Q14978 NOLC1 5643 2,26 4,43E-02
EPLIYESDR 095466 FMNL1 S1059 2,24 1,32E-02
LEKSPLAGNK 075151 PHF2 S625 2,24 8,35E-03
GSYGDLGGPIITTQVTIPK P61978 HNRNPK Y380 2,19 2,36E-03
ASSSGFPGAR Q13233 MAP3K1 S10 2,15 1,88E-04
SVSSFPVPQDNVDTHPGSGK Q676U5 ATG16L1 S287 2,15 2,02E-03
EAIYSGYIR ABNHR9 SMCHD1 Y283 2,14 9,01E-04
SGSISVK Q8TFO1 PNISR S726 2,13 4,39E-02
LVSQDNFGFDLPAVEAATK Q01082 SPTBN1 S446 2,13 3,62E-03
SGVSITIDDPVR Q9UKV3 ACIN1 S990 2,12 1,04E-03
RPSESDKEDELDK Q02952 AKAP12 S627 2,11 4,37E-04
EGFESDTDSEFTFK Q8wwi1 LMO7 S276 2,10 3,40E-03
LQEESDLELAK 075822 EIF3J S127 2,10 9,93E-05
SFEELR QINUU7 DDX19A S92 2,10 1,70E-02
VLAELYVSDR 043776 NARS S9 2,09 3,25E-02
MSSTIFSTGGK Q13177 PAK2 S20 2,09 8,65E-03
LSAEYEK Q02952 AKAP12 S371 2,06 7,32E-04
SPPSPVER Q02952 AKAP12 S1331 2,06 7,27E-05
RGSSSDEEGGPK Q02952 AKAP12 S697 2,05 2,29E-04
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ALRPPTSPGVFGALQNFK 075151 PHF2 T654 2,05 1,15E-03
NLVPGESVYGEK P22087 FBL Y118 2,05 6,20E-04
MQFSFEGPEK Q6DN90 IQSEC1 S180 2,04 1,89E-02
FEPQVDTEAEDMISAVK QoUIGO BAZ1B T833 2,03 1,58E-03
TIYVR P07948 LYN Y32 2,02 2,90E-04
ENSRPDSSLPETSK Q13426 XRCC4 S303 1,98 7,93E-04
GFGSLSNLPR Q8N5H7 SH2D3C S22 1,97 7 85E-04
EGVTPWASFK Q02952 AKAP12 S612 1,96 3,17E-04
LGGFGSKR Q14839 CHD4 S303 1,94 5,45E-03
DVDYSDALTEK P51531 SMARCA2  S1317 1,93 4,49E-02
SFPDFPTPGVVFR P07741 APRT S15 1,92 5,18E-04
KPSGGSSK Q5SSJ5 HP1BP3 S523 1,92 7,62E-03
SISVDLAESK Q9H410 DSN1 S125 1,92 5,05E-04
SVAGLR P17026 ZNF22 S219 1,90 3,64E-04
ALSIVADD QINQYO BIN3 S248 1,89 1,78E-03
ASPAPDDTDDTPQELK Q8WWN9  IPCEF1 S411 1,85 1,94E-04
VSAGEPGSHPSPAPR QIY4F1 FARP1 S427 1,85 4,66E-03
INTEPSD QINSI8 SAMSN1 S372 1,84 1,92E-03
STLNPQWNESFTFK P17252 PRKCA S226 1,83 1,35E-02
LTYQFSGEVLGR P17947 SPIL T249 1,82 1,06E-02
RDSVLTSK 075937 DNAJC8 S35 1,81 4,49E-02
STPQPPSGK P35269 GTF2F1 S436 1,81 4,60E-03
AISSDMFFGR Q8N6BH7 ARFGAP2  S432 1,80 3,97E-03
VRPASTGGLSLLPPPPGGK QINVZ3 NECAP2 S181 1,79 5,40E-04
LSEISAR Q8TCO05 MDM1 S686 1,78 2,07E-02
LGGSAVISLEGKPL P23528 CFL1 S160 1,77 9,65E-03
GFGFVDFNSEEDAK P19338 NCL S619 1,77 4,48E-03
LGSALLIR Q14993 COL19A1 S81 1,75 2,45E-03
LIGEYGLR P46781 RPS9 Y35 1,74 7,61E-03
LVVGSFSR 075038 PLCH2 S579 1,74 1,45E-02
SVVSDLEADDVK P11388 TOP2A S1377 1,74 3,83E-03
SLSPILPGR Q62575 ARHGEF18  S1101 1,73 1,99E-03
GFGGQYGIQK P14317 HCLS1 Y198 1,73 1,02E-03
SGAMVK P14866 HNRNPL S29 1,73 2,14E-03
FTDEEVDELYR P19105 MYL12A T134 1,72 4,53E-02
RPSESDKEDELDKVK Q02952 AKAP12 S627 1,72 2,70E-04
LSSPVLHR Q16643 DBN1 S142 1,70 1,36E-03
GPAYGLSR P37802 TAGLN2 Y8 1,70 7,62E-04
SLHLDK Q96T37 RBM15 S97 1,70 1,01E-02
SHSNLGVKDGDSGR P10912 GHR S375 1,60 4,54E-03
VLATDFDDEFDDEEPLPAIGTCK Q96RU3 FNBP1 T537 1,60 1,52E-03
LFIGGLSFETTDDSLR P51991 HNRNPA3  S43 1,68 2,61E-03
LTYQFSGEVLGR P17947 SPIL S253 1,68 4,93E-03
LPSPTSPFSSLSQDQAATSK Q8WWI1L LMO7 S988;5991 1,67 2,26E-02
GEFDPGQDTYQHPPK Q99798 ACO2 T543 1,66 3,04E-03
RPSPHDEEEFEVEEAAEAQAEPK P11137 MAP2 S1324 1,66 3,10E-04
RISGVDR 015239 NDUFAL S55 1,64 4,54E-03
SIEQAEEAHK P31629 HIVEP2 S169 1,62 2,37E-03
SVIEPLPVTPTR Q13153 PAK1 S204 1,60 1,29E-04
SLTESLESILSR Q86TI0 TBC1D1 S507 1,60 1,65E-02
KASFDHSPDSLPLR Q8NB78 KDM1B S13 1,60 4,61E-02
TISQSSSLK Q9UHB7 AFF4 S836 1,60 1,35E-03
YSGAYGASVSDEELK QINX63 CHCHD3 S50 1,60 2,66E-03
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TASLVTR Q7L7X3 TAOK1 S445 1,59 9,80E-03
SLVESVSSSPNK Q9H2U2 PPA2 S317 1,59 3,94E-04
TKSLEITGER Q5T200 ZC3H13 S1240 1,59 3,98E-02
LPSPTSPFSSLSQDQAATSK Q8WWI1L LMO7 5988 1,58 4,86E-03
SVDFDSLTVR Q9Y5K6 CD2AP S458 1,58 2,50E-03
LALDMEISAYR P20700 LMNB1 S375 1,58 3,12E-03
EDSFESLDSLGSR Q8WWI1L LMO7 S246 1,58 6,63E-04
LSLEGDHSTPPSAYGSVK ABNMY6 ANXA2P2 Y24 1,58 8,21E-03
SFDGNTLLNR Q05209 PTPN12 S449 1,58 4,88E-02
DDEEADAIYAALDKR 094906 PRPF6 Y105 1,58 5,30E-03
SLPGGTASSR Q9HB58 SP110 S296 1,14 8,45E-03
GSPQAGVDLSFATR Q13884 SNTB1 S389 1,14 3,39E-02
KPSGLNGEASKSQEMVHLVNK P16070 CD44 S697,S706  -1,20 3,22E-03
RGSYPFIDFR QINP56 PDE7B S45 1,24 1,95E-03
KLSCSLEDLR Q8ND30 PPFIBP2 S387 -1,26 5,56E-03
LSCSLEDLR Q8ND30 PPFIBP2 S387 1,27 1,60E-03
ITSEAEDLVANFFPK P61289 PSME3 S24 -1,30 2,37E-02
LVGIVTSR P20839 IMPDH1 S160 -1,33 1,20E-03
CSSPTVGPPPLPQK Q8ND30 PPFIBP2 S363 1,35 7,17E-03
ISPPLPFLSLSGGGPR Q9BZB8 CPEB1 S208 1,37 2,61E-03
QQSPQEPK Q9UHB6 LIMAL S698 1,43 3,85E-02
TSSVVTLEVAK P55106 MLLT4 S1083 151 2,87E-05
GEPAAAAAPEAGASPVEK P29966 MARCKS S101 1,62 5,83E-03
DMSPLSETEMALGKDVTPPPETEVVLIK  P27816 MAP4 T521 1,71 2,35E-02
KAPSPPSK Q53SF7 COBLL1 S404 1,73 7,09E-03
AKSTQDLSEGISR P24588 AKAP5 S178 1,82 4,62E-02
SPGPKPEGLLAQLCK Q5VT06 CEP350 S939 -2,08 3,91E-04
EHSPDEFIKDEQNK Q13287 NMI S16 2,39 2,15E-02
MGAPESGLAEYLFDKHTLGDSDNES P02794 FTH1 S183 2,78 1,75E-02
AEDGATPSPSNETPK P29966 MARCKS T150 -2,80 4,96E-02
LSGFSFK P29966 MARCKS S170 -3,78 1,19E-03

Tabelle 12-2: Differentielle Phosphopeptidsequenzen in ulgVH-Patienten nach IgM-Stimulation (IgM vs.
nat). Schwellenwerte fiir eine signifikante Regulation: p<0,05 sowie log. fold change >(MD+3-SD). phosphoRS-
Wert >90 %.

Sequenz Accession Genname pStelle Log2FC  p.mod
Protein

LVTLLSR Q7L591 DOK3 5483 2,88 1,22E-03
ILRLSTFEK 094804 STK10 S13 2,29 6,06E-04
SDLSLGSR Q96RFO SNX18 S202 2,19 3,84E-03
RASGQAFELILSPR P16949 STMN1 S16 S25 2,09 5,10E-03
SLSIEIGHEVK 015155 BET1 S50 2,00 1,03E-02
ASGQAFELILSPR P16949 STMN1 S25 1,99 3,21E-03
NSPTFKSFEEK P55327 TPD52 S176 1,91 1,68E-02
FQSLGVAFYR P51149 RAB7A S72 1,85 1,19E-03
SLSLPGLR Q6ZW13 C160rf86 S114 1,71 2,77E-03
ILSLSEEGSLER Q9Y4G8 RAPGEF2 51089 1,62 9,52E-03
AEAPPLEREDSGTFSLGK 075569 PRKRA S18 1,61 1,40E-02
FGTFGGLGSK Q09666 AHNAK S5830 1,55 6,46E-03
ASGQAFELILSPR P16949 STMN1 516;525 1,54 5,83E-04
KASSEGGTAAGAGLDSLHK 015143 ARPC1B S310 151 5,98E-03
SAESPTSPVTSETGSTFK Q02952 AKAP12 T285 1,49 3,45E-02
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VAAETQSPSLFGSTK QIUKX7 NUP50 S221 1,45 4,02E-03
NSATFKSFEDR 043399 TPD52L2 S166 1,43 4,22E-03
SYSFPKPGHR P43405 SYK S297 1,42 3,98E-03
DLHGDLLSPR A2A288 ZC3H12D S428 1,41 4,29E-02
AMVSPFHSPPSTPSSPGVR Q6JBY9 RCSD1 S120;S127 1,40 2,64E-03
KQHEGSK P49591 SARS S491 1,38 9,55E-03
MPFLSISSPK Q09666 AHNAK S3412 1,37 1,96E-02
FKAEAPLPSPK Q09666 AHNAK S5110 1,36 6,05E-03
FSAVLVEPPPMSLPGAGLSSQELSGGPGDGP Q13263 TRIM28 S816 1,36 2,21E-02
LQANLTFDPAALLPGASPKSPGLK Q6JBY9 RCSD1 S105;S108 1,32 4,03E-02
SPLFIFMR 043521 BCL2L11 S77 1,32 2,24E-03
TISSNSFSPEVFVLPVDVEK Q9H714 KIAA0226L  S190 1,32 1,95E-03
LKSEDGVEGDLGETQSR Q09666 AHNAK S135 1,28 3,26E-03
VSMPDVELNLKSPK Q09666 AHNAK S3426 1,28 1,83E-03
LRDSITR Q6zUJ8 PIK3AP1 S656 1,23 1,71E-02
SGSISVK Q8TFO01 PNISR S726 1,22 7,00E-03
GHYEVTGSDDETGKLQGSGVSLASK Q09666 AHNAK T5839 1,20 1,87E-02
SISSDGRPLER 043166 SIPALL1 S1116 1,18 5,52E-03
LLQFYPSLEDPASSR Q9GZY6 LAT?2 S86 1,17 2,73E-03
TQEGSLSAR P78527 PRKDC T2620 1,17 2,29E-02
AGGTALLPGPPAPSPLPATPLSAK Q62575 ARHGEF18 S1160 1,16 2,59E-03
QASDTGSNDAHNK P20810 CAST S71 1,15 3,89E-02
AASLTEDRDR Q04637 EIF4AG1 S1209 1,15 1,71E-03
VDIDTPDINIEGSEGK Q09666 AHNAK T3716 1,14 2,65E-02
SLLSNVSIEDEEEELVAIVR Q5T5Y3 CAMSAP1 S534 1,13 1,24E-02
SDVEIPATVTAFSFEDDTVPLSPLK Q9UEY8 ADD3 S423 1,12 2,05E-02
DYDSPERER P52756 RBM5 S59 1,10 1,84E-03
RKSHEAEVLK P16949 STMN1 S63 1,08 4,56E-03
ALSFDNR Q02156 PRKCE S368 1,06 1,57E-02
SLRDPASPPGR 075064 DENND4B S953 1,04 3,34E-02
SVIEPLPVTPTR Q13153 PAK1 T212 1,04 4,96E-02
EALAEAALESPRPALVR 014745 SLCY9A3R1 5280 1,03 1,26E-02
SFPLTR Q14005 IL16 S966 1,03 2,94E-02
AEAPLPSPK Q09666 AHNAK S5110 1,03 2,28E-02
QLSVEVQDSIHR Q8TB24 RIN3 S850 1,03 1,02E-02
LIDRTESLNR P33241 LSP1 S204 1,02 3,17E-02
NSPVTKTPPR Q13541 EIFAEBP1 S65;T70 1,01 4,89E-04
LLSEGSVGGESEGCR Q9Y4F9 FAM65B S585 1,01 3,74E-03
TEPLISPGCDR Q6PJW8 CNST 5436 1,01 3,08E-02
ASSRVSGSFPEDSSK 015400 STX7 S129 0,99 1,21E-03
VDIDTPDIDIHGPEGK Q09666 AHNAK T4100 0,99 2,58E-02
GLEFPMTDLDMLSPIHTPQR 060784 TOM1 S160 0,98 3,92E-02
ISSFETFGSSQLPDK Q14005 IL16 S845 0,96 8,85E-03
LTSAEVPMATDR QI9Y4F9 FAMG5B T572 0,96 9,39E-03
SESELIDELSEDFDR P20810 CAST S366 0,94 3,60E-03
SGFGEISSPVIR P57740 NUP107 S11 0,94 3,33E-02
TLSVEQR Q5XPl14 RNF123 S711 0,94 1,70E-02
GSGFSLDVIDGPISQR 043166 SIPALL1 5258 0,93 8,98E-03
KILNDLSSDAPGVPR P16220 CREB1 S142 0,93 6,99E-03
AAISQLRSPR 095747 OXSR1 S359 0,91 4,14E-02
IVAPTVSQINAEFVTQLACK 060306 AQR S16 0,91 1,29E-02
LLSTQAEESQGPVLK Q14005 IL16 S946 0,89 3,19E-02
LTSAEVPMATDR QI9Y4F9 FAMG65B S573 0,89 4,02E-02
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ESVPEFPLSPPK P16949 STMN1 S38 0,88 5,01E-03
LRSPFLQK Q9UJUG6 DBNL S283 0,88 4,57E-02
TQEGSLSAR p78527 PRKDC 52624 0,88 2,7TTE-02
SLVISPPVR QIUBWS5  BIN2 S263 0,87 4,04E-02
ISEYKPLNMAGVEQPPSPELR Q9Y468 L3MBTL1 S49 0,87 1,02E-02
LLGPSAAADILQLSSSLPLQSR Q7z6Z7 HUWEL1 S2595 0,87 8,20E-03
SLDQTSPCPLVLVR Q6XZF7 DNMBP S684 0,84 3,07E-02
IPSFFPSPEEPPSPSAPSIAK Q12802 AKAP13 S2709 0,83 4,02E-02
EAAFGGGLLSPGPEAT Q01201 RELB S573 0,83 1,69E-02
ASSFSGISVLTR Q15032 R3HDM1 S380 0,83 3,67E-02
QKSEEPSVSIPFLQTALLR Q5SW79 CEP170 S446 0,82 2,80E-02
GSYGDLGGPHTTQVTIPK P61978 HNRNPK Y380 -0,77 3,54E-02
SNSPLPVPPSK Q13247 SRSF6 S301;S303  -0,77 4,12E-02
EIAIVHSDAEK Q9H307 PNN S347 -0,80 1,51E-02
SKPNLPSESR Q08170 SRSF4 5458 -0,80 3,15E-02
LIGEYGLR P46781 RPS9 Y35 -0,83 2,14E-02
EAIYSGYIR A6NHR9 SMCHD1 Y283 -1,01 9,56E-03
NLVPGESVYGEK p22087 FBL Y118 -1,14 1,50E-02
AGGSAALSPSK Q92522 H1FX S31 -1,14 1,48E-02
RLSFAVPFR P78527 PRKDC 5893 -1,33 1,98E-02
QETKQDDK 060287 URB1 T523 -1,33 1,76E-02
LLSGSESSSK Q5BKY9 FAM133B S82 -1,35 1,99E-03
LIYEDYVSILSPK P49795 RGS19 Y143 -1,36 1,07E-02
KATGAATPK P10412 HIST1H1E T146 -2,10 1,12E-02
KAAGGATPK P16403 HIST1H1C T146 -2,33 4,92E-02
ATGAATPK P10412 HIST1H1E T146 -2,42 6,75E-03

Tabelle 12-3: Differentielle Phosphopeptidsequenzen in mlgVH-Patienten nach IgM-Stimulation (IgM vs.
nat). Schwellenwerte fiir eine signifikante Regulation: p<0,05 sowie log, fold change >(MD+3-SD). phosphoRS-
Wert >90 %.

Sequenz Accession  Genname pStelle Log2FC  p.mod
Protein

LVTLLSR Q7L591 DOK3 5483 2,69 3,84E-03
SPLFIFMR 043521 BCL2L11 S77 2,61 1,68E-04
TRPSSTVIK Q5SSJ5 HP1BP3 S512 2,09 3,82E-02
FQSLGVAFYR P51149 RAB7A S72 181 1,57E-02
SVSTSPSILTAFLK Q6ZVF9 GPRIN3 T335 1,61 2,39E-02
ALSFDNR Q02156 PRKCE 5368 1,58 2,32E-02
KASSEGGTAAGAGLDSLHK 015143 ARPC1B S310 1,49 2,72E-02
LTYQFSGEVLGR P17947 SPI1 5253 1,43 7,54E-03
ESHPHGVK 000193 SMAP S7 1,36 1,12E-02
TISSNSFSPEVFVLPVDVEK Q9H714 KIAA0226L  S190 1,31 6,71E-03
TLPQQESLEIELAEEKPVK Q5VZK9 LRRC16A S880 1,20 9,93E-03
MGAPESGLAEYLFDKHTLGDSDNES P02794 FTH1 5183 1,17 3,84E-02
FEPQVDTEAEDMISAVK QIUIGO BAZ1B T833 1,14 4,45E-02
KPLTSSSAAPQRPISTQR Q15691 MAPRE1 S165 1,13 4,77E-02
QESVF Q86vz1 P2RY8 S357 1,11 4,66E-03
AGGTALLPGPPAPSPLPATPLSAK Q6ZSZ5 ARHGEF18 S1160 1,06 3,14E-02
SGFGEISSPVIR P57740 NUP107 S11 1,06 4,21E-02
LRDSITR Q62UJ8 PIK3AP1 S656 1,04 3,38E-02
TQEGSLSAR pP78527 PRKDC T2620 1,04 3,30E-02
LIYEDYVSILSPK P49795 RGS19 Y143 1,04 3,30E-02
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TASLVTR Q7L7X3 TAOK1 S445 1,03 4,73E-02
IISIFSGTEK Q13177 PAK2 S58 1,01 1,33E-02
ISFVEEDVHPK Q8WYP5 AHCTF1 S1232 1,01 1,68E-02
KPGSVVAAAAAEAK P51608 MECP2 S274 0,99 5,03E-03
ASTSKSESSQK P62753 RPS6 S244 0,96 6,82E-03
EDVYENLHTK P29350 PTPNG Y564 0,96 3,05E-02
VGPATPSAQVGK Q13428 TCOF1 T533 0,95 2,13E-02
QITMEELVR Q15149 PLEC T4030 0,95 4,98E-02
AKSPSQK 075367 H2AFY S138 0,93 1,01E-02
VSSLLNR Q9UHW9 SLC12A6 S148 0,91 1,19E-02
SIDPALSMLIK Q9H501 ESF1 5823 0,90 1,96E-02
TQSTFDPFEKPANQVK 094921 CDK14 S78 0,89 3,10E-02
FSNISAAK P50991 CCT4 S36 0,88 1,11E-02
QSPSPSTRPIR Q8l1YB3 SRRM1 S715 -0,82 1,09E-02
SELNEIKENQRSPVR Q13427 PPIG S397 -0,84 1,16E-02
SPSPAPPPR Q81YB3 SRRM1 S560 -0,88 1,35E-02
KAAGGATPK P16403 HIST1H1C T146 -1,09 3,81E-02

Tabelle 12-4: Differentielle Phosphopeptidsequenzen in ulgVH-Patienten nach Zugabe des BTK-Inhibitors
Ibrutinib und anschlieRender IgM-Stimulation (IgM-lbr vs. IgM). Schwellenwerte fir eine signifikante
Regulation: p<0,05 sowie log, fold change >(MD+3-SD). phosphoRS-Wert >90 %.

Sequenz Accession  Genname pStelle Log.FC  p.mod

Protein

ELPSAVSR 000429 DNM1L S529 -0,56 3,47E-02
APGSPLSSEGAAGEGVR Q6JBY9 RCSD1 S219 -0,56 1,31E-02
LLQFYPSLEDPASSR Q9GZY6 LAT2 S86 -0,56 2,96E-02
EAAFGGGLLSPGPEAT Q01201 RELB S573 -0,57 3,80E-02
IPSFFPSPEEPPSPSAPSIAK Q12802 AKAP13 $2709 -0,57 1,79E-02
ELFDDPSYVNVQNLDK P29353 SHC1 S426 -0,57 3,78E-02
TPTAPAVNLAGAR Q9UQ35 SRRM2 T2289 -0,59 3,79E-02
GPAFNMASPESDFGINLK Q09666 AHNAK S5552 -0,60 3,92E-02
ISMPDLDLHLKSPK Q09666 AHNAK $2397 -0,62 1,85E-02
EALAEAALESPRPALVR 014745 SLC9A3RL  S280 -0,62 4,86E-02
HSSPHQSEDEEDPR P13807 GYS1 S652;5657  -0,62 2,22E-02
TEPLISPGCDR Q6PJWS CNST S436 -0,63 3,89E-02
LRLSTDTVEHSLDNK P42575 CASP2 S157 -0,63 2,44E-02
NLVSPAMR Q14686 NCOA6 S1481 -0,64 2,74E-02
VDTDGNGYISFNELNDLFK P13796 LCP1 Y28 -0,67 2,38E-02
LGTSESLPCTAEELSR Q9BZL6 PRKD2 S214 -0,71 2,03E-02
SESELIDELSEDFDR P20810 CAST S366 -0,76 1,02E-02
SSVQDFICVSYLEPEQQAR Q8TB24 RIN3 S875 0,77 2,43E-02
HRSNSFSDER Q09666 AHNAK S5780;95782 -0,79 1,21E-02
TISSNSFSPEVFVLPVDVEK Q9H714 KIAA0226L  S190 -0,79 2,29E-02
IVAPTVSQINAEFVTQLACK 060306 AQR S16 -0,80 1,06E-02
SPGLK Q6JBY9 RCSD1 S108 -0,80 2,56E-02
LLSEGSVGGESEGCR QIY4F9 FAM65B S585 -0,81 2,79E-03
VAAETQSPSLFGSTK QIUKX7 NUP50 S221 -0,81 4,22E-02
LKSEDGVEGDLGETQSR Q09666 AHNAK S135 -0,82 2,17E-02
FKAEAPLPSPK Q09666 AHNAK S5110 -0,86 3,00E-02
SLSIEIGHEVK 015155 BET1 S50 -0,90 3,04E-02
AGGTALLPGPPAPSPLPATPLSAK Q62575 ARHGEF18  S1160 -0,91 3,97E-03
LRDSITR Q6ZUJ8 PIK3AP1 S656 -0,91 6,60E-04
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RASGQAFELILSPR P16949 STMN1 S16;525 -0,92 1,01E-02
LPSGSGAASPTGSAVDIR Q09666 AHNAK S210 -0,94 1,23E-02
QLSVEVQDSIHR Q8TB24 RIN3 S850 -0,94 3,17E-02
QVLQSTQSPR Q9Y2D5 AKAP2 S748 -1,04 1,59E-02
SPLFIFMR 043521 BCL2L11 S77 -1,11 7,43E-03
ASGQAFELILSPR P16949 STMN1 S16;525 -1,16 2,19E-03
ASGQAFELILSPR P16949 STMN1 S25 -1,47 1,71E-02
AMVSPFHSPPSTPSSPGVR Q6JBY9 RCSD1 S120;5127 -1,47 1,68E-03

Tabelle 12-5: Differentielle Phosphopeptidsequenzen in mlgVH-Patienten nach Zugabe des BTK-Inhibitors
Ibrutinib und anschlieBender IgM-Stimulation (IgM-Ibr vs. IgM). Schwellenwerte fir eine signifikante
Regulation: p<0,05 sowie log, fold change >(MD+3-SD). phosphoRS-Wert >90 %.

Sequenz Accession  Genname  pStelle Log2FC  p.mod
Protein

SPSRTEKQEEDR Q6JBY9 RCSD1 T246 1,13 3,99E-03
MGPSGGEGMEPERRDSQDGSSYR Q14847 LASP1 S146 0,94 5,41E-03
TLSMDKGF P17858 PFKL S775 0,91 1,78E-02
DYDSPERER P52756 RBM5 S59 0,72 2,08E-02
AASLTEDRDR Q04637 EIF4G1 S1209 0,66 1,21E-02
TVSFSSMPTEK Q9UPRO PLCL2 S123 -0,56 4,18E-02
LIYLVPEK QINZM3 ITSN2 Y553 -0,62 3,51E-02
RSSKSFSLDEPPLFIPDNIATIR Q92576 PHF3 S678;S680 -0,69 4,86E-02
DSASLPR Q86YV0 RASAL3 5859 -0,77 1,79E-02
LSGFSFK P29966 MARCKS S170 -0,84 1,59E-02
SPLFIFMR 043521 BCL2L11 S77 -1,26 3,04E-03

Tabelle 12-6: Modifiziertes XML-Skript in ptmRS zum Nachweis von pHis. ptmRS kann in der Software
Proteome Discoverer zu der Datenbanksuche hinzugefugt werden.

pHis
<!I-- The modification will be used for the search by ptmRS-->

<!I-- Name XML: ptmRSConf_pHis vom 25.2.2015-->

<modification name=""Phosphorylation" abbreviation=""Phos'" searchdefined=""FALSE" mass="'79.96633"">

<!-- Specify the targets for the modification current modification -->

<target aminoacid="T"/>

<target aminoacid="Y"/>

<I--

Specify neutral losses. This NL will be used while scoring. Also NLs defined by the search engine will

be used. Each <target /> specifies a amino acid/numberofmodifications pair where this NL is possible

>

<neutralloss abbreviation="-HPO3" mass="79.96633">

<target aminoacid="H"/>

<target aminoacid="Y"/>

</neutralloss>

<neutralloss abbreviation="-H3P0O4" mass="97.97689">

141



Anhang

<target aminoacid="H"/>

<target aminoacid="S"/>

<target aminoacid="T"/>

</neutralloss>

<!-- For this diagnostic ions a peak depth of 16 is used -->

<diagnosticion name="DI HCD" mass="190.0366" peakdepth="16">

<Evidence_Target>H</Evidence_Target>

<Relativity>Imoniumlon</Relativity>

</diagnosticion>

<!I-- A modification with this name is matched to the upper definition -->

<equivalentmodification name="Phosphorylation" factor="1"/>

</modification>

Tabelle 12-7: Indirekt mittels SCX identifizierte, potentielle pHis-Sequenzen aus E. coli. Die gelisteten
Histidin-haltigen Peptide wurden lediglich in den Positivkontrollen identifiziert. Der Mascot lon Score | bzw. |1
entspricht dem Ergebnis der Datenbanksuche von Replikat I bzw. 11.

Peptidsequenz Protein  Proteinname lon lon

AccC. Score |  Scorell

HTEALGELTR 3 P00864 Phosphoenolpyruvate carboxylase (ppc)
HTIMVANLAPR 2 P00959 Methionine--tRNA ligase 32
HDGEAEDVAVALNEQYQPR 2 P00961 Glycine--tRNA ligase beta subunit 47 61
HAVTEASPMVK 5 P02358 30S ribosomal protein S6 54 62
GFGVPTLIAVHPENDPK 4 P05793 Ketol-acid reductoisomerase (ilvC) 52
HYDYIAIGGGSGGIASINR 3 P06715 Glutathione reductase 57 66
HMGWTEAADLIVK 16 P08200 Isocitrate dehydrogenase [NADP] 49
MSHLAELVASAK 6 PO8312 Pheny_lalanine--tRNA ligase alpha 51
subunit
Phosphoenolpyruvate-protein
TSHTSIMAR* 15 P08839 phosShotransF;Zrase (pth)I)) 40 39
HQPDVIGLQETK 2 P09030 Exodeoxyribonuclease 111 70
HVLIIGGGDGAMLR 3 P09158 Polyamine aminopropyltransferase 42 66
HNIVAIADIDTR 5 POAGF1 Sﬁ;&amoy"phosr’hate synthase small -, , 80
HLDALVADEDLSR 6 PoAGH5  /\TP-dependent protease ATPase 73 78
subunit HslU
HNISFAEVESK 2 POA6J8 D-alanine--D-alanine ligase A 53 66
HDLAVEPPAPTVLQK 2 POA6K6  Phosphopentomutase 29 30
HASDDEPFSALAFK 2 POA6M8  Elongation factor G (fusA) 33
MDQFECINVADAHQK 2 POA6VS5  Thiosulfate sulfurtransferase GIpE 33 39
HLVSPADALPGR 6 POA744 Peptide methionine sulfoxide reductase 45 55
(msrA)
HIISINDLSR 6 POAT7S6 Aspartfite carbamoyltransferase 49 70
catalytic chain
HNIDGVIATNTTLDR 2 poa7er  Dinydroorotate dehydrogenase 32 70
(quinone)
HNGAPAFSPDGSK 2 POA855  Protein TolB 79
HLVDLYQQQGVEK 2 POA867  Transaldolase A 56 22
HNVAPIFICPPNADDDLLR 2 POA877  Tryptophan synthase alpha chain 59 56
HVDSLITIPNDK 6 POA9A6  Cell division protein (ftsZ) 50 72
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VINDNFGIHEGLMTTVHATTA

Glyceraldehyde-3-phosphate

TQK S POASB2 dehydrogenase A (gapA) 50
Glyceraldehyde-3-phosphate

VLDLIAHISK 2 POA9B2 dehydrogenase A (gapA) 45

HTVEVMIPEAEIK 2 poagmz  Hypoxanthine 30
phosphoribosyltransferase

HLNATIINEGDINTR 2 POA9M8  Phosphate acetyltransferase (pta) 23 59

HNGEIVPLDDIMLR 2 POABBS :\;sgqes'”m'trampo”'”g ATPase, P- 30

HEDFPYQEILLTR 2 POACR9  Transcriptional repressor MprA 18 36

HESGVVTDPQTVLPTTTLR 2 poaDG7 'Mosine-5-monophosphate 34 56
dehydrogenase

HILIAVDLSPESK 14 POAEDO  Universal stress protein A 94 87

FDGFVHSIGFAPGDQLDGDYV Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase

NAVTR 2 POAEK4 [NADH] Fabl 72

SDNDELQQIAHLR ’ POAFI7 Py.rldoxme/pyrldoxamme 5'-phosphate 55 43
oxidase

MGHAGAIIAGGK* 19 poAGEy  Succinyl-CoAligase [ADP-forming] 106
subunit alpha (sucD)

HANPCGVAIGNSILDAYDR 3 P15639 E:;‘L”C“O”a' purine biosynthesis protein ¢ 34

HFTDEPISEAQR 4 pr71gy  Oxygen-insensitive NADPH 47 63
nitroreductase

HNDFDLNWIPVDSIER 3 P17315 Colicin | receptor 43 32

HVAILGDLQGPK 5 P21599 Pyruvate kinase 11 (pykA) 57 70

GGRTCHAAIIAR* 4 P23538 Phosphoenolpyruvate synthase (pps) 31 21

TCHAAIIAR* 5 P23538 Phosphoenolpyruvate synthase (pps) 46 29

TILNHTLGEPR 4 P25665 5-methy|teFrahydropteroyltrlglutamate-- 39 32
homocysteine methyltransferase

DHLDDPVIGELR ) P33599 ggDH-qumone oxidoreductase subunit 33
Phosphoenolpyruvate-protein

DGAANSHAAIMVR* 2 pP37177 54
phosphotransferase (ptsP)
PTS-dependent dihydroxyacetone

GICLSAGSPVSHSALIAR* 2 P37349 kinase, phosphotransferase subunit 66 20
(dhaM)

HDDDGVTIETADGEYQAK 2 P40874 N-methyl-L-tryptophan oxidase 21 45

SHVELQPGFDFQQAGK 2 P45395 (Alﬁsb[')r;ose 5-phosphate isomerase 49 39

HVMVSTGTSDADFEK 7 P60560 GMP reductase 74 132

MGSTGIGNGIAIPHGK* 3 P69829 Nitrogen regulatory protein (ptsN) 46 15

* = Sequenzen mit pHis Phosphorylierungsstellen, die in der Datenbank UniProt aufgefiihrt sind

Tabelle 12-8: Konsensussequenz-basierte Vorhersage von Kinasen, deren Substrate nach Ibrutinibzugabe
differentiell vorlagen. Die Daten wurden mittels der Software NetworKIN (Score >2) generiert.

Accession  Genname pot. Kinase ~ Accession  Genname

Q15691 MAPRE1 S165 CaMKllalpha | Q7L7X3 TAOK1 S445 MAP2K3
Q13557 CAMK2D T287 CaMKlldelta Q9Y463 DYRK1B Y273 MAP2K3
P05455 SSB S92 CDK1 Q13541 EIF4EBP1 T70 MAPK1
P11171 EPB41 S85 CDK1 Q6JBY9 RCSD1 S108 MAPK13
P16949 STMN1 S25 CDK1 Q6JBY9 RCSD1 S216 MAPK13
P16949 STMN1 S38 CDK1 Q13541 EIF4EBP1 S65 MAPK13
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Q6VY07 PACS1 T504 CDK1 Q6JBY9 RCSD1 S120 MAPKI3
Q9BZB8 CPEB1 S208 CDK1 Q6JBY9 RCSD1 S127  MAPKI3
QIY6AS5 TACC3 S317 CDK1 043521 BCL2L11 S77 MAPK9
P16949 STMN1 S25 CDK1 P06239 LCK T499  MAPK9
000716 E2F3 S166 CDK2 P16949 STMN1 S63 PAK1
P62191 PSMC1 T434 CDK2 Q13153 PAK1 S139  PAK1
Q09472 EP300 T1906 CDK2 P16949 STMN1 S16 PAK1
Q09472 EP300 T1909 CDK2 Q04637 EIFAGL S1209  PAK2
P07900 HSP90AAL  S231 CDK4 Q13177 PAK2 S20 PAK2
043491 EPB41L2 S715 CDK5 Q13177 PAK2 S55 PAK2
P07910 HNRNPC S241 CKlalpha Q13233 MAP3K1 510 PAK2
P08670 VIM S412 CKlalpha P46100 ATRX S706  PAK3
P13807 GYS1 S$652 CKlalpha Q13153 PAKI S144  PDHK1
QINRL3 STRN4 S276 CK1delta P83916 CBX1 S89 Pim1
P11387 TOP1 S111 CK2alpha Q9H714 KIAA0226L S190  Piml
075822 EIF3] 5127 CK2alpha P13224 GP1BB S191  PKAalpha
P16949 STMN1 S46 CK2alpha P52565 ARHGDIA S34 PKAbeta
P23588 EIF4B S498 CK2alpha P08238 HSP90AB1 S226  PKBalpha
Q14005 IL16 S776 CK2alpha P78527 PRKDC S893  PKBalpha
Q14978 NOLC1 S643 CK2alpha Q92945 KHSRP S193  PKBalpha
Q13547 HDAC1 S421 CK2alpha Q09666 AHNAK S5780  PKBalpha
Q13547 HDAC1 S423 CK2alpha Q09666 AHNAK S5782  PKBalpha
P13807 GYS1 S657 CK2alpha P29966 MARCKS S170  PKCalpha
P18583 SON 52238 CLK1 043290 SART1L S348  PKCbeta
Q13427 PPIG S397 CLK1 043598 DNPH1 S123  PKCbeta
Q13427 PPIG S442 CLK1 095466 FMNL1L S1059  PKCbeta
QINYF8 BCLAF1 5183 CLK1 P04233 CD74 S8 PKCbeta
QINYF8 BCLAF1 S564 CLK1 P33241 LSP1 S204  PKCbeta
Q13247 SRSF6 S291 CLK1 P52566 ARHGDIB S44 PKCbeta
Q13247 SRSF6 S293 CLK1 P62906 RPL10A S50 PKCbeta
Q8N2M8  CLASRP 5294 CLK4 P78325 ADAMS S683  PKCbeta
Q8TFO1 PNISR S726 CLK4 Q13428 TCOF1 S849  PKCbeta
P43405 SYK Y364 CRK Q14151 SAFB2 S613  PKCbeta
P46940 IQGAP1 Y172 CRK Q6DN90 IQSEC1 S89 PKCbeta
P51149 RAB7A Y183 CRK Q6zUJ8 PIK3AP1 S656  PKCbeta
P61978 HNRNPK Y380 CRK Q86YV0 RASAL3 S859  PKCbeta
Q13422 IKZF1 Y435 CRK Q8IX12 CCAR1 S908  PKCbeta
Q9UJUG DBNL Y162 CRK Q99623 PHB2 S286  PKCbeta
P13796 LCP1 Y28 CSFIR QoUIQ6 LNPEP S91 PKCiota
P42575 CASP2 5157 DNAPK Q9Y4G8 RAPGEF2 S960  PKCiota
Q14686 NCOA6 S1481 DNAPK Q9BZL6 PRKD2 S214  PKD2
P06748 NPM1 S88 EIF2AK2 P55072 VCP Y644  PTPN22
P14317 HCLS1 Y198 For P19105 MYL12A T134  ROCK2
Q02952 AKAP12 T285 GRK2 Q01082 SPTBN1 S446  TGFbR2
000429 DNMIL S529 GSK3beta P49795 RGS19 Y202  TRKA
P46100 ATRX S889 HIPK2 043768 ENSA S109  TTK
Q9BXL7 CARD11 S886 HIPK2 P48730 CSNK1D T329 TTK
P09496 CLTA S105 ICK Q16666 IFI16 Ti1l  TTK
Q01201 RELB S573 IKKalpha Q7Z5R6 APBBLIP T534  TTK
P07948 LYN Y32 Kit Q96BY6 DOCK10 T1440 TTK
P29350 PTPNG Y564 Lyn (UniProt)
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Tabelle 12-9: Stabil-l1sotopen markierte Peptide zur Validierung der SCX-Strategie zum indirekten pHis-
Nachweis. Die ,,schweren Peptide mit Lys weisen einen Massenshift von 8 Da, die mit Arg einen Shift von 10 Da
im Vergleich zu den endogenen, ,.leichten* Peptiden auf.

Peptid-ID  Peptidsequenz

948 ADYADSLTENGTHGSDSVESAAR
946 DAGYTAVISHR

919 DASGTINVDIDHK

924 DDVAELHK

940 DEVIDHLGTIAK

923 DGYTFVSHQQEVGTGYFDK
926 DHAPLMQEINQTGGYNDEIEGK
937 DLEHPIEVPVGK

928 DQYDLHPVYK

930 DSVTLVHK

927 DTLHLEGK

936 DVADVHDIAK

939 DYTLDIHDENGK

934 EGNDFYHEMTDSNVIDK

950 EILTNDISDNSGLGQHTTTAAR
947 HADNTLTFGPR

933 HDVEVLK

918 HFSTTPAEK

922 HNDGLDYVPTDK

943 HSVELDSQGR

935 LAEEIIYGPEHVSTGASNDIK
931 LMEIAQQQHAQQQTAGADASANNAK
925 MGHAGAITAGGK

941 NGLHVR

921 STSDDIHNTTATGK

949 TCHAAIIAR

942 TFEVLATNGDTHLGGEDFDSR
944 TGLEAAPHLTCIDATPDELR
945 TSHTSIMAR

932 VLESAIANAEHNDGADIDDLK
938 VNEIETYMDGVHLICTTAK
929 VTLDTATYVPIDDDHK
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