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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1. PROTEOMSTUDIEN UND IHRE BEDEUTUNG FUR DIE WISSENSCHAFT

Der grundlegende Bauplan eines jeden Lebewesens ist in seinem Erbgut verankert. In den
vergangenen 25 Jahren wurde deshalb ein enormer wissenschaftlicher Aufwand betrieben, um
zunachst die Genome einfacher Prokaryoten wie Escherichia coli zu sequenzieren [2] und
schlielich auch das gesamte humane Genom zu entschlisseln [3, 4]. Letzteres fand als
Human Genome Project 2003 nach 13 Jahren seinen Abschluss und gilt damit als erstes
gemeinschaftliches GrofRforschungsprojekt weltweit [5]. Zudem lieferte es erstaunliche
Erkenntnisse Uber das humane Genom, das zum heutigen Zeitpunkt auf etwa 20,000 Gene
geschatzt wird [4, 6] und damit einen 5-mal geringeren Umfang hat als zunéchst angenommen
[7]. Uberraschenderweise besitzen manche - deutlich weniger entwickelte — Lebensformen,
wie z.B. der Wasserfloh, eine hohere Genanzahl als der Mensch [8], so dass sich nicht allein
durch die Betrachtung des Genoms die Organisation eines komplexen Organismus erkléren
lasst. Neben der Genomik wurden deshalb auch andere Forschungsrichtungen wie die
Transkriptomik, Proteomik und Metabolomik ausgeweitet, um zelluldare Ablaufe und deren
Regulationsmechanismen im Detail verstehen zu konnen. Besonders Transkriptomik und
Proteomik greifen dabei auf die umfassenden Ergebnisse aus Genomstudien zurtick, da die zu
untersuchenden Genprodukte theoretisch aus dem genetischen Code prognostizierbar sind.
Das tatsachliche Proteom einer betrachteten Zelle ist dabei jedoch hochdynamisch, so dass
Proteomstudien immer nur eine Momentaufnahme eines betrachteten biologischen Gefiiges
liefern konnen, die stark abhangig ist von verschiedensten in-/ und extrinsischen Faktoren,
wie z.B. Zellzyklus, Temperatur, Nahrstofflevel, Hormonen oder Stress [9]. Die Existenz
eines Proteins ist dabei nur bedingt abhéngig von der Konzentration des korrespondierenden
Transkripts [10, 11], so dass spezifische Stimuli die Translationsrate, Lokalisation,
Degradation und Modifikation eines Proteins verandern und damit dessen finale
Konzentration ort-/ und zeitabh&ngig beeinflussen kdénnen [12]. Dies erlaubt lebenden Zellen
eine Vielzahl an Modulatoren zu generieren, die eine schnelle, spezifische und dennoch
variable zellulare Antwort auf einen gegebenen Reiz initiieren und macht diesen Prozess
gleichzeitig weniger abhdngig von der limitierten Anzahl an Genen oder deren gezielter
Expression [13, 14]. Die Proteomik hat sich dabei das hochgesteckte Ziel gesetzt, alle
Komponenten eines Proteoms zu identifizieren und zu quantifizieren, was zudem Aussagen

uber deren Expressionslevel, subzelluldre Lokalisation, Interaktionen, mogliche post-
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translationale Modifikationen (PTMs) und Turnover (Balance zwischen Proteinsynthese und
/-abbau) abhangig von Zeit, Bedingung und Zelltyp beinhaltet [15]. Zum aktuellen Zeitpunkt
ist dies trotz diverser technischer Neuerungen dennoch nur teilweise realisierbar. Im Genom
einer humanen Zelle sind geschétzte 100,000 Protein-lsoformen codiert [16], von denen unter
definierten Bedingungen ca. 10,000 Proteine existent sind [17]. Deren dynamischer Bereich
variiert jedoch zwischen sechs und sieben GréRenordnungen [18], da durch differentielle
Genexpression einige Proteine in nur wenigen Kopien pro Zelle vorliegen, andere werden
millionenfach mit Maximalraten von 1300 Kopien pro mRNA und Stunde synthetisiert [19].
Somit erschweren extrem hdufig vorkommende Proteine den Nachweis von sehr niedrig
abundanten. Zusétzlich kénnen PTMs und deren differentielles Auftreten die Komplexitat
eines Proteoms um ein Vielfaches erhthen, was eine Erfassung aller Isoformen nahezu
unmoglich macht. Durch den stetigen Ausbau des methodischen Repertoires und der
Verbesserung bestehender Techniken wird die Sensitivitat von Proteomanalysen fortlaufend
erhoht, so dass molekulare Netzwerke immer besser charakterisiert werden kdnnen. Der
umfassende Einblick in zelluldare Zusammenhédnge liefert wichtige Ansatzpunkte in der
Evolutionsbiologie [20, 21], Biomarker-Entdeckung [22, 23] und nicht zuletzt fur Medizin
und Wirkstoffforschung [9, 24-26]. So konnen neue pharmazeutische Wirkstoffe an
Zellkulturen getestet werden und die Auswirkungen auf Proteinebene direkt Uberwacht
werden [27, 28]. Auch die Detektion von Biomarker-Proteinen im Blut oder Urin kdnnte eine
schnellere und nicht-invasive Diagnose von Erkrankungen ermdéglichen [29, 30], so dass in
Zukunft schwere Krankheitsverlaufe durch friihzeitige Therapie abgemildert werden kénnten.
Besonders in der Krebsforschung lieferte die Proteomforschung in den letzten Jahren viele
neue Therapieansétze [25, 31] und auch eine auf den individuellen Patienten zugeschnittene

,personalisierte Medizin“ wird mehr und mehr diskutiert [32, 33].

1.2. POST-TRANSLATIONALE MODIFIKATIONEN

Die standige Bereitschaft der Zelle auf &ulRere Einflisse dynamisch und prézise zu reagieren
erfordert neben gezielter Genexpression und transkriptioneller Kontrolle eine weitere
Regulationsebene. Post-translationale Modifikationen (PTMs), die sich allgemein als
enzymatisch katalysierte Veranderung von Proteinen nach der Translation beschreiben lassen
[34], erlauben eine gesteuerte Modulation von bereits synthetisierten Proteinen. Durch
Anheftung von funktionellen Gruppen oder deren Abspaltung kdnnen so 15 der 20

proteinogenen Aminosauren modifiziert werden, wobei fur Alanin, Phenylalanin, Leucin,
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Isoleucin und Valin keine in vivo-Modifikationen bekannt sind [35, 36]. Deren unpolare
Seitenketten bestehen aus stabilen Kohlenwasserstoffverbindungen, die nur schwer eine
Bindung mit anderen Molekulen eingehen. Aktuell sind tiber 450 PTMs in der Uniprot ( engl.:
universal protein resource) Datenbank [37] gelistet, darunter als prominenteste Vertreter z.B.
Phosphorylierung  und  Acetylierung, aber auch  Disulfidbriickenbildung  oder
Ubiquitinylierung (siehe auch Abb.1.1.1.). Meist werden die jeweiligen chemischen Gruppen
gezielt durch hoch-spezialisierte Enzyme kovalent an die Seitenkettenreste bestimmter
Aminosduren gebunden, in manchen Féllen kénnen sie aber auch artifiziell entstehen, wie
z.B. im Falle der Oxidierung oder Deamidierung [9]. Eine sehr haufig auftretende und daher
gut untersuchte PTM ist die Phosphorylierung. Durch sogenannte Kinasen wird eine
Phosphatgruppe auf das Zielprotein tbertragen - vorrangig auf Serin, Threonin oder Tyrosin-
Seitenketten (siehe Abb.1.2.1 A). Diese Reaktion ist reversibel und Phosphatasen kdnnen
modifizierte Proteine wieder dephosphorylieren. Neben Ubertragung von Kkleinen
funktionellen Gruppen koénnen auch sehr viel gréRere Molekile angeheftet werden, wie z.B.
bei der Ubiquitinylierung. Dabei wird ein 8,5 kDa grof3es Protein, das Ubiquitin, in einem
mehrstufigen Prozess auf ein Lysin des Zielproteins ubertragen (Abb.1.2.1. B). Es kdnnen
auch mehrere solcher Ubiquitin-Molekille an ein einzelnes Protein geheftet werden
(Polyubiquitinylierung), so dass groRe verzweigte Kettenstrukturen entstehen. Je nach
Bindungsart und Anzahl der tbertragenen Ubiquitin-Molekiile entscheidet dies tiber Funktion,
Lebensdauer und Lokalisation des modifizierten Proteins [38, 39]. Im Gegensatz dazu kdnnen
durch PTMs auch funktionelle Gruppen oder einzelne Atome abgespalten werden, so z.B. bei
der Disulfidbriickenbildung (Abb.1.2.1. C). Dabei werden die freien Thiolgruppen zweier
Cysteine oxidiert und bilden eine sogenannte Disulfidbriicke unter Abspaltung von
Wasserstoff aus. Einen Sonderfall stellt die proteolytische Prozessierung dar: Hier wird die
Peptidbindung an einer spezifischen Schnittstelle enzymatisch durch Proteasen aufgebrochen
und so ein Teil des Zielproteins abgespalten. Proteolytische Prozessierung kann sowohl am
N- als auch am C-Terminus stattfinden, wobei sogenannte neo-Termini entstehen und somit
das Protein irreversibel verandert wird (Abb.1.2.1. D) [40, 41]. Die biologische Funktion der
einzelnen Modifikationen ist dabei so vielféltig wie das Repertoire an PTMs selbst: Durch
addierte oder abgespaltene funktionelle Gruppen kdnnen physikochemische Eigenschaften
eines Proteins z.B. Ladung, isoelektrischer Punkt, dreidimensionale Struktur oder
Hydrophobizitit verandert werden [42]. Anderung von Struktur und Konformation z.B. durch
Disulfidbriicken oder Umorientierung der Oberflachenladung haben Auswirkungen auf
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Stabilitit sowie Aktivitdit von Proteinen und ermdglichen die Interaktion mit

Bindungspartnern oder verhindern diese.

A De)Phosphorylierung B Ubiquitinylierung C  Disulfidbriicken- D  Proteolytische Prozessierung
o

bildung

oxidiert
(Disulfidbriicken)

irreversibel
reversibel reversibel reversibel Lokalisation

schnelle Reaktion in Signalwegen Degradation Struktur/Konformation Aktivitat

Lokalisation Aktivitat Degradation

Abb.1.2.1.: Ubersicht ausgewdhlter post-translationaler Modifikationen und ihrer
Ubertragungsmechanismen. (A) Bei der Phosphorylierung wird eine Phosphatgruppe durch eine
Kinase auf das Zielprotein Ubertragen, diese Reaktion ist sehr schnell und zudem reversibel, so
dass die Modifikation durch Phosphatasen wieder abgespalten werden kann. (B)
Ubiquitinmolekile werden Uber mehrere Ligasen transferiert, bevor sie auf das Zielprotein
Ubertragen werden. Durch mehrfache Wiederholung dieses Prozesses konnen lange
Ubiquitinketten oder verzweigte Strukturen entstehen. Je nach Verkniupfungsart und
Molekulanzahl entscheidet dies Uber Funktion und Lebensdauer des Proteins. Durch
Deubiquitinasen (DUBs) kénnen die Ubiquitinmolekiile wieder abgespalten und das Protein vor
dem proteasomalen Abbau geschiitzt werden. (C) In einer reduzierenden (Mikro-)Umgebung
liegen die SH-Gruppen von Cysteinen als freie Thiole vor, werden sie oxidiert kann es zur
Bildung einer Disulfidbriicke kommen. Diese sind mafgeblich verantwortlich fir Struktur und
Konformation einiger Proteine. (D) Bei der proteolytischen Prozessierung wird die
Proteinsequenz durch eine Protease geschnitten und ein Teil des Proteins irreversibel entfernt.
Dies fuhrt zur Bildung sogenannter Neo-N-/ oder C-Termini, was die Proteineigenschaften
grundlegend verandern kann.

Es sind sowohl sehr schnelle und reversible VVerédnderungen an Proteinen mdglich, z.B. durch
Phosphorylierung, als auch langsamere und nicht umkehrbare PTMs bekannt, wie bestimmte
Formen der Glykolisierung [14] oder Lipidierung [43]. Durch diese Vielfalt stellen PTMs
einen wichtigen Schliissel zur Variabilitdit des Proteoms dar: sie erhdhen die Anzahl
potentieller Modulatoren in der Zelle um ein Vielfaches und ermdglichen eine sekunden- bis
minutengenaue Reaktion, da bereits vorhandene Proteinmolekile dynamisch moduliert
werden. PTMs erganzen somit die teils limitierten Mdoglichkeiten der relativ langsamen
Genexpression und transkriptionellen Kontrolle, die vorrangig Einfluss auf die generelle
Proteinabundanz haben. Anders als man demzufolge erwarten kénnte, treten PTMs trotz ihrer
fundamentalen Beteiligung an nahezu allen zelluldren Prozessen nur in substéchiometrischem

Verhéltnis auf, so dass oft nur ein geringer Prozentsatz an Molekilen eines gegebenen
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Proteins modifiziert wird und ein Grof3teil unveréndert bleibt [44]. Wie dennoch Effektivitat
und eine hohe Spezifitat in einem solchen System hergestellt wird, wurde von Ubersax et al.
am Beispiel der Phosphorylierung zusammengefasst, die Mechanismen lassen sich aber auch
auf andere PTMs Ubertragen. Demzufolge wird die Spezifitat vor allem ber (i) Lokalisation,
(i) Substrataffinitat, (iii) Co-Faktoren und (iv) systemische Effekte bestimmt [45]. So hat die
Verknupfung einer bestimmten PTM mit einer sub-zelluldren Lokalisation (i) den Vorteil,
dass erst am Zielort die erforderliche Funktion ermdoglicht wird. Ungewollte Reaktionen
kénnen so unterbunden werden. Dieser Mechanismus wird bei der ortsgebundenen
Aktivierung von Kinasen genutzt [45], er spielt aber auch bei der proteolytischen
Prozessierung eine Rolle. So enthalten beispielsweise mitochondriale Proteine, die aus dem
Cytosol importiert werden, eine N-terminale Signalsequenz, die nach erfolgreichem Transport
abgespalten wird. Die aktive Konformation kann erst nach dieser Proteolyse eingenommen
werden und ermdglicht somit erst am Zielort die Erfullung der eigentlichen Aufgabe, wie die
Interaktion mit weiteren Proteinen, DNA oder Lipiden [46]. Die erfolgreiche Ubertragung
einer PTM héngt aulRerdem maligeblich von der Wechselwirkung zwischen Zielprotein und
katalysierendem Enzym, also von der Substrataffinitét (ii), ab. Die aktiven Zentren von PTM-
ubertragenden Enzymen sind oft spezifisch flr eine bestimmte Substratgruppe und binden
dann an festgelegte Konsensus-Sequenzen des Zielproteins. Interaktionen kénnen so nach
dem Schlussel-Schloss-Prinzip nur an bestimmten Substraten stattfinden. Beispielsweise
teilen sich die rund 500 bekannten humanen Kinasen [47] zwar denselben
Reaktionsmechanismus, um ihre Substrate zu phosphorylieren, jedoch erkennen sie
unterschiedliche Konsensus-Sequenzen und divergieren in Oberflachenladung und
Hydrophobizitat, was nur Interaktionen mit ganz bestimmten, passenden Substraten zul&sst
[45]. Zudem sind h&ufig weitere Co-Faktoren (iii) notwendig, die die Bindung stabilisieren,
oder beide Interaktionspartner werden erst durch Adapterproteine zum ausfiihrenden
Proteinkomplex rekrutiert. Dies wurde in vielen komplexen Signalwegen nachgewiesen, wie
dem MAP-Kinase Signalweg [48, 49], der Chaperon-Maschinerie [50], oder auch im
Ubiquitin-Proteasom System (UPS), welches Proteindegradation und Turnover reguliert (vgl.
Abb.1.2.1)) [51]. Zu guter Letzt konnen auch systemische Effekte (iv) die Spezifitat
beeinflussen: Darunter werden alle Auswirkungen zusammengefasst, die auf Grund der
komplexen Zusammensetzung des betrachteten Proteoms entstehen. In vivo ist die
Entscheidung, welches Protein von welchem Enzym modifiziert wird, abh&ngig von vielen
anderen zu diesem Zeitpunkt existierenden Proteinen oder auch anderen PTMs. So

konkurrieren beispielsweise mehrere Substrate hdufig kompetitiv um die Bindungsstelle ihrer
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phosphorylierenden Kinasen und kdénnen sogar die Affinitat flr jeweils andere Proteine
herabsetzen [45]. Noch komplexer funktioniert die gegenseitige Abhangigkeit einzelner
PTMs voneinander, die auch als PTM-Crosstalk (engl. fur gegenseitige Beeinflussung)
bezeichnet wird. Dabei unterscheidet man (i) positiven und (ii) negativen Crosstalk
voneinander [13, 14] (siehe Abb.1.2.2).

o Positiver Crosstalk Negativer Crosstalk h
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Abb.1.2.2.: Schematischer Vergleich von positivem und negativem Crosstalk. Bei positivem
Crosstalk (A) triggert das Vorhandensein einer ersten PTM die Bindung einer weiteren (z.B.
durch Rekrutierung eines PTM-Ubertragenden Enzyms). Beim negativen Crosstalk
unterscheidet man verschiedene Szenarien, denen gemeinsam ist, dass die Bindung einer ersten
PTM die Bindung einer zweiten PTM verhindert. Dies kann durch direkte Konkurrenz der zwei
PTMs um dieselbe Aminosédure der Fall sein (B) oder, weil die erste PTM die Bindestelle der
zweiten maskiert - beispielsweise durch sterische Hinderung (C) oder durch eine ausgeltste
Konformationsanderung (D). Abbildung modifiziert nach Venne et al. [14]

Beim positiven Crosstalk ermdglicht die Bindung einer ersten PTM, z.B. durch Rekrutierung
eines PTM-ubertragenden Enzymes, die Bindung einer zweiten PTM (siehe Abb.1.2.2. A). Im
Gegensatz dazu wird die Bindung einer zweiten PTM beim negativen Crosstalk verhindert,
entweder dadurch, dass beide PTMs kompetitiv um dieselbe Aminosdure konkurrieren
(Abb.1.2.2. B), oder durch Bindung der ersten PTM die Bindestelle der zweiten maskiert wird
(Abb.1.2.2. C+D). Durch die gegenseitige Einflussnahme kann die Spezifitdt enorm erhoht
werden und auch eine Art ,,Fehlerkorrektur® stattfinden. Etwa 1000-2000 Gene, was einem
Anteil von Uber 5% des humanen Genoms entspricht, codieren fiir Enzyme, die fiir die
Ausbildung von PTMs verantwortlich sind [52], wiederum unterliegen die meisten davon
selbst der Regulation durch solche Modifikationen [14, 53, 54], so dass eine strikte Kontrolle
dieser Prozesse von immenser Bedeutung ist. Erfolgt die finale Aktivierung eines Proteins
jedoch erst nach mehrfacher Modifikation, so kann der Effekt von félschlicherweise
ubertragenen PTMs abgeschwécht oder sogar verhindert werden. Ein Beispiel fur solch eine
systematische Modulierung anhand bestimmter PTM-Muster liefert beispielsweise das
Tumorsuppressorprotein p53. In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl an Modifikationen in

diesem Protein nachgewiesen, darunter Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung,
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SUMOylierung, O-Glykolisierung und Ubiquitinylierung [55, 56]. Haufig treten bestimmte
PTMs zusammen auf, so dass eine gegenseitige Modulation vermutet wurde. 2012
demonstrierten Gu et al. dann sogar, dass einzelne PTM-Muster verschiedenen molekularen
Funktionen zugeordnet werden konnen [57]. Abb.1.2.3 zeigt exemplarisch vier der

berichteten PTM-Profile und die dadurch modulierte Funktion.
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Abb.1.2.3.: Exemplarische Ubersicht Uber ausgewahlte PTM-Muster des
Tumorsuppressorproteins p53 und der jeweilig zugeordneten molekularen Funktion. Abbildung
modifiziert nach Gu et al. [57]

Ahnliche Zusammenhange wurden auch in Histonen nachgewiesen [58, 59] und trotz der
unterschiedlichen Aufgabe beider Proteinklassen, wurden Beispiele gefunden, in denen
identische PTM-Muster &hnliche Funktionen initiierten [60]. Dies erklart sich vermutlich
durch die jeweiligen physikochemischen Eigenschaften der einzelnen PTMs. Beispielsweise
kdnnen Lysin-Acetylierung oder auch Phosphorylierungen die Ladung eines Proteins
verringern und wirken auf diesem Weg modulierend auf die Interaktion mit stark negativ
geladenen Molekilen wie z.B. der DNA. Zudem konnen bestimmte PTM-Muster die
Andockstelle fur weitere Interaktionspartner bilden, so dass Proteine mit spezifischen
Erkennungsdomanen nur an diese zuvor modifizierten Stellen rekrutiert werden. Am besten
untersucht sind diese Vorgange aktuell fur nukledre Proteine und in Zusammenhang mit
Transkriptionsprozessen [61, 62], was die Auslegung als generellen PTM-Code schwierig
macht. Selbst ein deutlich eingeschriankter Begriff wie ,,Histon-Code“ oder ,,Tubulin-Code*
[63] lasst nur in Einzelfallen eine generalisierte Aussage zu, bei der ein bestimmtes PTM-
Muster mit einer daraus resultierenden Proteinfunktion verknupft werden kann [60]. Dies lasst
erahnen, dass man sich mit der Erforschung noch im Anfangsstadium befindet und die
Existenz eines solchen Codes sich nur beweisen lielRe, wenn man ihn als weitaus komplexeres
Netzwerk interpretiert, als zundchst angenommen [58]. Jedoch weisen die bereits gewonnen
Erkenntnisse daraufhin hin, dass ein bestimmtes Protein durch das jeweilige Gesamtmuster an
PTMs gesteuert wird und dies auch immer vom zellularen Kontext abhdngig ist. Dies

ermoglicht erst die sinnvolle und vielseitige Regulation. Zudem bedeutet der kombinatorische
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Einsatz von PTMs unbestreitbar eine Zunahme an Spezifitdt und ermdglicht ein prazises

,Fein-Tuning® zelluldrer Ablaufe, was das Verstandnis dieser VVorgénge unverzichtbar macht.

1.3. METHODEN DER PROTEOMIK

1.3.1. MASSENSPEKTROMETRIE

Fur die Analyse von Proteinen und besonders im Hinblick auf PTMs hat sich die
Massenspektrometrie (MS) in den letzten Jahren als die Methode der Wahl etabliert, da diese
Technik es erlaubt Proteine und Peptide auch in hoch komplexen Gemischen zu identifizieren
und neben einer quantitativen auch eine qualitative Darstellung von dynamischen Prozessen
im zelluldaren Netzwerk erlaubt. Ein Massenspektrometer ist Ublicherweise aus drei
Hauptkomponenten aufgebaut: der lonenquelle, einem Massenanalysator, dem Detektor (vgl.
Abb1.3.1.1).

Massenspektrometer
/ N
1
MS* — Full Scan Detektor und
—_— [ lonenquelle | Massenanalysator Auswerteeinheit
Proben- '
einlass .
)
¢ @ € 1/ 0
2 MSI-Spektrum
) » .@ » s m) £
m/z >
lonenerzeugung lonentrennung lonennachweis
\ J
- - 4
—MS/MS Scan Auswahl Vorlaufer-lon Fragmentierung
b ' b MS2-Spektrum
e 5
i
=
m/z >
| S

Abb.1.3.1.1.: Klassischer schematischer Aufbau eines Massespektrometers und typischer Ablauf
einer Analyse. Nach dem Probeneinlass, werden die Analyten in der lonenquelle in die Gasphase
Uberfuhrt und ionisiert, im Massenanalysator kénnen sie dann anhand ihrer verschiedenen m/z
Werte aufgetrennt und schlieRlich vom Detektor aufgezeichnet werden (MS! Scan oder Full
Scan). Die Auswerteeinheit kombiniert dann die gesammelten Informationen zu einzelnen
Spektren. Zuséatzlich kénnen aus den detektierten Vorlaufer-lonen (engl.: precursor) lonen
ausgewahlt und erneut isoliert werden. Durch anschlielende Fragmentierung werden sie in
Produktionen gebrochen, anhand derer Rickschlisse auf die ldentitat des urspriinglichen
Vorlauferions gezogen werden kénnen (MS? oder MS/MS Scan).
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In der lonenquelle werden die Analyten aus dem festen oder flissigen Zustand in die
Gasphase Uberfiihrt. Haufig wird sich dazu der Elektrosprayionisation (ESI) bedient, bei der
ein flissiger Analyt durch Anlegen eines elektrischen Feldes in feine Tropfchen zerstaubt
wird [64]. Proteine und Peptide werden bei diesem Vorgang protoniert und konnen
anschlieBend im Massenanalysator unter Hochvakuum nach ihrem spezifischen Masse-zu-
Ladungsverhéltnis (m/z) aufgetrennt und detektiert werden. Aus den hier aufgezeichneten m/z
Werten und dem Isotopenmuster kann dann das genaue Molekulargewicht eines Analyten
errechnet werden. Zuséatzlich kénnen in einem separaten Vorgang lonen von Interesse in
kleinere Produktionen zerlegt werden. Da dazu im Allgemeinen ein vorangegangener MS
Scan notig ist, wird dieser Vorgang als MS? oder auch MS/MS Scan bezeichnet. Die
entstandenen Fragmente Kkorrelieren unter Berlicksichtigung der Kollisionsart mit der
Primérstruktur des jeweiligen Vorlauferions, so dass diese Information zur Identifizierung des
Analyten genutzt werden kann. Die Anwendung auf intakte Proteine (Top-Down Experiment)
ist jedoch auf Grund ihrer hohen Molekiilmasse technisch anspruchsvoll, so dass sich vielfach
sogenannte Bottom-Up Ansétze (engl.: von unten nach oben) durchgesetzt haben. Dabei
werden Proteine durch einen proteolytischen Verdau in definierte Peptide geschnitten, die auf
Grund ihrer geringeren Lange leichter aufzutrennen, zu ionisieren und zu fragmentieren sind.
In der Proteomik haben sich vor allem kollisionsinduzierte Dissoziation (engl.: collision
induced dissociation, CID) und die higher energy collisional dissociation (HCD)
durchgesetzt. Beim CID werden die durch ESI protonierten Vorlduferionen im elektrischen
Feld beschleunigt und kollidieren im Anschluss daran mit inerten Gasmolekilen, wobei meist
Stickstoff verwendet wird. Die eingesetzte Kollisionsenergie (engl.: collision energy, CE)
wird beim ZusammenstoR mit den Peptidmolekilen in Vibrationsenergie umgewandelt,
welche sich gleichmaRig uUber das Molekil verteilt. Dieser energetisch angeregte Zustand
wird durch Fragmentierung wieder ausgeglichen, so dass es beim Ubersteigen der
Bindungsenergie zum Bruch der Bindung kommt. In einem Peptid sind die Amidbindungen
meist die schwéachsten Bindungen, welche dann als erstes brechen, wodurch beim CID meist
y- und b-lonen entstehen (siehe auch Abb.1.3.1.2. A). Bei der HCD-Fragmentierung wird eine
hohere Wechselspannung an die Kollisionszelle angelegt, so dass die Peptidionen auf hohere
Energien beschleunigt werden kénnen. Dadurch entstehen nicht zwangsldaufig mehr
Fragmentionen, sie kdnnen aber (ber einen breiten Massenbereich hinweg effizienter in der
Kollisionszelle stabilisiert werden [65], so dass haufig ein besseres Fragmentierungsmuster

als bei CID entsteht [66]. Bei ausreichend guter Qualitat des Spektrums korrelieren die
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entstandenen Fragmentionen mit der jeweiligen Aminoséuresequenz des Peptids (siehe
Abb.1.3.1.2. A).
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ADbDb.1.3.1.2.: Fragmentionenspektren des unmodifizierten Peptids DSSLQDGEFSMDLR und
des oxidierten Pendants DSSLQDGEFSMDLR . (A) Durch die gezielte Kollision mit inerten
StoRRgasen (z.B. N, oder He) konnen Peptide im Massenspektrometer fragmentiert werden.
Welche Fragmentionen dabei entstehen (in der Abb. hauptsachlich b- und y-lonen) hangt
malfigeblich von der verwendeten Kollisionsart ab. Zudem Kkorrelieren die jeweiligen
Fragmentionen-Massen mit bestimmten N- und C-terminalen Teilsequenzen des Peptids: so
spiegelt beispielsweise die Masse des yi-lons die Sequenz RLDM™* + H;0 (~ 534 Da) wider und
das biz-lon entspricht der Masse der nahezu kompletten Aminosduresequenz
DSSLQDGEFSMDL*. Je mehr Fragmentionen entstanden sind, desto genauer kann die
Berechnung der urspriinglichen Aminosauresequenz durchgefiihrt werden, da im Idealfall die
Differenz zweier Fragmentionen derselben Serie (z.B. bg und bg) die Masse der jeweiligen
Aminosaure ergeben sollte (1005.36 — 858.30 Da = 147.06 Da, Phenylalanin an Position 9). (B)
Daruber hinaus kénnen auch PTMs lokalisiert werden, da sie die Masse der modifizierten
Aminosaure verandern und damit auch die Gesamtmasse des Vorlauferions. Auch die
Fragmentionen b, bis bis sowie ya bis yio zeigen diesen Massenshift, so dass die Aminosaure an
Position 11 (bzw. an Position 4 vom C-terminalen Ende gesehen) oxidiert vorliegen muss.

Massenspektrometrische Analysen wurden in den letzten Jahren intensiv in der
Proteinanalytik und der Proteomforschung besonders im Hinblick auf die Detektion von post-
translationalen Modifikationen genutzt. Die meisten PTMs verdndern das Molekulargewicht
des jeweiligen Peptids um eine charakteristische Masse: eine Oxidierung fuhrt z.B. durch die
Addition eines Sauerstoffatoms zu einer Zunahme der molekularen Masse um 15,99 Dalton
(Da) und die artifizielle Umformung von Glutaminsdure zu Pyroglutamat bedingt die
Abnahme um 17,02 Da. Mit der in den letzten Jahren erreichten hohen Prézision von
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Massenspektrometern - im Hinblick auf Auflésung und Messgenauigkeit - gelingt die
Detektion auf wenige ppm genau, was eine eindeutige ldentifikation der jeweiligen PTM
erleichtert. Zusatzlich kann aus einem qualitativ hochwertigen Fragmentspektrum die genaue
Aminosdure bestimmt werden, die durch eine PTM modifiziert wurde (siehe Abb.1.3.1.2. B).
Eine maligebliche Limitierung der massenspektrometrischen Analyse wird durch das jeweils
betrachtete Proteom selbst begriindet: in einer komplexen biologischen Probe, wie
beispielsweise in dem Lysat humaner Zellen, kénnen bis zu 10,000 Proteine existent sein
[17]. Durch den proteolytischen Verdau konnen daraus mehrere hunderttausend Peptide
generiert werden [67]. Eine Identifikation aller Komponenten ist bei einer direkten
Probenaufgabe in das Massenspektrometer jedoch nicht mdoglich, so dass meist eine

chromatographische Auftrennung vorgeschaltet wird [68].

1.3.1.1. DATENANALYSE UND STATISTIK

Nach der massenspektrometrischen Analyse werden alle akquirierten Spektren in einer Datei
gespeichert, welche dann als sogenannte Rohdaten gegen die jeweilige Datenbank
abgeglichen werden mdissen. Ziel ist es, diejenigen Spektren zu identifizieren, deren
Vorladufermasse und Fragmentionenmuster zu Peptiden aus der Datenbank passt. Da eine
handische Auswertung auf Grund der enormen Anzahl an aufgenommen Spektren kaum
mdoglich ist, werden dazu héufig Auswertesoftwares eingesetzt, wie z.B. der Proteome
Discoverer (Thermo Scientific). Zundchst wird dabei ein Suchrahmen festgelegt, der
spezifische Informationen Uber die Probe enthdlt, z.B. die Taxonomie der verwendeten
Spezies, besondere Probenvorbereitungsschritte, wie z.B. die Verdauspezifitdt, und zu
erwartende Modifikationen. Das Kernelement der Software bildet ein Suchalgorithmus, wie
beispielsweise der in dieser Arbeit verwendete MASCOT™ (Version 2.4.1.) Server [69], der
diese Information nutzt, um die Spektren auf mogliche Peptidibereinstimmungen (engl.:
match) zu UOberprufen. Durch die angegebenen Parameter kann der Suchalgorithmus auch
Peptide identifizieren, die durch eine PTM in ihrem Molekulargewicht verandert wurden. So
zeigt ein phosphoryliertes Peptid beispielsweise eine Erhohung der Molekilmasse um
79,9663 Da und auch die korrespondierenden Fragmentionen unterscheiden sich im Vergleich

zum unphosphorylierten Analogon.

In einer typischen Topl0 Analyse wird ein von der LC eluierender Peak zun&chst in einem
Full Scan aufgezeichnet, gefolgt von mehreren MS/MS Scans zur Fragmentierung der zehn
intensivsten lonen des MS? Scans. Bei einer maximalen Fillzeit von 50 ms fiir den Full Scan

sowie 250 ms pro MS? Scan ergibt sich ein Messzyklus (engl.: cycle time) von 2,55 s, so dass
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flr einen Peptidpeak, der Ublicherweise ber einen Zeitraum von etwa 20 Sekunden eluiert,
theoretisch mindestens 7 Datenpunkte detektiert werden kdénnen. Ein Fragmentionenspektrum
wird jedoch nur dann aufgezeichnet, wenn die Intensitat des lons im Vergleich zu anderen
zeitgleich eluierenden lonen zu den zehn hochsten zahlt. Die Fragmentierung erfolgt so zu
einem Zeitpunkt, zudem ausreichend lonen vorhanden sind und somit auch intensive
Produktionen entstehen konnen, was in Folge des qualitativ hochwertigen erzeugten
Spektrums zu einer guten ldentifizierungsrate in der Datenanalyse fuhrt. Auf Grund der
enormen Datenmengen ist eine manuelle Auswertung aller Spektren nicht realisierbar, so dass
spezialisierte Algorithmen eingesetzt werden, die experimentell erzeugte Spektren mit
theoretischen  Fragmentionenspektren einer Datenbank abgleichen. Anhand einer
Qualitatsnote (bei vielen Algorithmen als Score bezeichnet) kann dann abgeschéatzt werden,
welche theoretischen Peptidsequenzen am besten zu den eingepflegten Spektren passen. Eine
solche Wahrscheinlichkeits-gestiitzte Datenbanksuche birgt trotz der hohen Messgenauigkeit
das Risiko einer falsch-positiven Zuordnung von Spektrum zu Peptidsequenz (engl.: PSM,
peptide to spectrum match). Auf Grund der enormen Datenmengen, die eine manuelle
Validierung unmoglich machen, wurden auch hier bioinformatische Ldsungen etabliert, die
eine statistische Beurteilung fur das Auftreten von falsch-positiven Peptididentifikationen in
einem Datensatz erlauben. Elias et al. entwickelten dafiir die sehr haufig genutzte Berechnung
der Falsch-Positiv-Rate (engl.: false discovery rate, FDR) [70-72]. Dabei wird der
experimentelle Spektrensatz gegen eine sogenannte target/decoy Datenbank abgeglichen, die
nicht nur die mdoglichen richtig-positiven (target-Sequenzen), sondern zusatzlich
randomisierte und riickwarts gelesene Sequenzen enthélt (decoy-Sequenzen) [72, 73]. Der
Anteil der ermittelten Decoy-Hits an der Gesamtheit aller Identifikationen kann als Mal} fir
das Auftreten von falsch-positiven Hits verwendet werden. Ziel ist es, einen Score-
Schwellenwert zu definieren, bei dem die verbleibende Anzahl an Decoy-Hits nur noch einen
festgesetzten Anteil (meist <1%) an der Zahl der Gesamthits ausmacht (vgl. Abb.1.3.1.1.1.
A). Die Berechnung beruht dabei auf der Annahme, dass, wenn Decoy-/ und Target-
Datenbank die gleiche Grof3e aufweisen, auch die Anzahl an Falsch-Positiven innerhalb von
target-/ und decoy-Sequenzen gleich verteilt sind (vgl. Abb.1.3.1.1.1. B) [72, 74]. Da alle
Eintrdge der decoy-Datenbank grundsatzlich falsch sind, ist die Anzahl der Decoy-Falsch-
Positiven innerhalb aller identifizierten Sequenzen bekannt und entspricht dem Anteil der
Target-Falsch-Positiven. Die FDR wird dabei vom jeweiligen Nutzer des Suchalgorithmus
festgelegt und liegt Ublicherweise bei <1%, in manchen Féllen bei bis zu 5%.
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Abb.1.3.1.1.1.: Statistische Beurteilung von Peptididentifikationen anhand der False-Discovery-
Rate (FDR). A) Fur jeden spektralen Datensatz wird ein Decoy-Datensatz erstellt, der
randomisierte und rickwartsgelesene Sequenzen aus der verwendeten Datenbank enthalt.
Anschliefend wird der zu verwendende Score so festgelegt, dass die finalen
Peptididentifikationen nur noch Eintrage enthalten, bei denen der Anteil an Falsch-Positiven
unter 1% liegt. Dies ist eine hdufig verwendete statistische Methode in der Proteomik, um valide
Datensatze zu erhalten und die Wahrscheinlichkeit fur richtig-positive ldentifikationen zu
erhdhen. B) Durch Generierung einer target-decoy-Datenbank, kann der Anteil an Falsch-
Positiven-target-IDs anhand dem bekannten Anteil an Falsch-Positiven-decoy-1Ds bei
festgelegter FDR bestimmt werden.

Auch wenn diese Methode in der Proteomik als probates Mittel zur Steigerung der Validitét
erhaltener Datensétze genutzt wird, muss die Tauglichkeit in den Bezug auf das individuelle
Experiment beurteilt werden. So kdnnen beispielsweise die ausgewahlten Toleranzbereiche
fur Vorlaufer- und Fragmentionenmassen, Analysen von niedrig komplexen Peptidgemischen
bei hohem Suchrahmen oder die fehlende Klassifizierung nach Subspezies (wie z.B. PTM-
tragende Peptide) die Ergebnisse verfalschen [73, 75]. Um von der erhaltenen Peptidliste
Rickschlisse auf ein korrespondierendes Protein ziehen zu kdnnen, werden meist nur in dem
betrachteten Organismus einmalig vorkommende Peptide (engl.: unique peptides)
berticksichtigt, je nach Ziel der Analyse zum Teil auch nur, wenn mindestens zwei solcher
Peptide pro Protein identifiziert wurden. In der finalen Dateninterpretation erfolgt dann
mittels spezieller Software und diverser Datenbanken eine umfassende Eingliederung der
identifizierten Proteine in bereits bekannte biologische Zusammenhédnge und mdglicherweise
die Erganzung dieses Wissenstandes. Dies ist eine zeitaufwandige und sehr komplexe
Aufgabe, bei der zusammengestellte Informationen aus verschiedensten wissenschaftlichen
Disziplinen genutzt werden. So koénnen Erkenntnisse aus dem gesamten ,,omik“-Sektor
herangezogen gezogen, darunter beispielsweise Genomik, Transkriptomik, Interaktomik,
Systeomik sowie bioinformatische Modellierungen, um letztendlich eine zuvor gestellte
biologische Fragestellung zu beantworten. Trotz der immensen technischen Fortschritte und

der mittlerweile etablierten weltweiten Konnektivitat, stellt dies dennoch den
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anspruchsvollsten Schritt dar und nicht selten mussen gewonnene Erkenntnisse durch
komplementére wissenschaftliche Ansatze validiert werden. Trotz allem ist es auf diesem
Weg gelungen beispielsweise bereits bekannte Signalwege um neue Komponenten zu
erganzen oder neue zelluldre Abhangigkeiten aufzudecken.

Alle gefundenen Peptididentifikationen, also die Ubereinstimmung eines experimentell
erzeugten Spektrums mit einem theoretisch zu erwarteten Spektrum eines Peptids, werden in
einer Ausgabe-Datei prasentiert. Diese enthalt umfangreiche Information u.a. Uber die
identifizierte Peptidsequenz, das zugehorige Protein und die jeweils detektierten
Modifikationen (siehe Abb.1.3.1.1.2.).
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Abb. 1.3.1.1.2.: Exemplarisches Beispiel einer Ausgabedatei des Proteome Discoverers 1.3. Die

aus den spektralen Roh-Daten identifizierten Peptide werden in tabellarischer Form aufgelistet,
zusatzlich sind Informationen (ber Molekilmasse, zugehdriges Protein oder gefundene
Modifikationen enthalten. Die Eintrage koénnen beliebig sortiert und gefiltert werden und
schlief3lich in eine Microsoft Excel Datei exportiert werden.

Der vergebene Score ermdglicht es dabei, die Peptidliste im Vorfeld zu filtern und so die
Wahrscheinlichkeit fur falsch-positive Treffer zu verringern. Grundsétzlich wurden in dieser
Arbeit nur Peptide beriicksichtigt, die eine FDR von unter 1% haben und damit als statistisch
valide gelten. Um die dennoch teils enormen Datenmengen in anschaulichen Ergebnissen
zusammenzufassen, werden die Ausgabedateien anschliefend als Microsoft Excel Dateien

exportiert und kénnen dann nochmals je nach Fragestellung bearbeitet werden.

1.3.2. FLUSSIGCHROMATOGRAPHIE

Mit Hilfe der Flussigchromatographie kdnnen komplexe Substanzgemische aufgetrennt und
zudem Uber Standards auch identifiziert und quantifiziert werden. Dabei interagieren die in
der mobilen Phase gel6sten Analyten mit der stationdren Phase und werden auf Grund ihrer

jeweiligen physikochemischen Eigenschaften unterschiedlich lange retardiert, so dass die
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Substanzen zu definierten Retentionszeiten eluieren. Gegenwartig werden solche Auftrennung
oft mittels Hochleistungsfliissigchromatographie (engl.: high performance liquid
chromatography, HPLC) bewerkstelligt, wobei sich in der Proteomik in den letzten 20 Jahren
auch deren miniaturisierte Form, die nano-HPLC (engl.: nano high performance liquid
chromatography), durchgesetzt hat [76]. Beide Techniken folgen den Prinzipien der
klassischen Flissigchromatographie, wobei Probenaufgabe und Trennung automatisiert in
eigens konstruierten, programmierbaren HPLC-Systemen geschieht und der Fliissigkeitsstrom
auch bei extremen Gegendriicken durch Hochleistungspumpen exakt gesteuert werden kann.
Nano-LCs zeichnen sich dabei durch geringere Trennséulendurchmesser von 50-100 um und
eine damit verbundene, verminderte Flussrate von wenigen hundert Nanolitern pro Minute
aus. Dies erlaubt die Verwendung geringer Peptidmengen, was auf Grund begrenzter
Probenmengen in der Bioanalytik generell von Vorteil ist, und gewéhrleistet dennoch eine
erhdhte Sensitivitat, da kleinere Partikel die Trennscharfe erhéhen. In Bottom-Up Ansétzen
besteht die stationdre Phase iblicherweise aus einem hydrophoben C18-Material, welches als
wenige um grofle Partikel (Ublicherweise <2 um) in eine chromatographische Séule
eingebracht wurden. Im Verlauf der chromatographischen Auftrennung werden die Analyten
zundchst auf das Séaulenbett aufgeladen und anschlieBend mittels eines bindren Gradienten,
durch den Kkontinuierlich zunehmenden Anteil an organischem L&sungsmittel (meist
Acetonitril), nach aufsteigender Hydrophobizitat eluiert. Durch Zusatz eines
lonenpaarreagenzes (meist Trifluoressig-/ oder Ameisensédure), wird die Eigenladung der
Peptide maskiert und deren Hydrophobizitdt erhéht. Dadurch werden unspezifische
Wechselwirkungen der ionischen Peptidseitengruppen mit den freien Silanolgruppen der
stationdren Phase vermindert, was zur Vermeidung einer Peakverbreiterung beitragt und somit
die Trennschérfe erhoht. Da die mobile Phase polarer als die stationare Phase ist, wird diese
Art der Auftrennung als Umkehrphasen-Chromatographie (engl.: reverse phase, RP)
bezeichnet. Die Zusammensetzung der Losungsmittel erlaubt dabei eine direkte Kopplung mit
der von Fenn et al. etablierten ESI [77], durch die Peptide schonend in die Gasphase tberflhrt
und somit fur eine massenspektrometrische Analyse zuganglich gemacht werden kdénnen.
Durch die chromatographische Aufkonzentrierung und die ,,online* Kopplung mit einem
Massenspektrometer lassen sich so sehr geringe Probenmengen im femto-/ bis attomol-
Bereich nachweisen [78]. Neben solchen eindimensionalen Systemen, kénnen auch mehrere
chromatographische Systeme miteinander kombiniert werden. Dabei sind diagonale Systeme,
bei denen zwei gleiche chromatographische Phasen eingesetzt werden, ebenso wie

orthogonale Strategien beschrieben worden. Letztere kombiniert chromatographische

15



EINLEITUNG

Trenntechniken, die Peptide nach mdglichst unterschiedlichen Eigenschaften separieren, wie
beispielsweise die Multidimensional Protein Identification Technology (MudPIT) [79, 80]. Je
nach Auswahl der verwendeten Techniken kdnnen diese direkt mit MS gekoppelt werden,
aber auch als ,,offline“-Prafraktionierung eingesetzt werden, um die Probenkomplexitat zu
reduzieren und damit den dynamischen Bereich in der massenspektrometrischen Analyse zu

erhohen.

1.3.2.1. STARKE KATIONENAUSTAUSCH-CHROMATOGRAPHIE

Bei der starken Kationenaustauschchromatographie (engl.: strong cation exchange
chromatography, SCX) wird eine salzhaltige, saure mobile Phase mit einem pH Wert unter 3
eingesetzt. Die stationdre Phase besteht aus polymeren Harzen, die mit negativ geladenen
funktionellen Gruppen gekoppelt werden. Die Verwendung von Sulfoethylaspartamidgruppen
hat dabei den Vorteil, dass es auch zu hydrophilen Wechselwirkungen mit den Analyten
kommt und somit hydrophobe Interaktionen minimiert werden. Dies fuhrt zu weniger
Probenverlust und Peakverbreiterung als mit Tréagermaterialien, bei denen die Auftrennung
beispielsweise mit Sulfopropylgruppen bewerkstelligt wird [81]. Generell wird eine SCX-
Auftrennung Ublicherweise dem proteolytischen Verdau nachgeschaltet, durch den der
GroRteil der generierten Peptide bei pH 2,7 einen Ladungszustand von +2 aufweist. Durch
post-translationale Modifikationen wie Phosphorylierung oder Acetylierung kénnen aber auch
einfach geladene Peptide auftreten oder bei Vorhandensein von Uberlesenen Schnittstellen
oder Histidinen Ladungszustiande von +3 oder hoher erreicht werden. Eine Elution kann tber
Erhohung der Salzkonzentration erreicht werden und/oder auch durch Anderung des pH-
Wertes. Dabei konkurrieren die Peptide mit den Kationen der mobilen Phase um die
Bindestellen auf der Matrix und werden bei ansteigender Salzkonzentration verdrangt. Die
Bindung der Peptide ist dabei umso starker je hoher sie geladen sind. Auch durch Anderung
des pH-Wertes kann eine Elution erreicht werden, da sich die Affinitat zur Austauschermatrix
durch Anderung des Ladungszustandes vermindert. Haufig wird eine SCX-Auftrennung in
einem zwei-dimensionalen Ansatz zur Reduktion der Probenkomplexitdt eingesetzt (siehe
ADbb.1.3.2.1.1.), wobei Uber den Verlauf des Gradienten eine Fraktionierung erfolgt (1.
Dimension). Die Fraktionen werden anschlieBend mittels RP-Trennung der
massenspektrometrischen Analyse unterzogen (2. Dimension). Dieses Vorgehen hat sich
bewahrt, da die SCX-Auftrennung durch den Salzgehalt nicht direkt kompatibel mit MS ist

und meist ein zusatzlicher Aufreinigungsschritt notwendig ist.
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1. Dimension 2. Dimension
Prafraktionierung RP-Trennung und Identifizierung
Chromatographische Auftrennung einer komplexen Probe und LC-MS Messungen jeder Fraktion

systematische Fraktionierung

Intensitat

LC-MS1

LC-MS 2

Zeit

Komple® LC-MS 4

Probe wird auf eine Trennséule (z.B. Kationen-/, Anionenaustauscher oder high pH RP) geladen
und die eluierenden Peptide in definierten Zeitintervallen gesammelt. Optional kdnnen die
Fraktionen systematisch vereinigt werden, um die Anzahl der anschlielenden LC-MS
Messungen zu verringern. Generell empfiehlt sich, die Trennsdule der Prafraktionierung sowie
der LC-MS-Messung mdglichst orthogonal auszuwahlen, so dass die Probenkomplexitat von der
ersten zur zweiten Dimension gleichmaRig reduziert wird.

Es bietet sich hierbei an, in der ersten Trennung eine groRer dimensionierte Saule mit mehr
Probenmaterial zu beladen (meist 20-50 pg), so dass diese Menge dann Uber eine geeignete
Anzahl an Fraktionen verteilt und im nachfolgenden nano-LC-MS Setup nur noch wenige pg
Probe pro Fraktion analysiert werden. Generell kdnnen fiir die erste Dimension auch andere
chromatographische Systeme, wie Anionenaustauscher oder high pH RP verwendet werden,
so dass diese Methode besonders geeignet ist, um ein Proteom global zu analysieren und
gleichzeitig die Komplexitat durch Aufteilung in einzelne Fraktionen zu reduzieren. Zudem
liefern die verwendeten Trennungsmechanismen der ersten Dimension wichtige
Zusatzinformationen beziglich Ladung oder Hydrophobizitat der Peptide. Auch bei PTM-
fokussierten Proteomstudien werden solche zwei- oder mehr-dimensional aufgebauten
Préafraktionierungen genutzt [82], um ausgewahlte Peptidspezies (z.B. phosphorylierte
Peptide)  fir die  massenspektrometrischen  Analyse  zu  isolieren.  Diese

Anreicherungstechniken werden im Abschnitt 1.3.4.1. eingehend beleuchtet.

1.3.3. QUANTIFIZIERUNG UND LABELING

In der Proteomik ist die differentielle Analyse zweier Zellzustdnde, z.B. in Hinblick auf

pathophysiologische Zustdnde oder vor und nach spezifischer Stimulation, von essentieller
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Bedeutung. Dabei sind in quantitativen Analysen nicht nur Aussagen Uber die EXistenz
bestimmter Proteine, sondern auch deren Abundanz von Belang. Allerdings zeigen
proteolytisch generierte Peptide, auf Grund der stark variierenden physikochemischen
Eigenschaften wie Grole, Ladung oder Hydrophobizitdt, zum Teil sehr unterschiedliche
Resonanzen in der massenspektrometrischen Analyse, so dass nicht zwangslaufig eine
quantitative Aussage Uber die korrespondierende Proteine gewonnen werden kann [83]. Der
quantitative Vergleich identischer Peptide Uber mehrere Experimente kann wiederum nur
gelingen, wenn sowohl in der Probenvorbereitung als auch in der finalen Analyse
systematische, sowie nicht-systematische Fehler weitestgehend ausgeschlossen werden. Dies
bedingt eine kleinstmdgliche Anzahl an experimentellen Schritten und deren nachgeschaltete
Kontrolle beziglich ihrer Reproduzierbarkeit [83]. Oftmals haben sich wegen der héheren
Robustheit Quantifizierungsstrategien entwickelt, die auf stabiler Isotopenmarkierung (engl.:
stabile isotope labeling, SIL) basieren. Meist werden daflir Peptide mit einem sogenannten
Tag (engl. fir Markierung, Etikett) versehen, der sich fiir jeden zu betrachtenden Zustand in
seiner Zusammensetzung an *C, *®N und / oder *¥0-Atomen unterscheidet. Dies erlaubt eine
Vereinigung (engl.: multiplexing) der Proben, da differentiell markierte Peptide durch die
unterschiedliche Isotopenzusammensetzung in der massenspektrometrischen Analyse
unterscheidbar bleiben. Chemisch gesehen sind sie jedoch identisch, so dass sie sich nur
minimal in ihrer Retentionszeit, Peakbreite oder lonisierungseffizienz unterscheiden. Dies
bringt verschiedene Vorteile mit sich: (i) zum einen konnen die vereinigten Peptidgemische
als eine Probe weiter behandelt werden, was den experimentellen Aufwand fir alle
nachgeschalteten Schritte (z.B. Anzahl der LC-MS Messungen) reduziert. (ii) Auch die
Menge an eingesetztem Startmaterial kann h&ufig verringert werden, da sich das bendtige
Quantum, beispielsweise fur eine Prafraktionierung, anteilig aus allen verwendeten Proben
zusammensetzt. Dies ist besonders fir limitierte Probenmengen wie Primargewebe oder
Patientenproben von Vorteil. (iii) Zudem zeigen die differentiell markierten Peptide in der
vereinigten Probe ein identisches chromatographisches Verhalten. So eluieren sie sowohl bei
chromatographischer Préfraktionierung als auch bei der finalen LC-Auftrennung zum
gleichen Zeitpunkt und die Quantifizierung kann (ber ein einzelnes Massenspektrum erfolgen
(siehe Abb.1.3.3.1. A). Dies macht die Quantifizierung im Vergleich zur separaten Messung
der jeweiligen Proben weniger storanfallig gegenuber Messschwankungen, was zu validen

und leichter reproduzierbaren Ergebnissen fiihrt.
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In den letzten Jahren wurden verschiedene SIL-Tags etabliert, mit denen eine relative und, bei
Verwendung eines internen Standards, auch eine absolute Quantifizierung maoglich ist. Haufig
verwendet wird beispielsweise die Dimethylierung [84], bei der an primédre Amine, also
Peptid-N-Termini und Lysinseitenketten, zwei CH3z-Gruppen addiert werden. Diese Reaktion
lauft bei einem leicht basischen pH durch Zugabe von Formaldehyd (CH20) und einem
leichten Reduktionsmittel wie Natriumcyanoborhydrid (NaBH3CN) ab. Durch Verwendung
derselben Reagenzien, bei denen einige Elemente gegen ihre schwereren Isotope ersetzt
wurden, ergibt sich die mittelschwere oder schwere Variante der Dimethylierung, wie im
unteren Teil der Abb.1.3.3.1. B dargestellt wurde. Die differentiell markierten Peptide zeigen
in der massenspektrometrischen Analyse einen definierten Massenshift von 4 Da, was die
Peptide bereits im MS? Scan unterscheidbar macht und deren - fiir die Quantifizierung
relevante - Relation zueinander zeigt (siehe Abb.1.3.3.1. B, oben). Die Fragmentierung und
damit die Identifikation der Peptidsequenz kann anschlielend flr eine oder mehrere Varianten
separat durchgefiihrt werden. Durch die eventuell repetitive Akquisition der eigentlich
gleichen  Aminosauresequenz ~ kann  dies jedoch zu einer Erhohung der
massenspektrometrischen Komplexitdt und damit einhergehend zu einer reduzierten
Identifikationsrate, beispielsweise im Vergleich zu einem markierungsfreien Ansatz, fihren.
Eine elegantere Losung wurde 2004 von Ross et al. [85] publiziert, die ebenfalls einen Amin-
spezifischen Tag synthetisierten. Dieser war in vier Varianten verfligbar und, im Gegensatz zu
den meisten anderen bis dahin verfligbaren Tags, isobar aufgebaut. Dies bedeutet, dass jeder
der vier Tag-Varianten dieselbe Molekilmasse hat und damit keinen Massenshift hervorruft.
Das hat den enormen Vorteil, dass sich alle markierten Peptidvarianten bis zur
Fragmentierung identisch verhalten und erst dann jeder Tag ein spezifisches ,,Reporter-lon*
abspaltet, das zur Quantifizierung dient (siehe auch Abb.1.3.3.1. C, oben). Das Grunddesign
eines jeden Tags besteht dabei aus 3 Elementen: (i) der Abgangsgruppe, auch als Reporter-lon
bezeichnet, (ii) der Amin-reaktiven Gruppe, die eine Kopplung mit dem Peptid erlaubt und
(iii) dem dazwischen befindlichen Balancer, der die Molekilmasse des Gesamtkonstrukts fir
alle Tags ausgleicht (siehe auch Abb.1.3.3.1. C, unten). Dieses Reagenz wurde spater unter
dem Marken-Namen iTRAQ (engl.: isobaric tag for relative and absolute quantification) in
einem kommerziellen Kit vermarket und wurde seitdem fur tber 3000 Publikation verwendet
(Quelle: National Center for Biotechnological Information, NCBI). In den letzten Jahren
wurde die Entwicklung isobarer Tags stetig weiterentwickelt, so dass heute das Multiplexen
von acht (ITRAQ 8-plex [86]) und sogar bis zu zehn Proben (TMT 10-plex [87]) mdglich ist.
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Abb.1.3.3.1.: Schematische Darstellung verschiedener Stabil-Isotopenmarkierungen. (A) Die zu
charakterisierenden Zellzustdande werden zunachst einzeln aufgearbeitet und erst auf
Peptidebene markiert. AnschlieBend erfolgt die Vereinigung aller Proben (Multiplexing), was
ggf. eine weitere gemeinsame Prozessierung erlaubt, da das gleiche Peptid aus verschiedenen
Proben im LC-MS unterscheidbar bleibt. Bei der relativen Quantifizierung werden Peptide
zwischen zwei oder mehr zu untersuchenden Proben in Relation zueinander verglichen. (B)
Nicht-isobare Tags, wie die Dimethylierung, fuhren dabei zu einem Massenshift, was die Peptide
bereits im MS! unterscheidbar macht. Durch Austausch einiger Elemente gegen deren schwerere
Isotope kdnnen bis zu drei verschiedene Dimethyl-Tags erzeugt werden. C) Isobare Tags haben
den Vorteil, dass die Peptide bis zur Fragmentierung im MS/MS nicht unterscheidbar sind.
Dabei konnen, auch bei niedriger Peptidkonzentration in der Ausgangsprobe, qualitativ
hochwertige MS! und MS? Spektren erzielt werden, da die Intensitaten von der Gesamtanzahl
an unterschiedlich markierten Peptidmolekiilen bestimmt wird und nur die Reporterionen das
individuelle Verhaltnis widerspiegeln. Teile der Abbildung modifiziert nach Boersema et al. [84]
und Sadowski et al. [88].

Neben den bereits beschriebenen Vorteilen, die auch fiir andere SIL-basierte Strategien
gelten, zeichnet sich iTRAQ zudem dadurch aus, dass es die Komplexitat der LC-MS Analyse
nicht erhoht. Da die Intensitat der Vorldufer- sowie Fragmentionen von der aufsummierten

Gesamtanzahl aller differentiell markierten Peptidmolekile abhéngt, kénnen zudem auch
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Peptide, die in den Ausgangsproben niedrig abundant vorkommen, mit qualitativ

hochwertigen Spektren detektiert werden.

Tab.1.3.3.1.: Zusammenfassung der wichtigsten Unterschiede zwischen verschiedenen
Peptidquantifizierungsstrategien.

Markierungsfreie DML iTRAQ/TMT
Analyse (nicht isobar) (isobar)
Separate Multiplexing nach Multiplexing nach
Probenvorbereitung  Probenvorbereitung Labeling und Labeling und
und Analyse und LC-MS- gemeinsame LC-MS- gemeinsame LC-MS-
Messung Analyse Analyse
Zusétzliche Software Hohere . "
: o s Keine erhéhte
Besonderheiten zur Quantifizierung  Probenkomplexitét in Probenkomplexitit
notig der LC-MS-Messung P
Optimale und absolut  Geringere Menge an ~ Geringere Menge an
reproduzierbare LC- Startmaterial Startmaterial
MS-Messung notig notwendig notwendig

Erleichterte
Quantifizierung
durch gemeinsame
Fragmentierung aller
Vorlauferionen

Zeitlich erhodhter
Messaufwand

1.3.4. ANREICHERUNGSMETHODEN IN DER PROTEOMIK

Wie im vorhergehenden Abschnitten beschrieben erfolgt der Nachweis von Proteinen in
Bottom-Up Experimenten meist tGber die Identifikation von ein oder mehr Peptiden stammend
aus der jeweiligen Proteinsequenz. Dies erlaubt zwar einen guten Uberblick tber die generelle
Identitdt der existierenden Proteine in dem betrachteten System, lasst jedoch keine
Rickschlisse Uber PTM-Stochiometrie, PTM-Crosstalk oder eine umfassende Analyse aller
Proteoformen zu. Letzteres beschreibt alle vorkommenden Varianten eines exprimierten
Proteins, die sich durch genetische Variation, transkriptionelle Modulation oder in ihrem
differentiellen PTM-Auftreten unterscheiden kénnen [89]. Da die meisten zellularen Proteine
nur zu einem geringen Anteil durch PTMs modifiziert werden, ist die Wahrscheinlichkeit das
korrespondierende Peptid nach einem proteolytischen Verdau neben dem Grofteil an
unmodifizierten Peptiden zu detektieren sehr gering. Weiterhin ist im Hinblick auf eine
gezielte biologische Fragestellung oft die Untersuchung eines Sub-Proteoms sinnvoller.
Beispielsweise steht das Ubiquitin-Proteasom-Systems, welches hauptsachlich fir den Abbau
fehlerhaft gefalteter Proteine zustandig ist, in direktem Zusammenhang mit der Entstehung

schwerwiegender neurodegenerativer Erkrankungen wie Parkinson [90, 91] oder Amyotrophe
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Lateralsklerose (ALS) [92]. Um die regulatorischen Mechanismen dieses Systems eingehend
zu studieren, ist daher die Identifikation mdglichst aller Zielproteine, die dementsprechend
Ubiquitinylierungen tragen, sinnvoll. Dies ist auf Grund der geringen Stochiometrie in einer
globalen Analyse nahezu unmoglich, so dass erst eine gezielte Anreicherung von
ubiquitinylierten Peptiden aus einer komplexen Probe die Anzahl gefundener Substrate enorm
erhéht und somit aussagekraftige Rickschlisse tber zellulare Zusammenhénge zulésst [93].
In den letzten Jahren konnte so eine Reihe wichtiger Erkenntnisse aus der Charakterisierung
einzelner PTM-Sub-Proteome gewonnen werden [93-96], nach wie vor ist deren
Charakterisierung jedoch maligeblich abhangig von der Verfligbarkeit geeigneter
Anreicherungsmethoden. Bereits seit den 1970er Jahren st eine Vielzahl an
proteinchemischen Methoden bekannt, um modifizierte Aminosduren aus teils komplexen
Proben zu isolieren [97, 98], dartber hinaus wurden auch erste Ansédtze der zwei-
dimensionalen Chromatographie entwickelt, mit denen es mdéglich war, modifizierte und
unmodifizierte Peptidvarianten zu separieren [99, 100]. Dennoch konnten bis heute nur
wenige der Techniken zur Anreicherung von bestimmten PTM-Peptidspezies
weiterentwickelt werden. Daher besteht aktuell eine Diskrepanz zwischen der hohen Zahl an
bekannten PTMs und der Anzahl an etablierten Anreicherungsmethoden, die sich im
Vergleich dazu auf einige wenige beschrankt [101]. Um jedoch umfassende Einblicke in die
Relevanz einzelner PTMs zu erhalten, ist der Ausbau dieses Repertoires zwingend
erforderlich. Aktuell sind nur einige wenige PTMs wie z.B. die Phosphorylierung sehr gut
erforscht, die Bedeutsamkeit anderer Modifikationen kann jedoch auf Grund fehlender
Isolierungsmethoden nur unzureichend bewertet werden. Besonders auch im Hinblick auf
PTM-Crosstalk spielt dies eine Rolle, da viele Anreicherungstechniken nur fiir einzelne PTMs
spezifisch sind und somit globale Zusammenhé&nge nicht erkannt werden kénnen. Im
nachfolgenden Abschnitt soll ein Uberblick (ber die bestehenden Methoden und ihre
Limitierungen gegeben, aber auch diskutiert werden, welche Weiterentwicklungen nétig sind,

um die Erforschung von PTMs voranzutreiben.

1.3.4.1. ANREICHERUNG VON PTM-SUBSPEZIES UND ZWEI-DIMENSIONALE
CHROMATOGRAPHIE

Das Repertoire an etablierten Methoden zur Anreicherung einzelner PTM-Subspezies lasst
sich in den meisten Féllen auf zwei Strategien reduzieren: so kdnnen Peptide durch (i)
Immunaffinitats-basierte  Verfahren angereichert werden oder es kommen (ii)

Chromatographie-gestlitzte Ansatze zur Anwendung, um modifizierte Peptide von
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unmodifizierten abzutrennen. Trotz unterschiedlicher Varianten, zielen sie alle auf nur einige
wenige PTM-Spezies ab und oft werden unterschiedliche Ansatze zur alternativen
Anreicherung derselben PTM-Klasse genutzt. Die Immunaffinitatsaufreinigung kann
theoretisch universell fur alle Arten von PTMs eingesetzt werden, aktuell wird sie besonders
flr die Anreicherung von Lysin-acetylierten [102, 103], Tyrosin-phosphorylierten [104, 105]
und ubiquitinylierten Peptiden [93, 106, 107] verwendet. Im letzteren Fall wird der Umstand
genutzt, dass durch einen proteolytischen Verdau auch die gesamte, an das Zielprotein
angehédngte Ubiquitinkette mitverdaut wird und ein Glycin-Glycin-Rest an dem generierten
Peptid zurtickbleibt (siehe auch Abb.1.3.4.1.1.). Es wird dann ein spezifischer Antikdrper
verwendet, der durch Bindung an magnetische oder Agarose-Beads (engl.: Kugelchen)
immobilisiert wurde [108]. Inkubiert man nun die komplexe, verdaute Probe mit dieser
Suspension, werden Ubiquitin-Peptide an den spezifischen Antikorper gebunden. Durch
sequentielles Waschen der Beads kann der Uberschuss an unmodifizierten Peptiden
anschlieBend abgetrennt werden und man erhdlt nach Elution der ubiquitinylierten Peptide

vom Antikorper ein angereichertes Sub-Proteom.

= K :mi%xo
> ﬁ? 4

e\ g N ﬂ%ﬁ b K)
Proteasomale Inhibition k C'é:/\/
Ubiquitinyliertes &W
Anreicherung

Peptid

Abb.1.3.4.1.1.: Schematischer Aufbau eines typischen Experiments zur Anreicherung von
ubiquitinylierten Peptiden. In den zu untersuchenden Zellen wird der proteasomale Abbau
zunéachst durch Inhibitoren stark reduziert. Nach der Zelllyse kénnen die enthaltenen Proteine
verdaut werden, wobei auch die gebundene Ubiquitinkette der Zielproteine mitverdaut wird
und ein typisches Glycin-Glycin-Motiv zurickbleibt. AnschlieBend wird ein eigens generierter
Antikorper, der an kleinen magnetischen Kiuigelchen, den sog. Beads, immobilisiert wurde,
eingesetzt, der spezifisch diesen Gly-Gly-Rest binden kann. Durch sequentielles Waschen
kénnen nicht-ubiquitinylierte Peptide aus der Immunaffinitdtskomplex-Suspension abgetrennt
werden, so dass nach Elution der modifizierten Peptide vom Antikdrper ein aufgereinigtes Sub-
Proteom erhalten wird.
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Oft wird versucht die Anzahl an ubiquitinylierten Proteinen durch Inhibition des Proteasoms
zu erhohen, so dass die schnell ablaufende Degradation deutlich eingeschrankt wird und mehr
Zielproteine identifiziert werden konnen. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass
prinzipiell gegen jede Art von PTM ein solcher Antikdrper generiert werden kann. Praktisch
gesehen ist dies jedoch zeit- und kostenintensiv, da die Antikorper in vivo generiert werden
mussen, anschlielend aus dem Blut der Versuchstiere isoliert und schlieBlich im Hinblick auf
ihre  monoklonalen Bindungseigenschaften aufwendig validiert werden mussen. Die
kommerziell erhdltlichen Antikorper sind dennoch oftmals nicht ausreichend immunogen, so
dass das Ergebnis durch unspezifisch co-angereicherte Peptide verfélscht werden kann.
Wiederum ist durch die Spezifitat ein generierter Antikorper nur fir eine spezielle PTM-
Klasse anwendbar und damit nicht flexibel einsetzbar. Zudem mdssen vielfach hohe Mengen
an Startmaterial (oft 10-20 mg) eingesetzt werden, was die Anwendung in der Bioanalytik
und speziell fir Klinische Proben kaum mdglich macht. Daher ist sowohl die
Weiteroptimierung  bestehender Methoden, bei immunaffinitatsbasierten Methoden
beispielsweise eine Verringerung des einzusetzenden Probenmaterials, als auch die
Entwicklung neuer Techniken insbesondere zur Anwendung auf bisher nicht zugangliche
PTM-Spezies zwingend erforderlich. Auf Grund der zuvor erwéhnten Limitierungen
schliellen sich Immunaffinitats-basierte Verfahren jedoch weitestgehend selbst aus, so dass
chromatographische Methoden interessante Alternativen bieten konnen. Bei einer
Chromatographie-basierten ~ Anreicherung  werden  grundsatzlich  die  speziellen
physikochemischen Eigenschaften einer PTM-Subspezies ausgenutzt, um sie von anderen
unerwinschten Peptiden zu isolieren. Eine einfach durchzufiihrende und dennoch hoch-
effiziente Methode ist beispielsweise die Anreicherung von Phosphopeptiden mittels
Titandioxid-Affinitatschromatographie. Dabei werden TiO2-Beads verwendet, an deren
Oberflache hauptsachlich Uber elektrostatische Wechselwirkungen, Phosphopeptide gebunden
werden konnen [109]. Unphosphorylierte Peptide interagieren deutlich weniger mit dem
Material und kénnen grofitenteils in sequentiellen Waschschritten abgetrennt werden, so dass
nach der Elution ein angereichertes Phospho-Subproteom erhalten wird. Kuroda et al. liel3en
sich bereits 2003 diese Methode patentieren [110], seitdem wird sie intensiv in diversen
Abwandlungen genutzt [111-115]. Im Gegensatz dazu deutlich aufwendiger ist die
Verwendung von HPLC-gestltzten Anreicherungsmethoden, wobei hier der Vorteil in der
automatisierbaren Auftrennung und Fraktionierung liegt. Die Auswahl geeigneter Gradienten
und die Uberwachung der Elution, z.B. anhand von UV-Detektion, erlaubt dabei eine gezielte

Auswahl der PTM-enthaltenden Fraktionen, so dass diese Methoden sehr prazise fir die
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gewilinschte Anreicherung angepasst werden kdnnen. In den letzten Jahren wurden zudem
auch zwei-dimensionale Strategien etabliert, deren Prinzip in Abb.1.3.4.1.2. zusammengefasst

wurde.

A rositive selektion B Negative Selektion C verschiedene chromato-
graphische Bedingungen
Erste Dimension:
Auftrennung einer
komplexen Probe j\
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Abb.1.3.4.1.2.: Generelles Prinzip zwei-dimensionaler Chromatographiemethoden zur
Anreicherung von PTM-Peptiden. Alle Strategien basieren dabei auf denselben drei
Teilschritten: (1) Zunachst wird ein komplexes Peptidgemisch (ber ein gewahltes
chromatographisches Material aufgetrennt und fraktioniert. (2) Anschlielend erfolgt eine
Derivatisierung, die gezielt die chromatographischen Eigenschaften einer Peptid-Subspezies
verandert. (3) Im finalen Schritt werden die Fraktionen rechromatographiert, dabei éndert sich
durch die vorangegangene Derivatisierung das Elutionsverhalten der modifizierten Peptide und
sie kdnnen von anderen unmodifizierten Peptiden abgetrennt werden. Grundsatzlich werden
positive (A) und negative Selektion (B) unterschieden. Im ersten Fall werden PTM-Peptide
spezifisch derivatisiert, wodurch diese in der zweiten Dimension einen Retentionszeitshift zeigen.
Die negative Selektion funktioniert vice versa, so dass alle nicht-PTM-Peptide modifiziert
werden und diese im nachfolgenden Rechromatographie-Schritt abgetrennt werden kdnnen. Fur
beide Strategien sind dabei exakt identischen Bedingungen in erster und zweiter Dimension
notwendig, so dass der Retentionszeitshift nur durch die Derivatisierung induziert wird. Einen
Sonderfall bilden Strategien, bei denen unterschiedliche chromatographische Bedingungen
genutzt werden (C). Dabei wird das Elutionsprofil einer PTM-Subspezies z.B. durch Anderung
des pH-Wertes verschoben, wie Hennrich et al. zeigten [116]. Abbildung modifiziert nach Venne
et al. [101]
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Alle Ansétze koénnen dabei grundsatzlich in drei Teilschritte gegliedert werden: (i) zunéchst
wird ein komplexes Peptidgemisch mittels chromatographischer Auftrennung nach definierten
Eigenschaften separiert und in Fraktionen gesammelt. (ii) AnschlieRend werden die
Fraktionen einer Derivatisierung unterzogen, die spezifisch fur eine der enthaltenen Peptid-
Subspezies ist und deren chromatographische Eigenschaften verdndert. (iii) Werden die
Fraktionen anschlieend rechromatographiert veréndert sich das Elutionsverhalten der
derivatisierten Peptide, so dass diese von den nicht-derivatisierten abgetrennt werden konnen.
Je nach Strategie werden entweder die PTM-Peptide modifiziert und somit
chromatographisch abgetrennt (positive Selektion) oder vice versa alle nicht-PTM-Peptide
isoliert (negative Selektion). Flr beide Ansétze sind exakt identische chromatographische
Bedingungen in beiden Dimensionen notwendig, um einen spezifischen Shift zu
gewabhrleisten. Einen Sonderfall bekleidet hier ein Ansatz, bei dem der Retentionszeitshift
durch Verwendung zweier unterschiedlicher chromatographischer Dimensionen induziert
wird (siehe auch Abb.1.3.4.1.2. C). In den letzten Jahren wurden verschiedene Ansatze
basierend auf zwei-dimensionaler Chromatographie etabliert, das bekannteste ist das sog.
COFRADIC (engl.: Combined fractional diagonal chromatography). Erstmalig wurde diese
Methode 2002 von Gevaert et al. [117] als Anreicherungsmethode fur Methionin-haltige
Peptide publiziert. Dabei wurde ein verdautes Zelllysat mittels RP-Chromatographie separiert
und die Fraktionen mit Wasserstoffperoxid oxidiert. Bei Reinjektion unter identischen
Bedingungen eluieren Methionin-haltigen Peptide auf Grund der Oxidation zu friheren
Retentionszeiten, so dass diese von den restlichen enthaltenen Peptiden abgetrennt werden
konnten. Dieselbe Gruppe veroffentlichte in den folgenden Jahren mehrere Anwendungen des
COFRADIC-Prinzips zur Anreicherung von N-terminalen [118, 119], Cystein-haltigen [120],
glykosylierten [121], nitrosylierten [122], phosphorylierten [123] und ubiquitinylierten
Peptiden[124]. Dies zeigt die enorme Wandlungsfahigkeit chromatographischer Ansétze, die
auch dadurch ermoglicht wird, dass PTMs in aller Regel zu einer bestimmten
physikochemischen Verdnderung des jeweiligen modifizierten Peptids fihren. In
Kombination mit den zur Verfugung stehenden chromatographischen Trennmaterialien und
einer groen  Vielfalt an chemischen, enzymatischen oder physikalischen
Derivatisierungsstrategien lassen sich theoretisch fur eine groe Anzahl an PTM-Peptiden
solche spezifischen Anreicherungstechniken entwickeln. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das
zum COFRADIC komplementare ChaFRADIC (engl.: charge based fractional
chromatography) entwickelt, welches statt zwei RP-Dimensionen die Auftrennung ber einen

Kationenaustauscher nutzt. Die Abtrennung von unerwinschten Peptidspezies erfolgt dabei

26



EINLEITUNG

statt (iber Anderung der Hydrophobizitat Gber einen induzierten Ladungsshift zwischen den
beiden Dimensionen. Dieser ist spezifisch und vorhersagbar fur ein individuelles Peptid, im
Gegensatz zum COFRADIC, indem individuelle Anpassungen notwendig sind, um
angereicherte Fraktionen zu isolieren. Dartber hinaus ist ChaFRADIC ebenso
abwandlungsféahig und kann zur Anreicherung verschiedener PTM-Spezies eingesetzt werden.
Generell offerieren viele PTMs geladene oder ionisierbare, funktionelle Gruppen, so dass
diese theoretisch im ChaFRADIC Ansatz genutzt werden koénnten, um gezielt Ladungen
durch Derivatisierung zu addieren oder zu entfernen und somit den bendtigen

chromatographischen Shift zu induzieren.

Um zellulare Zusammenhange und Ablaufe von Signalwegen im Detail zu erklaren, ist ein
umfassendes Verstandnis von der Rolle der PTMs in einem solchen Netzwerk unerlasslich.
So kann beispielsweise eine pathophysiologische proteolytische Prozessierung von Proteinen
bei der Kanzerogenese [125] sowie bei der Aktivierung von Proteasen bei der Metastasierung
eine Rolle spielen [126]. Weiterhin enthélt die N-terminale Proteinsequenz haufig auch die
Information, in welches Kompartiment ein Protein transportiert werden soll. Dieser als
protein sorting bezeichneter Mechanismus, gewadhrleistet, dass im Cytosol synthetisierte
Proteine anhand einer Zielerkennungssequenz in das vorherbestimmte Zellkompartiment
transportiert und dort weiter prozessiert werden und eine festgelegte Funktion einnehmen
kdénnen. So werden Proteine beispielsweise schon wéhrend der Proteinbiosynthese in das
Endoplasmatische Retikulum transportiert, dort tber Transportvesikel abgeschnirt und zur
Zellmembran weitergeleitet, um schlussendlich als membranstdndige Proteine zu fungieren.
Auch beim Import von mitochondrialen Matrixproteinen spielt eine N-terminale
Signalsequenz eine Rolle und vermittelt den gezielten Transport. Die Anreicherung N-
terminaler Peptide aus einem betrachteten Organismus konnte daher Aufschluss dariiber
geben, welche Identitat die N-Termini aufweisen und welche Proteine zur Induktion eines
pathologischen Zustandes beitragen. Dazu stehen mehrere, alternative Methoden zur
Verfugung wie COFRADIC [119], ChaFRADIC [127], die PTAG-Strategie [128] oder N-
TAILS [129] wohingegen fir andere Modifikation, wie z.B. fir Disulfid-verbriickte Peptide,
keine Anreicherungsmethoden vorhanden sind. Das ungleiche Verhéltnis von aktuell
bekannten PTMs und den wenigen vorhandenen Anreicherungsstrategien, um diese in
komplexen Proben zu analysieren, macht deutlich, wie dringend ein Ausbau dieser Methoden
ist. Dazu konnte zwei-dimensionale Chromatographie auf Grund der Wandlungsféhigkeit

einen wichtigen Beitrag leisten und hat zusatzlich diverse Vorteile gegenuber bislang haufig
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verwendeter Antikorper-basierter Verfahren. Beispielsweise erfolgt bei der Immunaffinitats-
basierten Anreicherung die Bindung des Epitops an den Antikdrper ber nicht-kovalente
Bindungen, wie elektrostatische Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbildung, Van-der-
Waals-Krafte und hydrophobe Wechselwirkungen [130, 131] und der gebildete
Immunkomplex unterliegt — wie auch alle andere Ligandenbindungsreaktionen - dem
Massenwirkungsgesetz. Daher ist die Bindung des Antikdrpers an sein Substrat stark von der
jeweiligen Bindungskonstante abh&ngig: je niedriger diese ist desto starker ist die Bindung.
Diese wird jedoch durch viele Faktoren beeinflusst, so spielen Konzentration von Antikorper
und Substrat eine Rolle, aber auch Temperatur sowie die Assoziations- und
Dissoziationsgeschwindigkeit des Komplexes. All dies bestimmt wie schnell die Sattigung
einer solchen Reaktion erreicht wird und in welcher Konzentration ein Substrat dafir
vorliegen muss [61, 132]. Das fuhrt zu diversen Limitierungen bei Immunaffinitats-basierten
Verfahren: beispielsweise werden besonders niedrig abundante Peptide hédufig nicht in
ausreichender Menge gebunden, so dass diese moglicherweise interessanten Analyten bereits
vor der eigentlichen Detektion abgetrennt werden. Zudem ergeben sich durch das
experimentelle Design weitere Einschrankungen: Durch die Inkubation mit einer komplexen
Probe kommen die Antikorper mit einer Vielzahl an unterschiedlichen Molekulen in Kontakt,
diese beeinflussen unter Umstanden die eigentlich gewiinschte Komplexbildung, indem sie
Bindestellen blockieren (Inhibitoren) oder eine &hnliche Affinitat besitzen und um dieselbe
Bindestelle konkurrieren (replacement effect). Auf Grund dieser Effekte ist eine quantitativ
valide Anreicherung kaum zu bewerkstelligen, so dass die, von diesen Nachteilen nicht
betroffenen, Chromatographie-basierten Methoden hier eine erfolgsversprechende Alternative
darstellen. Gerade in Bezug auf quantitative Aussagen, die von immenser Bedeutung fur die
meisten proteomischen Studien sind, kdnnen hier interessante Strategien entwickelt werden,

die sich auch zu Hochdurchsatzmethoden erweitern lassen.
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2 ZIELSETZUNG

Im Vordergrund dieser Arbeit stand die Etablierung eines Hochdruckflussigchromatographie-
basierten SCX-Systems (engl.: strong cation exchange), um dieses fir die Auftrennung von
Peptiden aus einer komplexen, realen Probe zu nutzen. Dabei sollten die Peptide effizient und
reproduzierbar nach aufsteigenden Ladungszustdnden eluiert und zeitgleich in definierten
Fraktionen automatisiert gesammelt werden. Nachfolgend sollte diese optimierte Auftrennung
zur Etablierung eines zwei-dimensionalen, diagonalen Ansatzes genutzt werden, der es
erlaubte aus komplexen Peptidgemischen bestimmte post-translational modifizierte
Peptidspezies zu isolieren. Das Prinzip eines solchen ChaFRADIC (engl.: charge-based
fractional diagonal chromatography) basiert dabei auf Induktion eines Ladungsshifts in der
zweiten Dimension, der zur Verdnderung des chromatographischen Elutionsprofils der
anzureichernden Peptidklasse fuhrt, so dass diese effizient von anderen Peptiden separiert
werden kann. Eine solche Methodik sollte unter anderem neue Einblicke in die zelluldren
Ablaufe der Proteinsortierung (engl.: protein sorting) bringen. Darunter werden Mechanismen
zusammengefasst, die dazu fuhren, dass im Cytosol synthetisierte Proteine in andere
Zellkompartimente transportiert werden, wo sie eine festgelegte Funktion erfiillen kénnen. So
werden bestimmte Proteine wahrend oder nach der Proteinbiosynthese beispielsweise in den
Nukleus, das Endoplasmatische Retikulum oder in die mitochondriale Matrix importiert.
Zunéchst sollte eine Anwendung zur Anreicherung N-terminaler Peptide aus einer komplexen
Hefeprobe etabliert werden, die zudem die Mdglichkeit einer relativen Quantifizierung
zwischen verschiedenen Proben bietet, so dass proteolytische Prozesse an mitochondrialen
Matrixproteinen und deren Mechanismen genauer charakterisiert werden kdnnen.
Nachfolgend sollte auch die Anwendung des etablierten Prinzips zur Anreicherung weiterer
PTM-Peptidklassen untersucht werden, wobei Disulfid-verbriickte Peptide und ubiquitinierte
Peptide mogliche Anwendungsgebiete offerieren konnten. Dabei sollte die Effizienz und
Vergleichbarkeit mit anderen mdéglicherweise existenten Methoden stets im Vordergrund
stehen, um konkurrenzfahige Methoden zu gewahrleisten. Schlussendlich sollten die im
Rahmen dieser Arbeit etablierten Techniken im Hinblick auf die Anwendung zur
Anreicherung unterschiedlicher PTM-Subproteome diskutiert werden, wobei Moéglichkeiten
aber auch Limitierungen sowie noch zu tberwindende Anforderungen dargestellt werden

sollten.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1. MATERIAL

Tab. 3.1.1.: Ubersicht Uiber verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien / Verbrauchsmaterial
1,4-Dithiothreitol, >97% Reinheit
2-(4-(2-Hydroxyethyl) -1-piperazinyl) -
ethansulfonsédure (HEPES), >99,5% Reinheit
2-Propanol, UPLC-Grade, >99,9999% Reinheit

Acetonitril UPLC-Grade, >99,9999% Reinheit
Ameisensaure, UPLC-Grade, >99,9999% Reinheit
Ammoniumbicarbonat, >99,5% Reinheit

BCA™ Protein Assay Kit Pierce

Bovine Serum Albumin (Rind), >98% Reinheit
Calciumchlorid, >98% Reinheit

Complete Mini, Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-
free

Di-Natrium-Hydrogenphosphat, >98% Reinheit
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) Dinatriumsalz,
>99% Reinheit
Ethanol UPLC-Grade, >99,9999% Reinheit

Fetal Calf/Bovine Serum (FCS/FBS), hitzeinaktiviert,
Ursprung: Sudamerika (EU zugelassen)
Formaldehyd, 37% (w/v) in H20, 10-15% Methanol,
>99% Reinheit

Formaldehyd-d> Losung, 20% (w/v) in D20, 98
atom% D, >99% Reinheit

GluC, sequencing grade

Glycin, >99,5% Reinheit

Guanidinhydrochlorid, >98% Reinheit

Harnstoff, >98% Reinheit

Hydroxylamin, 50% (w/v) in H20, >99,99% Reinheit
lodacetamid, >99% Reinheit

ITRAQ Reagent, 8-plex Multiplex Kit
Kaliumchlorid Suprapur®, >99,999% Reinheit
Kaliumdihydrogenphosphat Suprapur®, >99,999%
Reinheit

MG-132 Ldsung, >90% Reinheit, 10 mM in DMSO
Nanosep 30K Omega Zentrifugen Filter

Hersteller
Roche, Mannheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Biosolve BV, Volkenwaard, NL
Biosolve BV, Volkenwaard, NL
Biosolve BV, Volkenwaard, NL
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Thermo Scientific, Bremen, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
MERCK KGaA, Darmstadt, D

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, D
MERCK KGaA, Darmstadt, D

Thermo Scientific, Bremen, D
MERCK KGaA, Darmstadt, D

MERCK KGaA, Darmstadt, D
Thermo Scientific, Bremen, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Promega GmbH, Mannheim, D
Applichem, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
AB Sciex, Darmstadt, D
MERCK KGaA, Darmstadt, D
MERCK KGaA, Darmstadt, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
PALL Life Sciences, Dreieich, D
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Natriumcyanoborhydrid, >95% Reinheit
Natriumcyanobordeuterid, 96% atom% D, >98%
Reinheit

Natriumchlorid Suprapur®, >99,999% Reinheit
N-Ethylmaleimid (NEM), >98% Reinheit
Ortho-Phosphorsdure, >99% Reinheit

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL), 100x
Konzentrat
Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS), pH 7,4

PTMScan® Ubiquitin Remnant Motif (K-e-GG) Kit

Salzsdure (reagent grade), 37%, Verunreinigung durch
Kationen/Anionen <0,02 ppm

S-Methyl methanethiosulfonate (MMTS), >98%
Reinheit

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS), Pellets, >99% Reinheit

Subtilisin, sequencing grade

Thioharnstoff, >99% Reinheit
Tris-(2-carboxyethyl)-phosphin (TCEP), >98%
Reinheit

trideutero-N-Hydroxylsuccinimidester (D3-NHS)

Triethylammoniumbicarbonat (TEAB), 1 M, pH 8,5 +
0,1 >99% Reinheit
Trifluoressigsaure, UPLC-Grade, >99,9999% Reinheit

Tris, ultrapure, >99,999% Reinheit
Trypsin, sequencing grade modified, Porcine
Trypsin, T1426, Porcine

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

MERCK KGaA, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

MERCK KGaA, Darmstadt, D
Thermo Scientific, Bremen, D

Thermo Scientific, Bremen, D

Cell Signaling Technology, Leiden,
NL
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Thermo Scientific, Bremen, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

MERCK KGaA, Darmstadt, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

im Institut synthetisiert,
Synthesevorschrift nachfolgend in
Kap. 3.1.1.

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Biosolve BV, Volkenwaard, NL
Applichem, Darmstadt, D
Promega GmbH, Mannheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D

Tab. 3.1.2.: Ubersicht tiber verwendete Chromatographiematerialien

Produkt

Acclaim, PepMap Séaule (100 um ID, 2 cm Lénge,
100 A PorengroBe, 5 um Partikeldurchmesser)
Acclaim, PepMap Saule (75 ym ID, 15 cm / 25 cm /
50 cm Lénge, 100 A PorengroBe, 2 um
Partikeldurchmesser)

Oligo R3 Reversed-Phase Resin, Bulk Material

Polysulfoethyl A Saule (200 A PorengroBe, 5 um
Partikeldurchmesser)
SPEC C18 AR, Kartuschen, 4 mg, 15 mg und 30 mg

Supel-Tips C18 Pipetten Tips, 10 uL Volumen

Hersteller
Thermo Scientific, Bremen, D

Thermo Scientific, Bremen, D

Thermo Scientific, Bremen, D
PolyLC Columbia, USA

Agilent, Waldbronn, D

Sigma-Aldrich, Steinheim, D

31



MATERIAL UND METHODEN

Tab. 3.1.3.: Ubersicht Uber verwendete Geréte

Gerat Hersteller

Eppendorf Kihl-Zentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg, D
Eppendorf Zentrifuge 5424 Eppendorf, Hamburg, D

LTQ Orbitrap XL Thermo Scientific, Bremen, D
LTQ Orbitrap Velos Thermo Scientific, Bremen, D
LoBind Reaktionsgefale Eppendorf, Hamburg, D
0.5mL, 1.5mL, 2.0 mL

Q-Exactive (Plus) Thermo Scientific, Bremen, D
Magnetrihrer Variomag Mono Thermo Scientific, Bremen, D
pH-Meter SCHOTT, Mainz, D

Pipetten 0.1-2.5 pL, 0.5-10 pL, 10-100 pL, 20-200 Eppendorf, Hamburg, D
pl, 50-1000 pL
Pipetten, elektronisch, 0.5-10 pL, 10-100 pnL, 20-300 Eppendorf, Hamburg, D
pL, 50-1000 pL

Plate-Reader Multiscan FC Thermo Scientific, Bremen, D
Reaktionsgefale 0.5 mL, 1.5 mL, 2.0 mL Eppendorf, Hamburg, D
Reinstwasserspender, Purelab Ultra ELGA ELGA Labwaters, Celle, D
SpeedVac Thermo Scientific, Bremen, D
Thermo-Mixer comfort Eppendorf, Hamburg, D
Ultimate 3000 HPLC Thermo Scientific, Bremen, D
Ultimate 3000 Rapid Separation Liquid Thermo Scientific, Bremen, D
Chromatography (RSLC) systems
Varian/Agilent Vakuumstation Agilent Technologies, Bdblingen, D
Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York,
USA
Zentrifuge 5424, 5417R und 5415R Eppendorf, Hamburg, D

Tab. 3.1.4.: Ubersicht Uiber verwendete Software

Software Firma / Author /Version

Adobe Illustrator CS6 Version 16, Stand April 2012

Chromeleon 6.80 Dionex Corporation, Idstein, D

DIiANNA 1.1 Disulfidvorhersage- Boston College [133, 134], Massachusetts, USA
Software http://clavius.bc.edu/~clotelab/DiANNA/

DiPro 2.0 Disulfidvorhersage-Software University of California Irvine [135], USA
http://download.igb.uci.edu/bridge.html

IceLogo Sequenzanalyse Software Ghent university [136, 137], Belgien
http://iomics.ugent.be/icelogoserver/index.html
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Inferno Heatmap Visualizer

Mascot Version 2.4.1

Microsoft Office 2010

Proteome Discoverer 1.3

Proteome Discoverer 1.4

Venn Diagramm Erstellungssoftware

Xcalibur Version 2.1.01140
Proteindatenbank Uniprot A. thaliana
Proteindatenbank Uniprot A. thaliana
Proteindatenbank TAIR A. thaliana
Proteindatenbank Uniprot Human
Proteindatenbank Uniprot Human

Proteindatenbank Uniprot S.
cerevisiae
Proteindatenbank, selbst generiert,

Pacific Northwest National Laboratory, Richland,
USA [138]
https://omics.pnl.gov/software/infernordn

Matrix Science Ltd., London, GB
http://www.matrixscience.com [69]

Microsoft, Redmond, USA

Thermo Scientific, Bremen, D

Thermo Scientific, Bremen, D

Venny 2.0 und Venny 2.1 [139], Centro Nacional
de Biotecnologia, Madrid, ES
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html

Thermo Scientific, Bremen, D

Stand Juli 2012, 11,340 Eintrage

Stand Dezember 2014, 13,414 Eintrage
Stand Februar 2015, 35,386 Eintrage
Stand Juli 2012, 20,232 Eintrage

Stand September 2014, 20,194 Eintrage
Stand September 2011, 6,717 Eintrége

Stand August 2012, 6,852 Eintrége

Hefeproteom mit zuséatzlicher BSA-
Sequenz

3.1.1. SYNTHESE DES D3-NHS-ESTERS

Die Synthese des trideutero-N-Hydroxylsuccinimidesters (D3-NHS) erfolgte wie bereits in
beschrieben [140]. Dabei

in 2,6 g sechsfach-deuteriertem Essigsaureanhydrid (de-

Staes et al werden in einem Rundkolben 1,0 g N-
Hydroxysuccinimid (NHS)
Essigsaurenhydrid) aufgelést und unter standigem Rihren Gber Nacht bei RT inkubiert (vgl.
Abb. 3.1.1.1.). AnschlieRend wird das Gemisch unter Vakuum und bei gleichzeitiger
Erwarmung im Wasserbad auf 40°C bis zur Trocknung verdampft. Das erhaltene Produkt
wird in einem minimalen VVolumen Dichlormethan aufgenommen und auf eine Silicagel-Séule
(3x 16,5 cm, 60 A, 40 um Partikeldurchmesser) mit 40 g Bedmaterial aufgeladen und mittels
isokratischer Elution chromatographiert. Nicht umgesetztes NHS eluiert dabei im Durchfluss
und kann so vom spéter eluierenden reaktiven NHS-Ester abgetrennt werden. Die Fraktion,
die das bendtigte Endprodukt enthalt, wird abschlieBend, wie zuvor beschrieben, bis zur

Trocknung eingeengt und bei -40°C bis zur Verwendung gelagert. Zur Verwendung als
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schweres Acetylierungsreagenz wird die jeweils bendtigte Menge eingewogen und in DMSO

mit einer finalen Konzentration von 500 pmol/L aufgeldst.

Deuterierte

Essigsaure
D,C o_
H Peptid mit
primdrem
o Amin (-NH,)
N-Hydroxysuccinimid d6-Essigsdureanhydrid H_ _~PEPTID
TN Schwer

;{ acetyliertes
;& D.C o D, | Peptid
e
| (o] o
.0

4& + oe N
e \H/ "N PEPTID
g \ 0
cD,

b0 N-Hydroxysuccinimid

Abb.3.1.1.1.: Reaktionschemata der Ds;-NHS-Estersynthese und Verwendung als schweres
Acetylierungsreagenzes.

3.2. METHODEN

Zur Etablierung des zwei-dimensionalen ChaFRADIC Ansatzes wurde zunichst eine
reproduzierbare Auftrennung der Peptide nach ihrem jeweiligen Ladungszustand bendtigt.
Um diese Optimierung durchzufuhren und in regelmaBigen Abstanden zu valideren, wurde
eine groRere Menge eines komplexen Peptidgemisches benétigt. Hierzu erschienen humane
Thrombozyten als geeignet, da sie mit rund 4,000 Proteinen ein durchaus komplexes Proteom
besitzen [141], welches im Vergleich zu anderen humanen Zelltypen mit etwa 10,000
Proteinen jedoch deutlich berschaubarer ist [17]. Die verwendeten Thrombozyten wurden
bereits durch differentielle Zentrifugation aus Apharesekonzentraten isoliert und in
pelletiertem Zustand im Bestand der ,,Systemanalyse*“-Gruppe des ISAS Dortmund bei -80°C
gelagert.

3.2.1.1. ZELLLYSE

Die Thrombozytenpellets wurden mit einem Lysepuffer aufgeschlossen, dieser enthielt 1%
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) in 50 mM Tris-HCI-Puffer (pH=7,8). Um eine vollstandige
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Lyse zu erzielen, wurde das Volumen schrittweise auf 200 pL erhoht und die Proben
zusatzlich in 10-sekiindigen Intervallen kurzwellig ultraschallbehandelt, abwechselnd mit 30-
sekiindigen Kuhleinheiten auf Eis. Dies wurde in insgesamt 4 Intervallen bis zur Transparenz
des Lysats durchgefiihrt und schlussendlich unlésliche Bestandteile wie Zellfragmente durch
eine Zentrifugation bei 8,000 rcf (engl.: relative centrifugal force) fur 5 Min. abgetrennt. Die

Uberstande wurden in einem neuen Eppendorf GefaR vereinigt.

3.2.1.2. PROTEINKONZENTRATIONSBESTIMMUNG

Die Proteinkonzentration des hergestellten Thrombozytenlysats wurde mit Hilfe eines Pierce
BCA-Protein-Assay-Kits (Thermo Scientific) bestimmt und laut den Herstellerangaben fir
die Mikroplatten-Anwendung durchgefiihrt. Dabei reduzieren die in der Proteinsequenz
enthaltenen Aminosduren Cystein, Cystin, Tyrosin und Tryptophan sowie die Peptidbindung
selbst Cu?*-lonen (Biuret-Reaktion). Diese kénnen dann an die Bicinchoninsdure binden
konnen, was zur Ausbildung eines violetten Farbkomplexes fiihrt. Uber den kolorimetrischen
Nachweis bei 562 nm und dem Absorptionsvergleich mit einer Standard-Verdiinnungsreihe
bekannter Proteinkonzentrationen kann schlieBlich die quantitative Bestimmung erfolgen. Der
Vorteil gegenlber anderen Messmethoden liegt in der kurzen Durchfiihrungszeit, hoher
Empfindlichkeit und Resistenz gegeniliber den meisten Detergenzien [142]. Da es sich jedoch
um eine indirekte Bestimmungsmethode handelt, kann das Ergebnis im Einzelfall vom
tatsdchlich im Lysat vorhandenen Proteingehalt abweichen. Auf Grund der leichten
Durchfuhrung und der hohen Reproduzierbarkeit wird im Idealfall ein Standardfehler von
etwa 15% jedoch in den meisten Laboren in Kauf genommen [143, 144], da alternative
direkte Messmethoden wie beispielsweise die Aminosaureanalyse weitaus schwieriger zu
etablieren sind [145]. Zur Erstellung einer Kalibriergeraden wurden dazu Verdiinnungen von
250, 125, 50, 25, 5 und 0 pg/mL aus einer BSA-L6sung hergestellt. Zusétzlich wurden drei
Verdinnungen der Probe in Wasser (1:50, 1:100 und 1:200) vorbereitet. Die Wahl der
Verdunnungen héngt dabei vom linearen Bereich der verwendeten Standardreihe ab, so dass
die zu messende Proteinkonzentration hier idealerweise zwischen 5 und 250 pg/mL liegen
sollte. Um die statistische Validitat der Ergebnisse zu erhdhen, wurden sowohl die Standard-/
als auch die Probenverdiinnungen jeweils im Triplikat gemessen. Dazu wurden 25 uL der
jeweiligen Proteinprobe in ein Mikrotiterplatten-Well vorgelegt und mit 200 uL des aus
Losung A und B (Verhéltnis 1:50) frisch angesetzten BCA-Reagenzes aufgefillt.
AnschlieBend wurde die belegte Mikrotiterplatte mit einem Klebefilm gegen eventuelle
Verdunstung geschitzt und fir 30 Min. bei 60°C inkubiert. Der kolorimetrische Farbnachweis
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erfolgte durch Auslesung aller Verdinnungen bei 562 nm in einem MultiScan Plattenlesegerét
und die finalen Proteinkonzentrationen konnten ber semi-automatische Auswertung mittels
zugehoriger Software ermittelt werden. Ein der bendtigten Proteinmenge entsprechendes
Aliquot kann anschlieRend von dem Lysatvolumen abgenommen und flr den proteolytischen

Verdau vorbereitet werden.

3.2.1.3. VORBEREITUNG DER PROTEINE FUR DEN PROTEOLYTISCHEN
VERDAU

Um einen  effizienten  proteolytischen  Verdau zu  gewahrleisten,  wurden
Cysteinmodifikationen, wie z.B. Disulfidbriicken, durch Reduktion abgespalten und die
freigewordenen Thiole irreversibel alkyliert. Diese Carbamidomethylierung ermdglicht eine
bessere Auffaltung der Proteine und erleichtert durch die verringerte sterische Hinderung den
Zugriff der Protease auf die jeweiligen Aminoséauren. Daflr wurde die Probe zundchst mit
1,4-Dithiothreitol (DTT) fur 30 Min. bei 56°C in einer finalen Konzentration von 10 mM
inkubiert, was vorhandene Disulfidbriicken reduziert. Die freigewordenen Thiole wurden
anschlieBend irreversibel alkyliert, was eine Neubildung oder Reorganisation von
Disulfidbriicken verhindert. Dies erfolgte durch Inkubation mit lodacetamid (IAA) in einer
finalen Konzentration von 20 mM fir 30 Min. bei Raumtemperatur (RT) in Dunkelheit, da

das Reagenz licht-sensitiv und nur fur begrenzte Zeit stabil ist.

Ethanolfallung

Da SDS ein sehr starkes Detergenz ist und auch in niedrigen Konzentrationen die Aktivitat
von Proteasen herabsetzen kann, sollte es vor dem Verdau entfernt werden. Dies erfolgte tiber
eine Ethanolfdllung [146], die den Umstand nutzt, dass organische LoOsungsmittel die
dielektrische Konstante erniedrigt und somit die Anziehungskraft zwischen den
Proteinmolekiilen erhoht. Zusétzlich werden die Proteine stark dehydriert, so dass sie zur
Aggregation neigen und schlieRlich ausfallen. Dieser Vorgang sollte bei niedrigen
Temperaturen (unter 0°C) durchgefuhrt werden, um die Loslichkeit herab zu setzen und eine
dauerhafte Denaturierung des Proteins zu verhindern, so dass eine erfolgreiche
Resolubilisierung nach der Fé&llung gewahrleistet wird. Dementsprechend wurde das
carbamidomethylierte Thrombozytenlysat mit dem 9-fachen Volumen an -40°C-kaltem,
hochreinem Ethanol aufgefullt und fir 1 h bei -40°C inkubiert. Anschliefend wurden die
ausgefallten Proteine in einer Kuihlzentrifuge bei 4°C fir 30 Min. bei 16,000 rcf
abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig entfernt. Das resultierende Proteinpellet wurde
anschlieRend zweimal mit 500 pL -40°C-kaltem Aceton gewaschen und schliellich durch
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Zugabe von 400 pL eines hochkonzentrierten, chaotropen Puffers, der aus 2 M
Guanidinhydrochlorid (GuHCI) in 50 mM NaHPO4 mit pH 7,8 bestand, resolubilisiert, um
die Proteine moglichst vollstandig wieder in Losung zu bringen.

3.2.1.4. PROTEOLYTISCHER VERDAU

Aus der vorbehandelten Thrombozytenprobe wurde ein Aliquot von 270 pL korrespondierend
zu 3 mg Protein entnommen und die Chaotropenkonzentration durch Zugabe eines 50 mM
NaHPOs-Puffer mit pH 7,8 im Verhaltnis von 1:10 auf 0.2 M verdunnt, um eine optimale
Proteaseaktivitat zu gewahrleisten. Weiterhin wurden 3% Acetonitril (ACN) zur Erhéhung
der Proteinldslichkeit, 1 mM CaCl, zur Unterstiitzung der Protease-Stabilitat [147, 148] und
Trypsin in einem Verdau-Verhaltnis von 1:20 (w/w) hinzugefiigt. Nach Inkubation tber
Nacht bei 37°C in einem Thermomixer, wurde die Verdaueffizienz wie in Burkhart et al.
[149] beschrieben (berprift. Die Probe wurde dabei (ber ein pordses monolithisches
Saulenmaterial aufgetrennt, welches moglicherweise unverdaute Proteine auf Grund ihrer
GroRe und erhdhter Hydrophobizitat langer retardiert wirde und diese somit am Ende einer
Auftrennung detektiert werden konnten. Je nach experimentellem Design konnen
unterschiedliche Proteasen verwendet werden, in der Proteinanalytik hat sich jedoch die
Verwendung von Trypsin etabliert. Dieses schneidet Proteinsequenzen bei pH 7,5-8,5
spezifisch an der carboxyterminalen Seite der Aminoséuren Lysin und Arginin, wobei ein
nachfolgendes Prolin die Spaltung génzlich verhindert und weitere nachfolgende Lysin-/ und
Argininreste die Reaktion stark verlangsamen [150]. Zudem wird insbesondere bei hherem
pH die Spaltung von Arginin bevorzugt. Bei einem tryptischen Verdau humaner
Proteinsequenzen werden so Peptide mit einer durchschnittlichen Lange von etwa 14
Aminosduren generiert. In einer massenspektrometrischen Analyse ist dies besonders gunstig,
da der GroRteil der Peptide theoretisch in einem Fenster von 350 - 1400 m/z detektiert werden
kann. Zudem zeichnet sich das typische, tryptische Peptid durch eine zweifach positive
Ladung aus — wobei der N-terminus und das am C-terminus befindliche Arginin oder Lysin
protoniert vorliegt. Dies begunstigt eine optimale lonisierung sowie Fragmentierung, da die
entstehenden Fragmentionen mindestens eine verbleibende Ladung tragen mdissen, um

detektierbar zu sein.

3.2.1.5. ENTSALZUNG MITTELS C18-FESTPHASEN-EXTRAKTION

Da Verdauansatze generell Puffersalze zur Stabilisierung des pH-Wertes sowie meist auch
chaotrope Substanzen enthalten, sollte vor einer chromatographischen Auftrennung stets
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gepruft werden, in wie weit diese Substanzen mit dem verwendeten Trennmaterial kompatibel
sind. So kdnnen beispielsweise Umkehrphase-Trennsaulen, die zur Auftrennung von Peptiden
direkt vor der massenspektrometrischen Untersuchung genutzt werden, durch hohe
Konzentrationen an Salz oder chaotropen Reagenzien geschédigt werden. Auch in der hier
angestrebten Auftrennung mittels lonenaustausch-Chromatographie kénnen bereits niedrige
Salzkonzentrationen das Elutionsverhalten der Peptide verédndern und so das Ergebnis
verfalschen. Daher ist eine vorherige Aufreinigung der Peptide zwingend notwendig.
Praktisch erfolgt dies Uber Festphasenextraktion (engl.: solid phase extraction, SPE) mittels
geeigneter C18-Kartuschen oder entsprechender Tips, wobei sich die jeweilige Wahl nach den
vorhandenen Probenmengen sowie dem nachfolgenden Bearbeitungsschritt richtet. Direkt
nach dem proteolytischen Verdau sind die Probenmengen meist groRer, so dass SPE-
Kartuschen verwendet werden, die mit einer grofieren Menge C18-Material beladen sind. Fir
niedrigkonzentrierte Proben, wie beispielsweise nach einer Fraktionierung, empfiehlt sich die
Verwendung von Entsalzungs-Tips mit geringerer Kapazitat. Diese wurden selbst hergestellt,
durch Einbringen einer Fritte aus C18-Material in einen handelstiblichen 200 pL-Pipetten-Tip
sowie anschlieBende Einfullung eines pordsen Oligo-R3-Materials (Applied Biosystems). Das
R3-Material verhalt sich analog zu C18-Phasen, jedoch konnen, durch Verwendung
angepasster Mengen, auch geringe Probenmengen entsalzt werden [151]. Das Protokoll
verschiedener Festphasenextraktionen ist dabei sehr &hnlich und wird in der nachfolgenden
Tabelle 3.2.1.5.1. zusammengefasst. Die unterschiedlichen Entsalzungsmethoden waren ein
wiederkehrender Bestandteil dieser Arbeit und fanden zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nach
proteolytischem Verdau, nach erster oder zweiter Dimension SCX, zur finalen Aufreinigung
vor LC-MS etc.) ihre Anwendung, daher wurden in Tab.3.2.1.5.1., stellvertretend auch fir
nachfolgende Kapitel, alle in der Arbeit verwendeten Protokolle detailliert zusammengefasst.
Die Entsalzungskartuschen sind generell so konzipiert, dass sie mit einer daftir konstruierten
Vakuumstation verwendet werden konnen. Durch Anlegen eines Vakuums kdnnen sowohl
Losungen als auch die Probe selbst durch das Material gesogen werden. Die selbst-
hergestellten Tips sind fur die Verwendung in einer Zentrifuge ausgelegt, wobei die
jeweiligen Losungen bei 900 rcf abzentrifugiert wurden. Alle Proben wurden vor dem
Aufladen mit 10%-iger TFA angesduert, um die Interaktion mit dem C18-Material zu
unterstlitzen und die Peptide optimal zu binden. Ist eine anschliefende SCX-Auftrennung
geplant, empfiehlt sich die Verwendung von Ameisensaure (FA) in Wasch-/ und
Elutionsschritten anstelle von TFA, da sich das lonenpaarreagenz unginstig auf die

Interaktion der Peptide mit einem Kationenaustauscher auswirken konnte. Durch Elution mit
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einem hohen Anteil an organischem Ldsungsmittel (wie z.B. ACN) kdnnen die gebundenen
Peptide eluiert und die Losungsmittel anschlieBend unter Vakuum verdampft werden.
Abhéangig von nachfolgender Verwendung wurden die Peptide entweder in SCX-Puffer A (fur
eine nachgeschaltete SCX-Auftrennung, 10 mM KH2PO4, 20% ACN, pH=2,7) oder in 0.1%
TFA in Wasser (fur eine LC-MS-Messung) aufgenommen.

Tab. 3.2.1.5.1.: Auswahl der verschiedenen SPE-Materialien nach ihrer Anwendung und die
jeweiligen Entsalzungsprotokolle.

Entsalzung Entsalzung Entsalzung .
) ) - Finale Entsalzung vor
groBerer groBerer kleinerer :
Peptidmengen Entsalzung nach LC-MS (nurin
Peptidmengen Peptidmengen P g 2ung initialen ChaFRADIC
nach Fraktionierung .
(<3 mg) nach (< 1,5 mg) nach . Experimenten,
. ; proteolytische .
proteolytischem proteolytischem Abschnitt 3.2.2.5)
m Verdau
Ve rdau Verdau
v e SPEC C18AR  SPEC C18AR  SPEC C18AR
enwendetes Kartuschen Kartuschen Kartuschen  Oligo R3 Material Supel Tips 10pL
SPE-Material . . .
(Varian) (Varian) (Varian)
Material-
menge 30 mg 15mg 4mg 250 g 150 yg
Max. 5-10% Max. 5-10% Max. 5-10% Max. 5-10% Max. 5-10%
Kapazitat Ca. 1,5-3mg Ca.0,75—-1,5mg Ca. 50— 400 pg . .
< <
Peptid Peptid Peptid 25 g Peptid 20 kg Peptid
Aktivierung 2mL ACN 2mL ACN 500 uL ACN 50 yL ACN 2x10 b ACN
500 pL
. 2mL 0,1% TFA 2mL 0,1% TFA . 50 2x10
Aquilibrie rung . ° . ° 0,1% TFA in “L “L
in H,O in H,O H.0 0,1% TFA in H,0O 0.1% TFA in H,O
2
Laden der Probe (pH=25 Probe (pH=2,5 Probe (pH=2,5  Probe (pH=2,5 Probe (pH=2,5
Probe eingestellt) eingestellt) eingestellt) eingestellt) eingestellt)
Auflade- 3 3 3 3 10
zyklen
. 500 pL 100 pL
0, 0, 0,
Waschschritt 2mL 01% FA  2mL 0,1% FA 01% FA 01% TFA 2x10 L 0,1% TFA
2x500 pL 2x500 pL 2x100 pL 50 pL 2x10 pL
ElLti Elutionslésung Elutionslésung  Elutionslésung Elutionslésung Elutionslésung
ution
(60% ACN, (60% ACN, (60% ACN, (60% ACN, (60% ACN,
0,1% FA (viv))  0,1% FA (v/v)) 0,1% FA (V/v)) 0,1% TFA (V/v))* 0.1% TFA (viv))

L Far eine nachfolgende SCX-Auftrennung wurde statt TFA die gleiche Menge an FA eingesetzt.

Zur Entsalzung des verdauten Thrombozytenlysats wurden 30 mg Kartuschen verwendet und
nach oben beschriebenem Protokoll verwendet. Nach der Elution wurden die Peptide unter
Vakuum bis zur Trockene eingeengt und in 2 mL SCX-Puffer A aufgeldst.

3.2.1.6. KATIONENAUSTAUSCH-CHROMATOGRAPHIE

Die Optimierung der SCX-Auftrennung erfolgte mit unterschiedlichen Gradienten und

Pufferzusammensetzungen, die im Ergebnisteil eingehender beschrieben werden. Das
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verdaute Thrombozytenlysat diente dabei als SCX-Standard, der aliquotiert bei -80°C gelagert
wurde. Fir jeden Optimierungsschritt wurden 40 pg Peptid aufgetrennt, die in einem
Injektionsvolumen von 50 pL geldst waren.

Fur die Auftrennung wurde eine 150 mm x 1 mm PolySULFOETHYL S&ule (200 A
Porengrolle, 5 um PartikelgroRe, PolyLC, USA) in Kombination mit einem inerten Ultimate
3000 HPLC-System (Thermo Scientific, Bremen, D) verwendet. Die Thrombozyten-Peptide
konnten bei einer Flussrate von 80 uL/min mit Hilfe eines stufenweisen, bindren Gradienten,
bestehend aus einem Ladepuffer (SCX-Puffer A) und einem Elutionspuffers (SCX-Puffer B),
bei ansteigender Salzkonzentration nach Ladung separiert werden.

Tab. 3.2.1.6.1.: Zusammensetzung der anfénglich verwendeten Puffer und Verlauf des
Gradienten

SCX-Puffer A 10 mM KH2POq4, 20% ACN, pH=2,7
SCX-Puffer B 10 mM KH2POg4, 188 mM KCI, 20% ACN, pH=2,7
SCX-Puffer C 10 mM KH2PO4, 800 mM NaCl, 20% ACN, pH=2,7

Gradient .
Verlauf des Gradienten
120
100 e
[ ]
% 80 [
= l ° e Pyffer B
= 60 / °
£ 20 ° e » o PufferC
< I o
20 s
_/ e
0
0 20 40 60 80
Zeit in Min

Zusétzlich wurde ein hochmolarer Salzpuffer (SCX-Puffer C) verwendet, der nach einer
Auftrennung alle eventuell noch verbliebenen Peptide eluieren und so die Trennsdule fur die
nachste Probe reinigen sollte. Dies verhindert sogenannte Memory-Effekte, bei denen Peptide
auch noch in nachgeschalteten L&ufen eluieren, und hilft das Trennmaterial langer mit
gewohnter Kapazitat zu erhalten. Die anfangliche Zusammensetzung der Puffer, sowie der
generelle Verlauf eines Gradienten werden in Tab.3.2.1.6.1. zusammengefasst. Die von der
Sdule eluierten Peptide wurden automatisiert in 2-minitigen Fraktionen gesammelt, um zu
bestimmen in welchen Zeitabschnitten Mischfraktionen aus zwei Ladungszustédnden eluieren

und anhand dieser Ergebnisse den Gradienten entsprechend anzupassen. Finales Ziel sollte
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sein, einen optimierten Gradienten zu etablieren, mit dessen Hilfe 5 bis 6 Fraktionen
gesammelt werden konnen, die dann moglichst nur noch Peptide eines einzigen
Ladungszustandes enthalten. Dazu wurden jeweils 2.5% (4 pL) einer Fraktion mit dem 10-
fachen Volumen an 0.1% TFA verdlnnt, um den prozentualen Anteil an ACN auf 2% zu
senken. Anschlielend konnte die Entsalzung wie im Abschnitt 3.2.1.5 beschrieben
durchgefuhrt werden. Die aufgereinigten Peptide wurden unter Vakuum eingetrocknet und fur
die LC-MS-Messung in 15 pL 0.1% TFA aufgenommen.

3.2.1.7. LC-MS-MESSUNG UND ANALYSE DER FRAKTIONIERTEN PEPTIDE

Die LC-MS-Messungen der Fraktionen wurden je nach zeitlicher Auslastung auf
verschiedenen Massenspektrometern gemessen, meist jedoch auf einem LTQ Orbitrap Velos
oder einem LTQ Orbitrap XL, das jeweils mit einem Ultimate 3000 Rapid Separation Liquid
Chromatography (RSLC)-System gekoppelt wurde. Dazu wurde die gesamte, in 0.1% TFA

vorliegende, Probe zunachst in das chromatographische System injiziert und durch einen

Ladefluss von 20 pL/min bei isokratischer Zusammensetzung des Losungsmittels (0.1%
TFA) auf die Vorsdule (Acclaim PepMap, 75 um x 2cm, C18, 100 A, Thermo Scientific)
geladen (vgl. Abb.3.2.1.7.1.).

P
a%s
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Schaltung 10_1 L Schaltung 1_2 y

Abb. 3.2.1.7.1.: Schaltung des Injektionsventils. Schaltung 10_1: Die Probe wird zundchst durch
Injektion tber den Ladefluss in das System eingebracht und auf der Vorséaule aufkonzentriert,
wobei Kontaminationen abgetrennt werden. Der nano-Fluss lauft bei dieser Schaltung direkt
Uber die Hauptsaule hin zu UV und MS. Schaltung 1_2: Nach Schalten des Ventils sind Vor-
und Hauptsdule in Reihe geschaltet und die gebundenen Peptide werden mittels eines bindren
Losungsmittelgradienten aufgetrennt und in der UV-Zelle und im MS detektiert.
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Hierdurch wird die Probe bei hohem Fluss effizient aufkonzentriert und eventuelle
Kontaminationen (wie z.B. Salze) werden abgetrennt. Durch eine spezielle Schaltung
innerhalb des HPLC-Systems kann die Probe anschlielfend mit einem sehr geringen Fluss von
250 nl/min auf die analytische Hauptsdule (Acclaim PepMap RSLC 75 pm x 25 cm, 2 pm,
100 A, Thermo Scientific) gebracht werden, wo die eigentliche chromatographische Trennung
bei 60°C stattfindet. Vor-/ und Hauptsdule unterscheiden sich hauptséachlich durch ihren
Innendurchmesser, Lange und Partikelgrolies des Saulenmaterials. Dies wird gezielt genutzt,
um einerseits grofere Injektionsvolumina und damit hohere Probenmengen auf die Vorsédule
aufladen zu konnen, gleichzeitig kann durch Verwendung einer analytischen Saule mit
Kleineren Partikeln eine hohere Trennscharfe und -/kapazitat erreicht und somit die
Sensitivitat erhoht werden [76]. Durch die geringe Flussrate und erhéhte Temperatur wird der
Gegendruck in einem fir die Kapillaren und das S&ulenmaterial ausreichenden Rahmen
gehalten, weiterhin wirkt sich dies positiv auf Elutionsverhalten und Peakform aus [152]. Das
Umschalten des Ventils gibt dabei auch das Signal zum Start der Datenakquisition im
Massenspektrometer, so dass eluierende Peptide direkt online detektiert werden koénnen.
Zusatzlich findet eine Kontrolle ber einen UV-Detektor statt, so dass anhand einer
Absorptionsmessung bei 214 nm bereits die Qualitat der Auftrennung abgeschatzt werden
kann. Die Auftrennung auf der Hauptsaule wird mittels eines bindren Gradienten
bewerkstelligt, der aus Losungsmittel A (0.1% FA) und Ldsungsmittel B (0.1% FA mit 84%
ACN) bestand. Durch graduelle Erhéhung des Anteils an Losungsmittel B von 5% auf 50% in
52 min eluieren die Peptide nach aufsteigender Hydrophobizitit. Nach Uberfiihrung in die
Gasphase mittels ESI, wurde ein ,,Full Scan“ von 300 - 2000 m/z in der Orbitrap bei einer
Auflésung von 60,000 durchgefiihrt. Die jeweils 10 intensivsten lonen (Topl0 Methode)
wurden ausgewahlt und durch collision induced dissociation (CID) mit einer normalisierten
Kollisionsenergie (CE) von 35% fragmentiert. Die entstandenen Fragmentionen wurden durch

MS/MS-Scans in der lonenfalle akquiriert.

3.2.1.8 DATENAUSWERTUNG

Die akquirierten Spektren, die in den sogenannten Rohdaten wéhrend der Messung
gespeichert werden, wurden mittels der Proteome Discoverer Software (Version 1.3.0.339)
mit dem integriertem Suchalgorithmus MASCOT™ (Version 2.4.1.) [69] gegen eine humane
Datenbank (Uniprot DB, Stand Juli 2012, 20,232 Eintrage) abgeglichen. Der generelle Ablauf
einer solchen Analyse wurde in Kap.1.3.1.1. bereits detailliert beschrieben. Der
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probenspezifische Suchrahmen wurde daftr, wie in Tab.3.2.1.8.1. zusammengefasst,

festgelegt.

Tab.3.2.1.8.1.: Ubersicht der verwendeten Parameter fiir den Abgleich der akquirierten
Spektren mit einer Protein-Datenbank.

Datenbank Human Uniprot
verwendetes Enzym Trypsin
max. Anzahl tberlesener Schnittstellen 2
Suchtoleranz fiir Vorlaufer-lonen 10 ppm
Suchtoleranz fiir Fragment-lonen 0.5 Da (nur bei lonenfallen-Detektion)
Dynamische Modifikationen (Aminoséure), Oxidation (M),
Massenshift +15,9949 Da

Phosphorylierung (S, T,Y),

+79,9663 Da

Acetylierung (Protein N-terminus), +42,0105 Da
Statische Modifikation (Aminosaure), Carbamidomethylierung (C),
Massenshift +57,0214 Da

Es wurden nur PSMs (engl: peptide spectrum match) beriicksichtigt, die eine FDR von <1%
aufwiesen, die anschliefend in Microsoft Excel exportiert wurden, um die Daten gemaR der
Fragestellung zu analysieren. Bei der Optimierung der SCX-Auftrennung stand eine Prufung
der einzelnen Fraktionen im Hinblick auf ihre jeweilige Ladungsverteilung bei pH 2,7 im
Vordergrund. Da die aus dem Spektrum ermittelte Ladung aufgrund der unterschiedlichen
Bedingungen bei der LC-MS nicht derjenigen entsprechen muss, die das Peptid wéhrend der
SCX-Auftrennung hat, wurde flr jedes Peptid der Ladungszustand bei pH 2,7 anhand der
jeweiligen Aminoséuresequenz ndherungsweise bestimmt. Dabei wird davon ausgegangen,
dass der N-Terminus und basische Aminosauren, wie Histidin, Arginin und Lysin bei pH 2,7
positiv geladen sind. Die Nettoladung des Peptids h&ngt neben dem Vorhandensein dieser
Aminoséuren auch von moglichen posttranslationalen Modifikationen ab. So kann
beispielsweise eine Phosphorylierung hdufig eine negative Ladung am Serin, Tyrosin oder
Threonin einbringen, eine Acetylierung hingegen kann eine positive Ladung am N-Terminus
und der Seitenkette eines Lysins maskieren, was zu einer Reduktion der Nettoladung fuhrt. So
kann fur jede individuelle Peptidsequenz mit zugehtrigem Modifikationsmuster eine
Nettoladung ermittelt werden. Letztendlich sollte so Uberpruft werden, in welcher Fraktion
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Peptide welchen Ladungszustandes eluieren und in wie weit dies bei Anderung des

Gradienten optimiert werden kann (vgl. Kap.4.1.).

Fur den initialen ChaFRADIC Ansatz wurden zum einen Hefesphéroblasten aus dem
Institutsbestand verwendet, um den Erfolg des grundlegenden Prinzips zu validieren. Diese
wurden nach einem Standardprotokoll hergestellt [153]. Zur Anwendung des ChaFRADIC
Ansatzes auf eine biologisch relevante Fragestellung wurden nach Meisinger et al. [153]
aufgereinigte Hefemitochondrien eines Alcp55 und eines wildtypischen YPH499-Stammes
aus dem kooperierenden Labor von Prof. Dr. Meisinger (Albert-Ludwigs-Universitat
Freiburg) verwendet. Im einem nachgeschalteten Experiment sollten dann gepruft werden, in
wie weit die zuvor identifizierten icp55-Substratspezifikationen auch bei der mitochondrialen
Homoostase in Arabidopsis thaliana von Bedeutung sind und, ob strukturell verwandte
Protein in beiden Organismen dieselben Enzymfunktionen abdecken. Fir die Identifizierung
der gefundenen Hefe Analogons in héheren Pflanzen wurden aufgereinigte Mitochondrien aus
Wildtyp (WT) Arabidopsis thaliana-Keimlingen sowie Alcp55, AOct-1-1 und AOct-1-2
Mutanten verwendet, die aus dem Labor von Prof. Jurgen Soll (Ludwig-Maximilians-
Universitat Minchen, Biologie | - Botanik) extrahiert wurden [154, 155]. Ein verbesserter
ChaFRADIC Ansatz wurde mit einem Proteinextrakt aus Arabidopsis thaliana—Keimlingen
aus dem Labor von Dr. Dissmeyer (Leibniz Institut fir Pflanzenbiochemie, Halle an der
Saale) etabliert [156].

3.2.2.1 PROBENVORBEREITUNG

Die oben aufgefiihrten Materialien wurden in unterschiedlichen Puffern lysiert: (1)
Hefespharoblasten und aufgereinigte Mitochondrien wurden mit 200 uL 6 M GuHCI in 50
mM NaHPOs (pH=7,8) aufgeschlossen. (2) Die aufgereinigten Mitochondrien aus
Arabidopsis thaliana wurden in 500 pL 1% SDS und 50 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl) -1-
piperazinyl) -ethansulfonsdure (HEPES, pH=7,8) lysiert. (3) Der Proteinextrakt aus
Arabidopsis thaliana—Keimlingen wurde in 1 mL 1% SDS mit 50 mM Tris-HCL (pH=7,8)
resolubilisiert. Die Proteinkonzentration aller Proben wurde mit Hilfe eines Pierce BCA-
Protein-Assays, wie im Abschnitt 3.2.1.2. beschrieben, in Triplikaten gegen einen
Kalibrierstandard bestimmt [157]. Anschliellend wurden Cysteine durch Inkubation mit DTT

fir 30 min bei 56°C bei einer Endkonzentration von 10 mM reduziert und freie
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Sulfhydrylgruppen irreversibel mit final 20 mM IAA fir 30 min bei RT in Dunkelheit
alkyliert.

3.2.2.2 STABILE ISOTOPENMARKIERUNG AUF PROTEINEBENE

Zur Anreicherung N-terminaler Peptide mittels ChaFRADIC ist eine stabile
Isotopenmarkierung auf Proteinebene aus zwei Griinden essentiell: Zum einen wird der
endogene N-terminus eines Proteins irreversibel markiert und kann im spateren Verlauf
zweifelsfrei von den durch den proteolytischen Verdau generierten N-termini unterschieden
werden. Zum anderen ist nur durch die Markierung auf Proteinebene ein spezifischer Shift
aller internen Peptide moglich - bei gleichbleibenden Elutionsverhalten aller N-terminalen
Peptide. Dabei kann grundsétzlich jedes Reagenz eingesetzt werden, welches (1) fir primére
Amine spezifisch ist, (2) eine gute Markierungseffizienz besitzt, (3) die Ladung an primaren
Aminen erhélt, (4) nicht zu teuer und (5) grof3 ist und (6) im besten Fall in mehreren stabilen
Isotopenvarianten verfligbar ist. Letzteres erlaubt ein Pooling der Proben bereits auf
Proteinebene und nach der Anreicherung die relative Quantifizierung der N-terminalen
Peptide unter verschiedenen Bedingungen (z.B. WT gegen Mutante). Im Rahmen dieser
Arbeit wurden zwei verschiedene Markierungsstrategien gewahlt: Fur das initiale
ChaFRADIC wurde eine Dimethylierung verwendet und fir das erweiterte ChaFRADIC
wurde das kommerziell erhéltliche iTRAQ-Reagenz verwendet. Die Bearbeitung der Proben
unterscheidet sich dabei minimal auf Grund der jeweils verwendeten Labeling-Strategie.
Allerdings erlaubt das wesentlich kostenintensivere iTRAQ-Reagenz das Multiplexen von bis
zu 8 Proben (Dimethylierung hingegen nur maximal drei) und so auch eine Verringerung der

eingesetzten Probenmenge je Zustand.

3.2.2.2.1. DIMETHYLIERUNG AUF PROTEINEBENE

Fur das initiale Experiment mit Hefespharoblasten wurde die carbamidomethylierte Probe in
zwei Aliquots entsprechend 50 pg aufgeteilt, die jeweils mit einer leichten (-C2H4) und einer
schweren Dimethylierung (-C2D4) modifiziert werden sollten. Der Labeling-Puffer bestand
dabei fur die leichte Variante aus 80 mM CH20, 160 mM NaBHsCN und 800 mM HEPES
mit einem justierten pH von 8,0 und fur die schwere Variante entsprechend aus 80 mM
CD-0, 160 mM NaBDsCN und 800 mM HEPES bei pH 8,0 in einem Volumen von 500 pL.
AnschlieBend wurde das Volumen aller Aliquots auf 150 pL mit 200 mM HEPES Puffer
justiert und zuletzt zu allen Proben ein Aliquot von 50 pL des entsprechenden leichten oder

schweren Labelingpuffers zugesetzt, so dass sich eine finale Konzentration von 20 mM
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Formaldehyd, 40 mM Natriumcyanoborhydrid und 200 mM HEPES bei pH 8,0 ergab. Beide
Proben wurden nach Jentoft et al. [158] 2 h bei 37°C im Thermomixer inkubiert.
AnschlieBend wurde die Reaktion mit einer Endkonzentration von 60 mM Glycin fur 10 Min.
bei Raumtemperatur (RT) abgestoppt und eventuelle Nebenreaktion (O-Acylierung an Serin-,
Threonin- und Tyrosinresten) durch Inkubation mit 130 mM Hydroxylamin fur 10 Min. bei
RT revertiert [140]. AnschlieBend wurden beide Proben vereinigt und, zur Vorbereitung auf
den Verdau, alle Labeling-Reagenzien durch eine Ethanolfallung, wie im Abschnitt 3.2.1.3.
beschrieben, entfernt.

Um eine differentielle Analyse N-terminaler Peptide in den Alcp55-, Aoctl-1 und Aoctl-2-
Mutanten jeweils gegen einen Wildtyp durchzufihren, wurden 30 pg Protein pro Zustand aus
den jeweiligen Hefeproben entnommen und wie oben beschrieben bearbeitet. Die WT-Proben
wurden dabei immer mit einer leichten, die Lysate der Mutanten immer mit einer schweren

Dimethylierung markiert.

Zur Analyse der Mitochondrien aus Arabidopsis thaliana wurden 80 pg Protein pro Zustand
entnommen und nach beschrieben Ablauf mittels Dimethylierung markiert.

3.2.2.2.2. ITRAQ-LABELING AUF PROTEINEBENE

Fur den erweiterten ChaFRADIC Ansatz wurde statt der Dimethylierung die Markierung der
primdren Amine mit Hilfe eines kommerziell erhéltlichen iTRAQ-Kits durchgefiihrt. Dies
hatte den Vorteil, dass deutlich mehr Proben gegeneinander verglichen werden konnten und in
insgesamt 6 Proben zudem die technische Varianz des ganzen Ansatzes gepruft werden
konnte. Der Volumenanteil der Probe am Gesamtvolumen im Labeling-Ansatz ist dabei sehr
gering, so dass die carbamidomethylierte Probe zunachst einer Ethanolfallung unterzogen
wurde. Dazu wurde 1 mg Protein aus der Probe entnommen und mit dem 10-fachen Volumen
an eiskaltem, hochreinem Ethanol aufgefullt. Nach einer einstindigen Inkubation bei -40°C,
wurden die prézipitierten Proteine fur 30 Min. bei 18,000 rpm in einer Kihlzentrifuge bei 4°C
abzentrifugiert und das resultierende Proteinpellet zweimal mit 500 pL eiskaltem Aceton
gewaschen. SDS kann durch die Ethanolprazipitation ebenfalls ausfallen und wirde in der
Probe angereichert werden, duch die Waschschritte kann SDS jedoch bei gleichbleibender
Proteinausbeute effektiv entfernt werden [159]. Nach abschlieRender Zentrifugation fur 10
Min. bei 18,000 rpm bei 4°C wurde das Pellet in 100 pL 10% (w/v) SDS-L6sung
aufgenommen und 6 Aliquots entsprechend 100 pg Protein entnommen. Jede Probe wurde
mit dem 5-fachen Volumen an Reaktionspuffer aufgeftllt, dieser bestand aus 500 mM
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Triethylammoniumbicarbonat (TEAB) in 20% Isopropanol/Wasser (v/v) mit pH 8,5. Jedes
der 8 verschiedenen iTRAQ-Label enthielt 20 pL Reagenz, welches zundchst nach
Herstellerangaben mit 80 pL Isopropanol aufgefillt wurde. Das so verdiinnte Reagenz wurde
komplett zu dem jeweiligen Proteinaliquot hinzugefiigt und laut Herstellerangaben fur 2 h bei
25°C im Thermomixer inkubiert [85]. AnschlieBend wurden alle Proben vereinigt und die
Reaktion analog zum Dimethyl-Labeling gestoppt. AbschlieRend wurde die gepoolte Probe in
3 Aliquots entsprechend 200 g Protein aufgeteilt und jeweils einer Ethanolféallung, wie zuvor

beschrieben, unterzogen.

3.2.2.3 PROTEOLYTISCHER VERDAU

Die Effizienz eines proteolytischen Verdaus héngt wesentlich von der Enzymaktivitat ab.
Daher sollten die Bedingungen besonders in Bezug auf (i) den tolerierten pH-Bereich des
Enzyms, (i) das jeweilige Temperaturoptimum, (iii) das Mengenverhéltnis und (iv) die
Detergenz- oder Chaotropenkonzentration in den jeweiligen Proben angepasst werden. Durch
die vorherige Ethanolfallung wurden alle Proben bereits aufgereinigt und sollten keine
Detergenzien mehr enthalten, darGber hinaus wurden in diesem Schritt auch die
Labelreagenzien entfernt, so dass unerwiinschte Reaktionen unterbunden wurden. Die
Proteinpellets mussten fiir den Verdau zunéchst wieder in Ldsung gebracht werden, dazu
wurden sie durch Zugabe eines Chaotrops, hier GUHCI, resolubilisiert. Dabei empfiehlt sich
die zu verwendende Konzentration an die jeweilige Proteinmenge anzupassen, um das
Gesamtvolumen des Verdauansatzes nicht unndétig zu erhéhen. Das zu erreichende Volumen
ergibt dabei sich aus der jeweiligen Verdinnung, die zu einer finalen Konzentration von 0.2 —
0.6 M GuHCI fuhren sollte, damit die verwendeten Enzyme effektiv schneiden. Durch
Verwendung eines dem pH-Bereich entsprechenden Puffersalzes, wird das pH-Optimum des
Enzyms auch Uber langere Inkubationszeiten gewéhrleistet. Zudem ist zu berticksichtigen,
dass die verwendeten Enzyme unterschiedliche Temperatur-/ und Inkubationsanforderungen
haben [142, 160-162]. Die Verdaubedingungen der jeweiligen Proben wurden in
Tab.3.2.2.3.1. zusammengefasst.
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Tab.3.2.2.3.1.: Ubersicht der Verdaubedingungen im jeweiligen ChaFRADIC Experiment.

Initiales ChaFRADIC Erweitertes ChaFRADIC
Hefe Arabidopsis
Hefe Mito- Mito- Arabidopsis Keimlinge
chondrien  chondrien
Proben-
menge 2x50ug 2x30pg  2x80ug 200 g 200 g 200 g
Labeling- . . .
Strategie DML DML DML iTRAQ iTRAQ iTRAQ
Ethanol-
fallung \ x/ \ \ \ x/
2M 2M 2M 6 M 6 M 6M
Resolubili- GuHCl, GuHCl, GuHClI, 50 GuHCI, 50  GuHClI, 50 Harnstoff,
sierung 50 mM 50 mM mM mM mM 50 mM
NazHPO4, NazHPO4, NazHPO4, NazHPO4, NazHPO4, NazHPO4,
pH 7.8 pH 7.8 pH 7.8 pH 7.8 pH 7.8 pH 7.8
Bendtigte
verdinnung - jofach  10fach  10fach | 104ach  10fach  15fach
Chaotrops
0.2M 0.2M 0.2M 0.6 M 0.6 M 0.4 M
Finale GuHCl, GuHCl, GuHCl, GuHCl, GuHCl, Harnstoff,
ZUsammen- 50mM 50mM 50mM 50mM 50mM 50mM
setzun NazHPO4, NazHPO4, NazHPO4, NazHPO4, NazHPO4, NazHPO4,
Vorda. 1mM 1mM 1mM 2 mM 2 mM
uffer CaCly, 5% CaCl,, 5% CaCl,, 5% CaCl;, 5%  CaCly, 5%
P ACN, ACN, ACN, ACN, ACN,
pH 7.8 pH 7.8 pH 7.8 pH 7.8 pH 7.8 pH 7.8
Trypsin Trypsin Tryspin Trypsin Subtilisin GluC
Sequencing
Enzym T-14%6 T-1426 T-1426 Sequencing gradgz - Sequencing
; ; ; grade Subtilisin grade
(Sigma.- (Sigma.- (Sigma.- Trypsin (Sigma- GluC
Aldrich) Aldrich) Aldrich) (Promega) Aldrich) (Promega)
Verdau-Ratio 4., 1:20 1:25 1:20 1:20 1:20
(w:w)
Temperatur- 5700 37°C 37°C 37°C 56°C 25°C
optimum
ULUETERE gy 15h 15h 14h 20 min 14h
dauer

Letztendlich soll mit der Wahl der Enzyme im erweiterten ChaFRADIC Ansatz eine grofiere
Sequenzabdeckung erzielt werden, so dass auch Peptide, die auf Grund des Arg-C-typischen
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Verdaus im initialen Ansatz verloren gehen, durch den proteolytischen Verdau mit

alternativen Enzymen ebenfalls angereichert werden kénnen (vgl. Tab.3.2.2.3.2.).

Tab.3.2.2.3.2.: Beispielhafte Entstehung verschiedener Peptide bei Einsatz der drei verwendeten
Proteasen. Bei Einsatz einer einzelnen Protease (bspw. ArgC) entstehen auch immer Peptide, die
z.B. auf Grund ihrer geringen oder tiberméaRigen L&nge nur schlecht anreicherbar und/oder im
LC-MS detektierbar sind. Bei Verwendung einer anderen Protease (bspw. GluC oder Subtilisin)
entstehen aus derselben Sequenz deutlich besser analysierbare Peptide, so dass auch Peptide
abgedeckt werden konnen, die sonst auf Grund ihrer Sequenz schlecht oder gar nicht
angereichert bzw. detektiert werden kénnten.

ArgC GluC A

Verdau Verdau Subtilisin Verdau
Peptid 1  XXXXXXXXKXXD/EXXXXXXXXR* XXXXXKXXD/E XXXXXK XXX
Peptid 2 XXXR* XXXRXXXXD/E XAXRXXXXX

Detektion

Die Verdaueffizienz wurde durch eine monolithische Auftrennung, wie in Burkhart et al.
[149] sowie im Kapitel 3.21.4. beschrieben, geprift. AnschlieRend wurden die Proben mit
10% TFA angesauert und die Entsalzung mit Hilfe von 4 mg SPE-Kartuschen nach im
Abschnitt 3.2.1.5. beschriebenem Protokoll durchgefuhrt. Die eluierten Peptide wurden unter
Vakuum getrocknet und anschlielend in jeweils 52 pL SCX-Puffer A aufgenommen. Ein

Aliquot korrespondierend zu 0,5 — 1 pg Peptid wurde zur Uberpriifung der Labeleffizienz

sowie der globalen Analyse entnommen.

3.2.2.4 ANREICHERUNGEN N-TERMINALER PEPTIDE MITTELS CHAFRADIC

Die einzelnen Anreicherungen wurden zu verschiedenen Zeitpunkten durchgefuhrt, daher
unterscheiden sich die chromatographischen Bedingungen, je nachdem zu welchem Zeitpunkt
der Optimierung sie durchgefiihrt wurden. Grundsatzlich war aber in jedem Experiment eine
Auftrennung nach definierten Ladungszustdnden moglich, so dass das grundlegende
ChaFRADIC Prinzip in allen Ansatzen genutzt wurde. Aus Griinden der Ubersicht wurden
die einzelnen chromatographischen Parameter in Tab.3.2.2.4.1. dargestellt. Der Durchfluss
(engl.: flow through, FT) aller initialen ChaFRADIC Ansédtze wurde verworfen, erst im
erweiterten ChaFRADIC wurde dieser ohne weitere Anreicherung direkt nach der ersten
Dimension gemessen, um eventuell vorhandene N-terminale Peptide zu identifizieren. Dafr
wurde der Durchfluss zundchst unter Vakuum getrocknet, in 0.1% TFA aufgenommen und

anschlieend mit R3-Tips entsalzt.
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Tab.3.2.2.4.1.: Ubersicht der verwendeten chromatographischen Bedingungen im jeweiligen
ChaFRADIC Experiment.

Initiales ChaFRADIC Erweitertes ChaFRADIC
e Hefe
e Hefe Mitochondrien Arabidopsis Keimlinge

e Arabidopsis Mitochondrien

Polysulfoethyl A Sdule (PolyLC, USA), 150 x 1 mm,

Trennsaule 5 um Partikeldurchmesser, 200 A PorengroRe
FIPLEE U3000 HPLC System (Thermo Scientific, Bremen, D)
System
SCX-Puffer A | 10 mM KH2PO4, 20% ACN, pH=2,7 10 mM KH2PO4, 20% ACN, pH=2,7
10 mM KH2PO4, 188 mM KClI, 10 mM KH2PO4, 250 mM KCl,
ST 2 20% ACN, pH=2,7 20% ACN, pH=2,7
10 mM KH2PO4, 800 mM NacCl, 10 mM KH2PQO4, 600 mM NacCl, 20%
SCX-Puffer C 20% ACN, pH=2,7 ACN, pH=2.7
Flussrate 80 pL/min
Gradient 100% A fiir 10 Min. 100% A fiir 10 Min.
0 bis 20% B in 18 Min. 0 bis 15% B in 9 Min.
20% B fur 10 Min. 15% B fur 9 Min.
20% bis 40% B in 2 Min. 15% bis 30% B in 8 Min.
40% B flr 5 Min. 30% B fiir 11 Min.
40% bis 100% B in 5 Min. 30% bis 100% B in 5 Min.
100% B flr 5 Min. 100% B flr 5 Min.
100% C fiir 5 Min. 100% C fir 5 Min.
Erhaltene Durchfluss (FT), +1, +2, +3, +4, >4

Fraktionen

Die restlichen Fraktionen der ersten SCX-Dimension wurden zundchst unter Vakuum
eingeengt und anschlieRend in einem ausreichenden Volumen 200 mM NaxHPO4 Puffer mit
pH 8,0 aufgenommen, bis der pH-Wert aller Proben auf 7,0 erhoht werden konnte. Um die
internen Peptide erfolgreich in der zweiten Dimension abtrennen zu kdénnen, missen diese
zunichst spezifisch modifiziert werden. Dafiir bietet sich aus mehreren Griinden eine
trideutero (D3)-Acetylierung an: (i) die Umsetzung mit einem D3-NHS-Ester ist spezifisch fiir
primdre Amine, kann aber auf Grund des vorherigen Labelings auf Proteinebene nur an freien
N-Termini interner Peptide angreifen, (ii) die deuterierte Variante der Acetylierung
ermoglicht eine Unterscheidung von endogenen und in vitro acetylierten Peptiden und (iii)

genau wie eine native Acetylierung reduziert sie die Ladung des Peptids, so dass nur interne
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Peptide in der zweiten Dimension einen ,,Ladungsshift zeigen werden, wobei N-terminale
Peptide unverandert bleiben. Die Modifizierung erfolgte in allen Proben durch Inkubation mit
20 mM D3-NHS fur 1 h bei 37°C in einem Thermomixer, gefolgt von einer zweiten
Inkubation mit 10 mM Ds-NHS unter identischen Bedingungen. AnschlieBend wurde die
Reaktion durch Zugabe von 60 mM Glycin fur 10 Min. bei RT abgestoppt und mdégliche
Nebenreaktionen durch Inkubation mit 130 mM Hydroxylamin fur 10 Min. bei RT revertiert.
Nach Ansduerung aller Proben mit 10% TFA auf pH 2-3, wurden die Proben im initialen
ChaFRADIC-Ansatz mit 4 mg SPE-Kartuschen und im erweiterten ChaFRADIC mit R3-
Tips, wie bereits in Abschnitt 3.2.1.5. beschrieben, entsalzt. Nach Eintrocknen unter Vakuum
wurden die Proben erneut in 50 pL SCX-Puffer A resolubilisiert und unter exakt identischen
Bedingungen wie zuvor aufgetrennt. Dies sollte dazu fiihren, dass die N-terminalen Peptide in
derselben Fraktion wie zuvor eluieren, alle internen Peptide auf Grund der reduzierten Ladung
jedoch zu einer fritheren Fraktion ,,shiften“. Daher wurden in der zweiten Dimension fir alle
rechromatographierten Fraktionen jeweils identische Zeitfenster zur ersten Auftrennung
gesammelt. Schliellich wurden die erhaltenen, angereicherten Fraktionen jeden Experimentes
(+1, +2, +3, +4, >+4) unter Vakuum eingeengt und in 0.1% TFA resuspendiert. In den
initialen ChaFRADIC-Experimenten wurde die finale Entsalzung mittels Supel 10 pL
Entsalzungs-Tips (Sigma-Aldrich) durchgefiihrt, wie im Protokoll im Abschnitt 3.2.1.5.
angegeben. Im erweiterten ChaFRADIC wurden stattdessen R3-Tips, wie bereits beschrieben,
verwendet, da diese eine verbesserte Peptidausbeute zeigten. Anschliefend wurden die
Proben fiir die LC-MS-Messung in 0.1% TFA aufgenommen.

3.2.2.5 LC-MS-MESSUNG UND ANALYSE DER ANGEREICHERTEN PEPTIDE

Alle angereicherten Fraktionen wurden entweder auf einem Q-Exactive oder einem Q-
Exactive Plus Massenspektrometer analysiert, welches online mit einem nano RSLC HPLC-
System (alle Thermo Scientific) gekoppelt war. Abhangig von der UV-Intensitat der
jeweiligen Fraktion in der zweiten SCX-Auftrennung wurden unterschiedliche Mengen der
angereicherten Proben gemessen, wodurch sich auch in der Gradienten-Auswahl einige
Anderungen ergaben. Tab.3.2.2.5.1. gibt eine Ubersicht tiber die verwendeten Parameter der
LC-MS-Messungen, wobei bei allen Analysen die Probe zundchst bei 20 pL/min Ladefluss
0,1% TFA auf eine Vorsaule (C18 PepMap RSLC, 100 um x 2 cm, Thermo Scientific)
geladen wurde und anschlieBend uber die Hauptséule (C18 PepMap RSLC, 75 um x 50 cm,
Thermo Scientific) aufgetrennt wurde.
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Tab.3.2.2.5.1.: Zusammenfassung der verwendeten LC-MS-Parameter zur Analyse der
angereicherten N-terminalen Peptide.

Initiales ChaFRADIC Erweitertes

ChaFRADIC
Hefe Arabidopsis . .
Proben Hefe Mito- Mito- A&:ﬁ:ﬁ?ﬁsés
chondrien chondrien g
Gradient 3-42%Bin  3-42%Bin 3-42%B 3-42%B
127 min 90 min in 90 min in 90 min
LC 2/3 Fraktion
Gemessener Anteil fur +1, +2, +4 1/3 jeder Komplette . .
der Fraktion 1/3 Fraktion Fraktion Fraktion W Jealel et o
flr +3, +5
MS Instrument Q-Exactive Q-Exactive Q-Exactive Q-Exactive Plus
Modus Daten-abhéngige Acquisition
Full Scan Auflésung 70,000
Precursor Auswahl Topl5
MS/MS Auflésung 17,500
Max. lonenzahl MS* 3x10° 3x10° 3x 108 1x 108
Max. Fullzeit MS? 120 ms
Max. lonenzahl MS? 5x 10* 5x 10* 2x10° 2x10°
Max. Fullzeit MS? 250 ms 250 ms 250 ms 200 ms
MS No_rr_naI|5|erte_ CE 30
Kollisionsenergie
Fur Ladungs-  Fir Ladungs- ~ Flr Ladungs- Far
0,
1E0 & N.HAOHa zusténde zusténde zusténde Ladungszustande
inspeisung 12 - 45 4245 +3-45 +3-45

Erlaubnis fur
Fragmentierung von
einfach geladenen
Peptiden®

Fur Ladungszustand +1

Unteres Limit fur
Messbereich wurde
auf 100 m/z
gesetzt*

2 Das Platzieren von Ammoniumhydroxid in der lonenquelle fihrt nach Thingholm et al. zur
Reduktion von Ladungszustanden bei den in die Gasphase Uberfiihrten lonen, dies findet
haufige Anwendung bei der Analyse von hochgeladenen, gelabelten Peptiden, da diese héhere

Ladungseffekte bei ESI zeigen und schlechter ionisieren [163].

b In einer massenspektrometrischen Peptidanalyse werden einfach geladene lonen meist von der
Fragmentierung ausgeschlossen, da es sich meist nicht um Peptide handelt, sondern um
Kontaminationen aus der Umgebung. Wird eine Fragmentierung einfach geladener lonen
erlaubt, ist es von Vorteil solche Kontaminationen mit ihren zuvor ermittelten m/z Werten von
der Analyse auszuschlieRen.

¢ In Analysen von iTRAQ-markierten Peptiden muss der aufzuzeichnende m/z-Bereich
niedriger gewahlt werden, um die Informationen Uber die Reporterionen (m/z 113 - 121)
auslesen zu kénnen.

Besonderheiten
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Dazu wurde ein bindrer Gradient bestehend aus Losungsmittel A (0,1% FA) und B (0,1% FA,
84% ACN) bei einer Flussrate von 250 nL/min bei 60°C genutzt. Im erweiterten ChaFRADIC
Ansatz wurden zudem die FT-Fraktionen direkt nach der ersten Dimension analysiert, um
Peptide zu identifizieren, die nicht auf der S&dule retardieren. Diese Fraktion ist
erfahrungsgemal wenig komplex, so dass hier ein kurzer Gradient von 3-42% B in 50 Min.
gewdhlt wurde. Zudem wurde auch hier die Fragmentierung fur einfach geladene Molekiile
erlaubt in Kombination mit einer Ausschlussliste fur Kontaminationen aus der Umgebung
(siehe auch Erklarung in Tab.3.2.2.5.1. FuBnote P). Hintergrund ist, dass durch den tryptischen
Verdau, das Labeling und die lonisierungsmethode (ESI) hoher geladene Peptidionen (+2
oder hoher) erwartet werden und somit einfach geladene lonen von der Fragmentierung
ausgeschlossen werden sollen. Kleine chemische Molekiile, beispielsweise aus der Raumluft,
sind haufig einfach geladen. Deren Massen konnen in einer Leerprobe (engl.: blank)
aufgezeichnet werden und durch Erstellen einer Exklusionsliste (engl.: exclusion list) von der
anschlieBenden Probenmessung ausgeschlossen werden. Dies macht vor allem bei der
Analyse der beim ChaFRADIC erhaltenen FT- und +1-Fraktionen Sinn, da so hauptséchlich
enthaltene einfach geladene Peptide und weniger Kontaminationen fragmentiert werden.
Zusétzlich zu den angereicherten Proben wurden von der nicht-angereicherten Probe jeweils
0,5 ug - 1 ug Peptid in einem 2 - 4 h Gradienten gemessen. Dies diente (i) zur Bestimmung
der Labeleffizienz und (ii) im erweiterten ChaFRADIC Ansatz zusétzlich zur Normalisierung

der erhaltenen Reporter-Intensitaten (siehe Abschnitt 3.2.2.7.).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fir die massenspektrometrische Analyse eine Q Exactive
(Thermo Scientific) verwendet, deren grundlegender Bauplan in Abb.3.2.2.5.1. dargestellt
wurde. Im Unterschied zu vorangegangen Massenspektrometer-Modellen verfiigte sie
erstmals Uber einen effektiven Quadrupol als Massenfilter bestehend aus vier parallelen
hyperbolisch geformten Elektroden. Durch wechselseitiges Anlegen einer Gleichspannung an
den jeweils gegeniiberliegenden Elektroden, die mit einer hochfrequenten Wechselspannung
Uberlagert wird, entsteht ein alternierendes elektrisches Feld, welches nur lonen eines
bestimmten Massenbereiches stabil durch den Quadrupol transportiert. Die in der lonenquelle
erzeugten lonen werden hier selektiert und fiir einen Ubersichtsscan (engl.: Full Scan, MS?) in
der Orbitrap analysiert. Diese dient als Massenanalysator, der im Inneren eine spindelférmige
Elektrode aufweist, um die die lonenpakete axial abhangig von ihrem m/z-Verhaltnis mit

einer bestimmten Frequenz oszillieren.
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HCD-Zelle Quadrupol gebogener Flatapol zur Abtrennung
(Oktapol) C-Trap Massenfilter von Clustern und verbliebenen
Flussigkeitstropfen
N\

S

_ Ui ——1

[ Fokussierungs-
/%'-\JL linsen | %
lonenquelle y
hochauflésende

Orbitrap

Abb.3.2.2.5.1.: Schematische Ubersicht eines Q-Exactive Massenspektrometers. Die lonen
werden Uber die lonenquelle in das Massenspektrometer eingebracht und tber die lonenoptik
und den gebogenen Flatapol zum Quadrupol transferiert. Dieser operiert als Massenfilter und
bestimmt den Bereich, innerhalb dessen lonen ausgelesen werden kdnnen. Nachdem ein
hochaufgeloster Full Scan in der Orbitrap durchgefiihrt wurde, kénnen die intensivsten
Precursor-lonen ausgewéhlt und in der HCD-Zelle fragmentiert werden. Die Produktionen
kénnen anschlielfend ebenfalls hochauflosend detektiert werden. Abbildung modifiziert nach
Thermo Scientific.

Durch Furier-Transformation kdnnen dann die detektierten axialen Oszillationen bestimmten
m/z-Werten zugeordnet werden. Basierend auf diesem hochauflésendem Full Scan werden
dann die intensivsten 15 lonen (Topl5) zur Fragmentierung (MS/MS oder MS?) ausgewdhlt,
im Quadrupol selektiert und durch die C-Trap zur HCD-Zelle weiter transferiert. Durch den
Einsatz eines sogenannten Oktapols kann der niedrige Massenausschluss (engl.: low mass cut
off), dem lineare lonenfallen unterliegen, Gberwunden werden, so dass Fragmentionen eines
breiten Massenbereiches gespeichert werden konnen [65, 164]. Daher ist dieses Setup
besonders geeignet fir die Detektion von iTRAQ-derivatisierten Peptiden, da die quantitative
Analyse Uber den Vergleich der entstehenden niedrig molekularen Reporterionen
bewerkstelligt wird. Zudem werden die Fragmentionen hochauflésend in der Orbitrap
ausgelesen, so dass sowohl Full Scan als auch MS/MS Scan mit Hochauflosung detektiert
werden. Dies resultiert in qualitativ hochwertigen Spektren, die wiederum zu einer hohen
Identifikationsrate beitragen. Abhéngig ist dies auch von den verwendeten Fullzeiten, so dass
eine maximale lonenanzahl bei der Analyse festgelegt wird, nach deren Erreichen das

lonenpaket ausgelesen wird. Dies gewéhrleistet eine ausreichend hohe Zahl an zu
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analysierenden lonen, wobei dies bei sehr niedrig abundanten Analyten durch die maximale

Fullzeit begrenzt wird, um dennoch eine zeiteffiziente Analyse zu garantieren.

3.2.2.6. DATENAUSWERTUNG

Die spektralen Rohdaten wurden mit Hilfe des Proteome Discoverers, wie in Abschnitt
1.3.1.1. beschrieben, mit geeigneten Datenbanken abgeglichen. Zuséatzlich wurden die
identifizierten Peptide bei ausreichender Spektrenqualitat auch quantifiziert. Der Proteome
Discoverer besitzt dazu eine Funktion, bei der nach Auswahl der Proben-spezifischen
Parameter die Intensitdten der VVorlaufer-lonen (Dimethyl) oder der Reporter-lonen (iTRAQ)

relativ zu einander vergleichen werden.

Tab.3.2.2.6.1.: Ubersicht der verwendeten Such-/ und Quantifizierungsparameter in
verschiedenen ChaFRADIC Experimenten.
Proteome Discoverer | 3339 | 130339 | 1.3.0.339 14114 14.1.14
Version
Mascot Version 4.2.1 4.2.1 4.2.1 4.2.1 4.2.1
Datenbank Sy Sy Ypes Uniprot Datenbank TAIR10 Datenbank
Datenbank | Datenbank | Datenbank
Arabidopsi
Taxonomie Hefe Hefe rabl _OpSIS Arabidopsis thaliana Arabidopsis thaliana
thaliana
Stand Sep 11 Sep 11 Jul 12 Dez 14 Feb 15
Anzahl Eintrage 6717 6717 11 340 13 414 35 386
verwendetes Enzym Semi-ArgC | Semi-ArgC | Semi-ArgC Semi-ArgC 'none' Semi-GluC Semi-ArgC 'none' Semi-GluC
max. Anzahl an
Uberlesenen 2 2 2 2 2 2 2
Schnittstellen
qulera nz fur 10 ppm 5 ppm 5 ppm
Vorlaufer-lonen
R 0,02 Da 0,01 Da 0,01 Da

Fragment-lonen

Dynamische
Modifikationen
(Aminosaure),

Massenshift

Dimethylierung leicht (K), +28,0313 Da

Dimethylierung leicht
(Peptid N-terminus), +28,0313 Da

Dimethylierung medium (K), +34,0689

Dimethylierung medium
(Peptid N-Terminus), +34,0689 Da

Oxidation (M), +15,9949 Da

Oxidation (M), +15,9949 Da

Statische Modifikation
(Aminosaure),
Massenshift

Carbamidomethylierung (C),
+57,0214 Da

Carbamidomethylierung (C),
+57,0214 Da

Carbamidomethylierung (C),
+57,0214 Da

iTRAQ-8plex (K), +304,2053 Da

iTRAQ-8plex (K), +304,2053 Da

iTRAQ-8plex (Peptid N-Terminus),
+304,2053 Da

iTRAQ-8plex (Peptid N-Terminus),
+304,2053 Da

Dynamische
Modifikationen
(Aminosaure),

Massenshift

Dimethylierung leicht (K), +28,0313 Da

Dimethylierung medium (K), +34,0689

Acetylierung (Peptid N-Terminus),
+42,0105 Da

Oxidation (M), +15,9949 Da

Oxidation (M), +15,9949 Da

Statische Modifikation
(Aminosaure),

Carbamidomethylierung (C),

Carbamidomethylierung (C),
+57,0214 Da

Carbamidomethylierung (C),
+57,0214 Da

X +57,0214 Da iTRAQ-8plex (K), +304,2053 Da iTRAQ-8plex (K), +304,2053 Da
Rlassenshil Acetylierung (Peptid N-Terminus), Acetylierung (Peptid N-Terminus),
+42,0105 Da +42,0105 Da
Statistik-Node* Percolator Percolator Percolator

Quantifizierungs-
besonderheiten

Vorlgufer-lonen Quantifizierung

Reporter-lonen Quantifizierung

Reporter-lonen Quantifizierung

Um relativ gegeneinander quantifiziert
zu werden, missen Peptidpaare
innerhalb eines Retentionszeitfenster
von 1 min eluieren

* Nodes sind Knotenpunkte, die im Proteome Discoverer einzeln ausgewéhlt werden kdnnen, sie enthalten beispielsweise Statistik oder Quantifizierungsoptionen
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Bei der MS!-basierten Quantifizierung ist es dem Programm nicht mdglich endogen
acetylierte und dimethylierte N-terminale Peptide in derselben Suche zu quantifizieren. Daher
wurden zwei separate Suchen durchgefiihrt. Eine Ubersicht der verwendeten Einstellungen ist
in Tab.3.2.2.6.1. zusammengestellt. Die Ausgabedatei des Proteome Discoverers wurde nach
Konfidenz der PSMs (FDR <1%) und zusatzlich nach ihrem Rang gefiltert, so dass nur
jeweils die am besten passende Peptididentifikation pro Spektrum (Search Engine Rank 1)
beriicksichtige wurde. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb des Proteome
Discoverers uber die sogenannte Percolator-Node, die von Kall et al. etabliert und seitdem
stetig weiterentwickelt wurde [165, 166]. Percolator stellt eine Alternative zur FDR dar, da er
auf einem Algorithmus basiert, der halb-automatisiertes maschinelles Lernen erlaubt. Wie in
Abschnitt 1.3.1.1. bereits beschrieben, gelten auch hier die erzeugten decoy-Sequenzen
weiterhin als die bekannten Falsch-Positiven-1Ds. Zusétzlich werden aber nun auch
hochbewertete Identifikationen aus den target-Sequenzen als Wahr-Positive-IDs bewertet und
der Suchalgorithmus anhand ihrer Eigenschaften (Mascot Score, Vorlaufermassenfehler,
Fragmentmassenfehler, Anzahl moglicher Modifikationen etc.) darauf trainiert, basierend auf
diesen positiv oder negativ gewichteten Merkmalen, alle identifizierten Peptide erneut zu

bewerten, was oft zu einer verbesserten Sensitivitat fihrt [165, 167].

3.2.2.7. DATENINTERPRETATION

Fur den initialen ChaFRADIC Ansatz zur Analyse von Hefezellen sowie Hefe-Mitochondrien
wurde die gefilterte Proteome Discoverer Datei in eine Excel Datei exportiert. Zur Erstellung
der finalen Liste gefundener N-terminaler Peptide, wurden nur Peptidhits beriicksichtigt,
deren Startposition innerhalb der ersten 100 Aminosauren der Proteinsequenz lag. Dies wurde
als Ausschlusskriterium benutzt, da die proteolytische Abspaltung der Présequenzen in
mitochondrialen Matrixproteinen nahe des N-Terminus stattfindet und es sich bei gefundenen
Peptiden aus dem Inneren der Proteinsequenz eher um Degradationsprodukte handeln koénnte
und weniger um den prozessierten N-Terminus eines Proteins. Weiterhin wurden nur einmalig
vorkommende Peptide beriicksichtigt und deren erste 6 Aminosauren vergleichen, um anhand

dessen redundante Sequenzen (z.B. auf Grund von (berlesenen Schnittstellen) zu eliminieren.

Zur Analyse der Arabidopsis thaliana Mitochondrien wurde die gefilterte Proteome
Discoverer Ausgabedatei zunéchst in Excel exportiert und anschlieBend alle Protein-Eintrage
unter Verwendung eines Excel-Skriptes in ihre korrespondierenden Arabidopsis-
Proteinnamen geméld der TAIR-Datenbank (engl.: The Arabidopsis Information Resource)

konvertiert. Anhand dieser Benennung konnten die gefundenen Hits in der SUBA (engl.:
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subcellular location database for Arabidopsis proteins) Datenbank gefunden und die
subzelluldre Lokalisation sowie Proteinbeschreibung ausgelesen werden [168]. Um eine finale
Liste an N-terminalen Peptiden zu erstellen wurden nur Hits berucksichtigt, die mitochondrial
waren und deren Startposition innerhalb der ersten 120 Aminoséuren der jeweiligen

Proteinsequenz lag.

Im erweiterten ChaFRADIC Ansatz wurden zunéchst alle identifizierten Peptide auf PSM-
Ebene exportiert und flr jedes PSM die vom Proteome Discoverer standardmalig errechneten
Ratios bezogen auf die erste Probe durch Normierung auf den PSM-Median herausgerechnet
sowie anschlieBend auf den Median der globalen Ratios normalisiert. Dies hat den
Hintergrund, dass eine solche Normierung die durch technische Varianz eingebrachten Fehler
wieder kompensieren kann, deutlich préazisere Werte erzeugt und somit einen validen
Datensatz liefert. In Tab.3.2.2.7.1. wurde beispielshaft dargestellt, welche Auswirkungen die
Normierung auf die einzelnen Werte hat. Werden die gegebenen Ratios auf den Median aller
Ratios eines PSMs normiert, ergeben sich deutlich homogenere Werte, die dann nicht mehr
nur den Bezug zur ersten Probe spiegeln, sondern Aufschluss dariiber geben, wie abundant ein
PSM in einer Probe (iTRAQ-Kanal 113-118) ist, in Relation zu allen anderen Kanalen
desselben PSMs (siehe Tab.3.2.2.7.1. PSM 3 nach Normierung auf den PSM-Median).
Zudem konnen auch Schwankungen fiir einen ganzen iTRAQ-Kanal auftreten, dabei zeigen
die iITRAQ-Ratios eines Kanals fiir alle gefundenen PSMs immer deutlich hohere Werte als in
allen anderen Kanalen (siehe Tab.3.2.2.7.1. 117->globaler Median 3-fach héher als in
anderen Kanalen, 118-> globaler Median 3-fach geringer als in anderen Kandlen). Dies kann
auf Pipettierfehler, eine nicht prazise BCA-Proteinkonzentrationsbestimmung oder ein
unzureichendes Angleichen der Probenmengen vor dem Multiplexen hindeuten. Anhand eines
auf Basis des globalen Medians errechneten Korrekturfaktors kénnen solche durch die
Probenvorbereitung eingebrachten Abweichungen kompensiert und deutlich prazisere Werte
erhalten werden (siehe Tab.3.2.2.7.1 117 und 118 nach Normierung mit Hilfe des errechneten
Korrekturfaktors). Gleichzeitig werden aber Werte, die eine Hoch-/ oder Runterregulation
anzeigen, nicht verfalscht (siehe Tab.3.2.2.7.1. PSM 4 in 116 vor nach Normierung mit Hilfe
des Korrekturfaktors). Zur finalen Auswertung des Experimentes wurden anschliel3end
wurden alle PSMs gruppiert, die vom selben Protein stammten, dieselbe Sequenz besalRen und
dasselbe Modifikationsmuster aufwiesen. So konnte fur zusammengehorige PSMs durch
abschiel’ende Bildung des Medians jedem Peptid eine normalisierte Abundanz zugewiesen

werden.
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Tab.3.2.2.7.1.: Exemplarische Darstellung einer iTRAQ-Normalisierung zur Kompensation der
technischen Varianz.

Ohne Normierung

113/113 114/113 115/113 116/113 117/113 UNESTANICINN P SM-Median

PSM1 1.0 1.0 1.0 1.2 29 1.0
PSM2 1.0 1.3 1.0 12 4.0 0.4 11
PSM 3 1.0 12.0 15.0 10.0 36.0 4.0 11.0
PSM 4 1.0 1.0 1.0 3.0 20 [OSE  10 |
globaler Median 1.0 1.1 1.0 1.2 3.0 0.4
Korrekturfaktor 1.1 1.0 1.1 0.9 0.4

Nach Normierung auf den Peptidmedian

PSM1 1.0 1.0 1.0 1.2 29 0.3

PSM 2 0.9 1.2 0.9 11 3.7 0.4

PSM3 [ R 1.4 0.9 3.3 0.4

PSM 4 1.0 1.0 1.0 3.0 2.9 0.3

Nach Normierung mit Hilfe des errechneten Korrekturfaktors

PSM 1 1.0 0.9 11 1.0 1.0 0.9

PSM2 0.9 12 1.0 0.9 13 11

PSM3 e 10 1.4 0.8 1.2 1.0

PSM4 1.0 0.9 1.1 2.6 1.0 0.9

Die Eintrage aus allen drei Verdauansédtzen wurden vereinigt und zusatzliche Information
uber Proteinfunktion, Lokalisierung etc. aus der Uniprot Datenbank hinzugefiigt. Dieser
Vorgang wurde fur beide Suchen durchgefiihrt, so dass ein Datensatz stammend von der
Uniprot Datenbank und ein weiterer fur die TAIR10 Datenbank entstand.

3.2.3. ANREICHERUNG DISULFIDVERBRUCKTER PEPTIDE

Die Entwicklung eines ChaFRADIC Ansatzes zur Anreicherung Disulfid-verbrickter Peptide
wurde zunéchst mit einem Modellprotein, dem bovinen Serum Albumin (BSA), durchgefihrt,
da es sich mit 17 Disulfidbriicken besonders gut zur Uberpriifung des ChaFRADIC-Ansatzes
eignet. Weiterhin wurde die Anwendung auf eine komplexe biologische Probe gepriift, dazu
wurden Hefezelllysate verwendet, die in dem kooperierenden Labor von Prof. Jan Riemer
(Universitat zu Koln, Institut fur Biochemie) prapariert wurden. Dafur wurden Hefezellen
eines W303 WT-Stammes zunéchst auf Galaktose-Medium angezogen und anschliefend mit
Antimycin A fir verschieden lange Zeitrdume (0, 5, 10, 30, 90, 120 Min.) stimuliert. Diese
Substanz inhibiert die Atmungskette in Mitochondrien (Komplex I11) und fihrt so zur Bildung
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) [169]. Dies sollte zur vermehrten Bildung von
Disulfidbriicken in Proteinen des Cytosols sowie des Intermembran-Raums (engl.:
intermembrane space, IMS) in den Mitochondrien fuhren [170, 171]. Nach erfolgreicher
Behandlung wurden die Zellen direkt in 1% SDS, 50 mM N-Ethylmaleimid (NEM), 50 mM
Na;HPOs pH 6,8 lysiert und auf Trockeneis verschickt. NEM sollt dabei freie
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Sulfhydrylgruppen alkylieren, um so eine Umlagerung bestehender Disulfidbriicken zu
verhindern. Der niedrig gewéhlte pH-Wert sollte die Spezifitat des zugefligten NEMs fir
primare Amine reduzieren, so dass eine Reaktion mit freien Thiolen préaferiert wird [172].

3.2.3.1. PROBENVORBREITUNG

Zur Herstellung einer geeigneten BSA-Standardprobe wurde 1 mg BSA Protein eingewogen
und in 100 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl) -1-piperazinyl) -ethansulfonsédure (HEPES) pH 6,8
geldst. Anschlielend wurden freie Thiole durch Inkubation mit 200 mM NEM fir 10 Min. bei
RT alkyliert und das Protein durch Ethanolfallung wie im Abschnitt 3.2.1.3. beschrieben
prazipitiert. Das erhaltene Proteinpellet wurde in 6 M Harnstoff-Lésung resuspendiert. Flr
den proteolytischen Verdau wurde die gesamte Probe 1:1 (v/v) mit 50 mM ABC-Puffer
verdiinnt, sowie 5% ACN und 1 mM CacCl; zugefigt. Dadurch ergab sich in dem
Verdauansatz eine hohe finale Konzentration an Harnstoff (3 M), die jedoch bei BSA mit
intakten Disulfidbriicken nétig ist, um einen effizienten Verdau zu erreichen. Daher wurde
auch das Verdauverhaltnis von Trypsin: Protein auf 1:10 erhoht, um flr die verminderte
Aktivitat auf Grund der denaturierenden Bedingungen zu kompensieren. Generell ist Trypsin
in Harnstoff-Konzentrationen von bis zu 4 M aktiv, was besonders genutzt wird, wenn schwer
zu lésende Proteine verdaut werden sollen [173]. Dies wurde vor dem Versuch anhand eines
kurzen Experimentes zusétzlich tberprift, indem BSA mit verschiedenen finalen
Konzentrationen an GuHCI und Harnstoff verdaut wurde. Dabei lieferte der Verdau mit 3 M
Harnstoff die besten Ergebnisse, so dass keine unverdauten Protein-Peaks mehr detektiert
werden konnten und zudem die Intensitaten der Peptidpeaks im Vergleich zur GuHCI-
verdauten Probe deutlich anstiegen. Nach der Inkubation iber Nacht bei 37°C, wurde die
Verdaueffizienz, wie nach Burkhart et al. [149] beschrieben, Gberprift und die Probe mittels
15 mg SPE-Kartuschen, wie in Abschnitt.3.2.1.5. aufgefuhrt, entsalzt. Anschlieend wurde

die Probe unter Vakuum eingedampft und in SCX-Puffer A resuspendiert.

Die Hefezellen der Antimycin A-Zeitreihe enthielten bereits 50 mM NEM zur Alkylierung
der freien Thiole, daher wurde hier mit der Konzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay
weiterverfahren (siehe auch Abschnitt 3.2.1.2.). Von allen Proben wurden Verdiinnungen von
1:20, 1:50 und 1:100 in Wasser angefertigt und gegen eine BSA Standardreihe gemessen.
AnschlieBend wurden 150 pg Protein aus jeder Probe mittels FASP (engl.: filter aided sample
preparation) aufgearbeitet [174, 175], was zu moglichst reproduzierbaren Verdauen fuhren
sollte.
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3.2.3.1.1. FASP (FILTER-AIDED SAMPLE PREPARATION METHOD)
PROTOKOLL

Das FASP-Protokoll basiert auf der Verwendung von 30 kDa Nanosep Spin-Filtern, deren
engmaschige Filtermembran fiir Flussigkeiten und kleine Molekile (wie z.B. Salze und
Peptide) permeabel ist. Proteine, die groRer als 30 kDa sind, hingegen werden auf dem Filter
zurlickgehalten, was genutzt wird, um diese umzupuffern und anschlieBend auf dem Filter
proteolytisch zu verdauen. Dazu mussen zundchst Detergenzien (wie z.B. SDS) durch
hochmolaren Harnstoff verdrangt werden und dieser im Anschluss wieder herausgewaschen
werden. Dadurch ergeben sich fiir das Protokoll sequentielle Lade-/ und Waschschritte, bis
die Probe in einem fiir den Verdau geeignetem Puffer vorliegt. Ist eine nachfolgende
Markierung mittels iTRAQ oder anderen Amin-spezifischen Tags geplant, empfiehlt sich die
Verwendung eines Amin-freien Puffers fir den Verdau, wie beispielsweise TEAB-Puffer. Ein
genereller Vorteil des FASP-Protokolls ist, dass die Peptide nach dem Verdau abzentrifugiert
werden konnen und unverdautes Material auf dem Filter zurtickbleibt, dadurch erhalt man

besonders aufgereinigte und reproduzierbar verdaute Proben.

Tab. 3.2.3.1.1.1 Ubersicht der verwendeten Losungen
Reagenz Zusammensetzung

Tris-HCI-Puffer 100 mM Tris in Wasser, pH=8,5 eingestellt mit HCI
Harnstoff-Puffer 8 M Harnstoff in Tris-HCI-Puffer, pH=8,5
TEAB-Puffer 50 mM Triethylamin in Wasser, pH=8,5
Trypsin-Puffer 0,1 M Harnstoff, 2 mM CaClz, 50 mM TEAB, pH=8,5

Alle Filter wurden zundchst mit 100 pL 100 mM Tris-HCI equilibriert und die Flussigkeit bei
13,800 rcf fur 10 Min. durchzentrifugiert. AnschlieBend wurde die Konzentration an SDS in
allen Proben auf 0,3% (v/v) mit Harnstoff-Puffer verdiinnt und die gesamte Probe auf den
Filter geladen. Durch 30-minitige Zentrifugation bei 13,800 rcf wurde das gesamte VVolumen
abzentrifugiert und die vorherigen ProbengefaBe mit 100 pL 8 M Harnstoff-Puffer
ausgewaschen, der anschlielend auf die Filter Gberfiihrt wurde. Nach der Zentrifugation bei
13,800 rcf fir 15 Min. wurden insgesamt 5 Waschschritte durchgefiihrt: Dazu wurden die
Filter mit jeweils 100 pL Puffer befullt und die Flussigkeit bei 13,800 rcf fir 20 Min.
abzentrifugiert. Die Waschritte setzten sich zusammen aus zweimaligem Waschen mit
Harnstoff-Losung sowie dreimaligem Spilen mit TEAB-Puffer. Anschliefend wurden die
Proteine auf dem Filter mit Trypsin-Puffer resuspendiert, Trypsin (T1426, Sigma-Aldrich) in
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einem Verhaltnis von 1:20 zu jeder Probe hinzugegeben und alle Filter fir 10 Min. bei 37°C
mit 350 rpm auf einem Thermomixer inkubiert. Der Verdau erfolgte anschlieRend Giber Nacht
bei 37°C in einem Inkubator. Die generierten Peptide wurden am néchsten Tag durch
Zentrifugation bei 13,800 rcf fir 15 Min. in ein neues Eppendorf Gefal} Gberflihrt und die
Filter nacheinander mit je 50 uL TEAB sowie 50 pL Wasser gewaschen. Das gesamte Eluat
wurde unter Vakuum eingetrocknet und in 150 pL 0.1% TFA aufgenommen. Anschlielend
wurde ein Aliquot korrespondierend zu 1 pg Peptid von jeder Probe abgenommen und die
enthaltenen Mengen anhand der Intensitaten in einer LC-MS-Messung tberpruft.

3.2.3.2. ITRAQ-MARKIERUNG

Um die Peptide nach einer Anreicherung mittels ChaFRADIC quantifizieren zu konnen,
wurde eine iTRAQ-Markierung in den Ansatz integriert. Diese erlaubt ein Multiplexing der
Proben aus den jeweiligen Experimenten und macht den Ansatz weitaus weniger stéranfallig

als mit separat prozessierten Proben.

Fir das erste Uberpriifungsexperiment wurden 4 Aliquots entsprechend 15 pug BSA sowie 2
Aliquots korrespondierend zu 30 pg BSA aus der verdauten Probe abgenommen und einzeln
unter Vakuum eingetrocknet. Anschlielend wurden die Aliquots nach Herstellerangaben auf
Peptidebene markiert, jedoch auf Grund der reduzierten Peptidmengen mit entsprechend
reduzierten Volumina. Tab.3.2.3.2.1. gibt eine Ubersicht (iber die Zusammensetzung der

einzelnen Labeling-Ansétze.

AnschlieBend wurden die Proben vereinigt und unter Vakuum getrocknet. Um die Probe flr
die SCX-Auftrennung vorzubereiten, wurde sie in 0.1% FA aufgenommen und mittels 4 mg
SPE-Kartuschen entsalzt (siehe Abschnitt 3.2.1.5.).

Tab.3.2.3.2.1.: Ubersicht der einzelnen Markierungsansatze mittels iTRAQ 8-plex Reagenz.

Volumen
TEAB-Puffer 3 3 6 6
(500 mM) in pL
iITRAQ Label 113 117 119 121
Volumen
iTRAQ 10 10 20 20
Reagenz in pL
Inkubation 2 h 25°C Thermomixer

Aus den verdauten Hefezellen der Antimycin A Zeitreihe wurden entsprechend der

vorangegangenen Messungen mittels LC-MS, angepasste Mengen korrespondierend zu je 150
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pg Peptid entnommen. Aus der restlichen, bereits verdauten BSA-STD-Probe wurden je 150
fmol unmarkierte Peptide entnommen und zu den einzelnen Proben als Qualitatsstandard
zugefliigt. Anschlieend wurden alle Proben unter Vakuum getrocknet und nach
Herstellerangaben mit dem iTRAQ 8-plex Reagenz derivatisiert. Dazu wurden sie in je 30 pL
TEAB-Puffer resolubilisiert und anschliefend mit je einer Variante (113, 114, 115, 116, 117,
118, 121) des verdiinnten iTRAQ-Reagenzes (20 pL iTRAQ + 80 uL Isopropanol) vereinigt.
Die Inkubation erfolgte bei 25°C fir 2 h in einem Thermomixer. Anschlielend wurden alle
Proben (8 x 150 pg = 1200 pg) vereinigt und bis zur Trocknung unter Vakuum eingeengt. Fur
die Entsalzung mittels C18 15 mg SPE-Kartuschen wurden sie zunéchst in 0.1% TFA

aufgenommen und dann nach beschriebenen Protokoll (Abschnitt 3.2.1.5.) aufgereinigt.

3.2.3.3. ANREICHERUNG MITTELS CHAFRADIC

Fur das Proof-of-principle-Experiment wurde zunachst die Markierungseffizienz durch eine
LC-MS-Messung von 1 pmol der BSA-Peptide geprift, indem die Anzahl der vollstandig
markierten Peptide gegen die der unmarkierten verglichen wurde. Nachdem eine
Markierungseffizienz von tber 99% ermittelt werden konnte, wurden 400 pmol der Probe in
einer SCX-Auftrennung nach aufsteigendem Ladungszustand der Peptide separiert. Die
Parameter waren dabei identisch zu denen, die flr die erste Dimension des erweiterten
ChaFRADIC Experiments im Abschnitt 3.2.2.4. verwendet wurden. Es wurden jedoch nur
zwei Fraktionen gesammelt, die die Peptide des Ladungszustandes +4 sowie >+4 enthielten,
da verdaute Peptide, die Uber eine Disulfidbriicke verknlpft sind erwartungsgemal einen
héheren Ladungszustand besitzen (siehe Abb.3.2.3.3.1.).

) © ®
D N\F e e S AT AT e G

(B Carbamido-
i NH
Rt methylierung NH \/(@J Bl
Disulfid-verbriicktes Peptid Getrennte Einzelpeptide
Ladungszustand +5 Ladunsgzustand +3 und +2

Abb.3.2.3.3.1.: Exemplarische Darstellung der Ladungsreduktion eines Disulfid-verbrickten
Peptids. Ein Disulfid-Peptid eluiert in der SCX-Auftrennung auf Grund seiner Ladung in der +4
oder >+4-Fraktion. Durch die nachfolgend durchgefiihrte Carbamidomethylierung wird die
Disulfidbriicke aufgebrochen und deren Rickbildung irreversibel verhindert. Dadurch
entstehen zwei Einzelpeptide, die geringere Ladungszusténde als das vorherige Disulfid-
Konstrukt besitzen.

Die Losungsmittel der SCX-Auftrennung wurden anschliel3end unter Vakuum verdampft und

die Peptide in 100 mM NaxHPOs-Puffer aufgenommen, um den pH-Wert auf ~7 zu erhdhen.
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AnschlieRend wurden die vorhandenen Disulfidbriicken mittels einer Carbamidomethylierung
irreversibel entfernt. Dazu wurden die zwei Fraktionen mit 10 mM DTT fir 30 Min bei 56°C
und nachfolgend mit 20 mM IAA fir 30 Min. bei RT in Dunkelheit inkubiert. Diese Reaktion
bewirkt eine spezifische Ladungsreduktion der +4- oder +5-fach geladenen Peptid-

Konstrukte, da sie in zwei Einzelpeptide gebrochen werden.

Fur die finale SCX-Auftrennung wurden die behandelten Fraktionen mittels R3-Tips entsalzt
und in SCX-Puffer A aufgenommen. Die +4-Fraktion sowie die >+4-Fraktion wurden einzeln
unter exakt identischen Bedingungen zur ersten Dimension aufgetrennt. Jedoch wurden nun
die +2- und +3-Fraktion gesammelt, da diese theoretisch die carbamidomethylierten, ehemals
Disulfid-verbriickten Peptide enthalten sollten. Die angereicherten Fraktionen wurden erneut
unter Vakuum getrocknet und in 0.1% TFA resuspendiert, um sie anschliefend mit R3-Tips

zu entsalzen und die Identifikation mittels LC-MS durchzufiihren.

Um die Disulfidbriickenbildung in stimulierten Hefe- Proben zu charakterisieren, wurde 1 ug
der iTRAQ-markierten, gepoolten Probe zunéchst auf ihre Labeleffizienz Gberprift, indem
der Anteil an markierten und unmarkierten Peptiden gegeneinander verglichen wurde.
Nachdem eine Effizienz von ber 98% nachgewiesen werden konnte, wurden 400 g der
Probe einer SCX-Auftrennung unterzogen. Die gesamte Anreicherungsprozedur erfolgte
dabei identisch zum BSA-Experiment, so dass final jeweils die angereicherten +2- und +3-
Fraktionen der ehemaligen +4-Fraktion bzw. +5-Fraktionen gesammelt wurden. Eine
Besonderheit ergab sich dabei nur bei der aus der +4-Fraktion angereicherten +3-Fraktion: In
dieser Fraktion koénnen sich theoretisch auch glutathionylierte Peptide befinden. Diese
Modifikation besteht aus einem kurzen Tripeptid, welches ebenfalls durch eine
Disulfidbriicke an ein Cystein gebunden wird (vgl. Abb.3.2.3.3.2.). Daher verhélt es sich
identisch zu einem Disulfid-verbrickten Konstrukt, welches auf Grund eines proteolytischen
Verdaus entstanden ist. Diese glutathionylierten Peptide kénnen auf Grund des speziellen
Designs des ChaFRADIC Experimentes jedoch nur die +4 -+3 Fraktion kontaminieren, so
dass diese Fraktion nicht fur die LC-MS Identifikation beriicksichtigt wurde. Ahnlich wie
Disulfidbrickenbildung tritt auch Glutathionylierung vermehrt auf, wenn die Proteine
erhOhtem oxidativen Stress ausgesetzt sind. Durch diese Anpassung des ChaFRADIC-

Designs kann die Co-Elution jedoch verhindert werden.
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Nettoladung +4 Abtrennung Glutathion-Peptid in +1-Fraktion

Abtrennung Cys-Peptid in +3-Fraktion
ADbDb.3.2.3.3.2.: Abtrennung von glutathionylierten Peptiden wahrend der zwei-dimensionalen
ChaFRADIC-Anreicherung. Das glutathionylierte Peptidkonstrukt hat eine Nettoladung von +4
in der ersten SCX-Dimension. Nach der Carbamidomethylierung eluieren die Einzelpeptide in
den Fraktionen +1 und +3-Fraktion, die beide nicht zur Anreicherung verwendet werden.

3.2.3.4. NANO-LC-MS ANALYSE

Die entsalzten, getrockneten Proben wurden jeweils in 15 pL 0.1% TFA resolubilisiert und
mittels eines nano-LC-MS/MS-Setups gemessen, welches aus einer nano-RSLC HPLC
gekoppelt an ein Q-Exactive HF Massenspektrometer bestand. Die Aufladung der jeweiligen
Probe fand bei einem Ladefluss von 20 pL/ min 0,1% TFA auf eine C18-Vorsdule (100 um x
2 cm PepMap RSLC, Thermo Scientific) statt. AnschlieRend erfolgte die chromatographische
Auftrennung auf einer 50 cm Hauptsdule (C18, 75 pm x 50 cm PepMap RSCL, Thermo
Scientific) mittels eines bindren Gradienten bestehend aus Lésungsmittel A (0,1% FA) und
Losungsmittel B (0,1% FA, 89% ACN) bei einer Flussrate von 250 nl/min und 60°C.

Fur die globalen Analysen wurde jeweils 1 pmol BSA und ein Aliquot korrespondierend zu 1
pMg an Hefepeptid aus den Proben entnommen und mit Hilfe eines linearen Gradienten
beginnend von 3% B ansteigend auf 42% B separiert. Von den angereicherten, ehemals
Disulfid-verbrickten Peptiden aus BSA wurde jeweils ein Aliquot korrespondierend zu 500
fmol Peptid via LC-MS gemessen, wobei der passend zur Materialmenge gewahlte Gradient
linear von 3% auf 50% Losungsmittel B in 35 Min. anstieg. Von den deutlich komplexeren
Fraktionen aus den Antimycin A behandelten Hefeproben wurden abhédngig von der
jeweiligen Intensitét in der finalen SCX-Auftrennung entweder 33% (Fraktion +4 - +2) oder
100% (+5 - +2 und +5 - +3) analysiert. Der Gradient stieg in einem linearen Verlauf von
3% B auf 42% B in 120 Min. an.

Fir die massenspektrometrische Analysen wurde fur alle Messungen eine datenabhangige
Akquisition gewéhlt, die den Full Scan bei R = 60,000 und den MS/MS Scan der 15
abundantesten lonen (Topl15) bei R = 15,000 ausfiihrte. Die maximale lonenanzahl wurde auf
1 x 108 in 120 ms fiir den MS* Scan gesetzt und fiir MS? auf 2 x 10° in 200 ms. Da es sich um

ITRAQ-markierte Proben handelte wurde eine normalisierte Kollisionsenergie von 33 gewahlt
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und die erste aufzuzeichnende Masse auf 105 m/z festgesetzt, um auch die Detektion des

kleinsten entstehenden Reporterions (113 m/z) zu gewahrleisten.

3.2.3.5. DATENAUSWERTUNG

Die spektrometrischen Roh-Daten wurden mittels des Proteome Discoverers (Version
1.4.1.14) auf Peptidibereinstimmungen Uberprift und quantifiziert. Dazu wurde eine
Datenbank generiert, die sowohl das Hefeproteom enthielt als auch die BSA-Sequenz (August
2012; 6852 Eintrage). Fir den Suchalgorithmus Mascot (Matrix Science; Version 2.4.1)
wurden aullerdem folgende Einstellungen gewéhlt: Verdauenzym Trypsin mit maximal 2
Uberlesenen Schnittstellen, Precursor-Massentoleranz 10 ppm, Fragmentmassentoleranz 0,02
Da. Als variable Modifikation wurde Oxidation am Methionin (15,9949 Da) und als statische
Modifikation iTRAQ-8plex am N-Terminus sowie Lysin (304,2053 Da) und
Carbamidomethylierung am Cystein (57,0214 Da) angegeben. Die gefundenen PSMs wurden
nach hoher Konfidenz (FDR <1%) und der bestmdglichen Ubereinstimmung (Search Engine
Rank 1) gefiltert und durch Verwendung der ,,Reporter Ions Quantification“-Node anhand der
jeweiligen iITRAQ-Reporter quantifiziert. Die durchgefuhrten Suchen fir die angereicherten
BSA- sowie die Hefe-Fraktionen wurden auf PSM-Ebene jeweils in eine Exceldatei exportiert
und wie im erweiterten ChaFRADIC Ansatz ausfiihrlich beschrieben normiert (siehe
Abschnitt 3.2.2.7.) Es wurden nur Peptideintrage beriicksichtigt, die mindestens eine
Carbamidomethylierung trugen, da es sich hierbei um die angereicherten, ehemals Disulfid-
verbrickten Peptide handelte. Wenn diese vom selben Protein stammten und dasselbe
Modifikationsmuster aufwiesen, wurden die Eintrdge gruppiert und durch Bildung des
Medians jedem Peptid eine normalisierte iITRAQ-Intensitat zugewiesen, so dass sich eine

finale Liste an nicht-redundanten Peptiden ergab.

3.2.4. ANREICHERUNG UBIQUITINYLIERTER PEPTIDE

3.2.4.1. IMMUNOAFFINITATS-BASIERTE ANREICHERUNG

Ublicherweise werden ubiquitinierte Peptide mittels Immunaffinitats-basierter Verfahren
angereichert, wobei ein spezifischer Antikorper an das am Peptid befindliche Glycin-Glycin-
Motif bindet und dieser gebildete Immunkomplex anschlieBend isoliert werden kann (vgl.
Abschnitt 1.4.1.). Um den Erfolg dieser Methode zu tberprifen und die erzielten Ergebnisse
spater als Vergleichswerte zum ChaFRADIC-Ansatz zu benutzen, wurden zundchst HeLa S3
Zellen in DME-Medium (engl.: Dulbecco's Modified Eagle Medium, angereichert mit 1 g/l
Glukose und Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin, 10% FCS) bei 37°C und 5% CO2-Gehalt
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14 Tage in 4 Passagen angezogen. Nachdem eine Konfluenz von etwa 60% (Zellzahl etwa 5-7
x 10° Zellen/175 cm? Flasche) erreicht worden war, wurden die Zellen mit 10uM eines
Proteasominhibitors (MG-132) unter ansonsten identischen Bedingungen wie zuvor fiir 24 h
behandelt. Wie durch Dammer et al. publiziert, flhrt die Blockierung des Proteasoms unter
diesen Bedingungen zu einer 6-7-fachen Erhéhung der Ubiquitinabundanz im Vergleich zu
unbehandelten Zellen, da der Abbau ubiquitinierter Proteine gehemmt wird [176].
AnschlieBend wurden die Zellen mit einem Lysepuffer (1% SDS, 50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM NEM, 1x Complete Mini Protease-Inhibitor, pH 7,8)
aufgeschlossen, wobei NEM zur Inaktivierung Cystein-abhangiger Deubiquitinylasen dient
[177]. Im Lysat co-isolierte DNA wurde mittels einer Ultraschallbehandlung in 10 Zyklen a 6
Sek. mit maximal 3 Watt Ausgangsleistung fragmentiert, wobei das Lysat auf Eis gekuhlt
wurde. Unldsliche Bestandteile wurden bei 16,000 x g fir 20 Min. bei 4°C abzentrifugiert und
der Uberstand fir die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Assay
abgenommen. Diese Probe wurde anschlieRend aliquotiert und diente als Ausgangsprobe fiir

verschiedene nachfolgende Experimente.

Zur Anreicherung ubiquitinierter Peptide mittels Immunaffinitatsaufreinigung wurde ein
Aliquot korrespondierend zu 22 mg Protein durch Ethanolfallung prézipitiert und das
erhaltene Proteinpellet in 6 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff und 10 mM HEPES bei pH 8,0
resolubilisiert. Bestehende Cysteinmodifikationen wurden durch Reduktion mit 10 mM TCEP
flr 1 h bei 60°C und anschlieender Alkylierung mittels 20 mM MMTS fiir 10 Min. bei RT in
Dunkelheit entfernt, so dass die Entstehung von Artefakten durch Verwendung
herkdmmlicher Alkylierungsreagenzien wie lodacetamid umgangen werden konnte [178].
Nachfolgend wurden die Proteine durch Inkubation mit Trypsin (T1426, Sigma-Aldrich) im
Verhaltnis 1:30 Uber Nacht bei 37°C verdaut und anschliefend mittels Festphasenextraktion
(Bond Elut C18, 1 g Materialbett, 6 mL Volumen, Agilent Technologies) nach Angaben des
Herstellers entsalzt. Nach Uberpriifung der Gesamtprobenmenge mittels LC-MS wurde ein
Aliquot entsprechend 20 mg Protein entnommen und fir die Anreicherung von
ubiquitinylierten Peptiden mit Hilfe des PTMScan Ubiquitin Remnant Motif (K-e-GG) Kits
(Cell Signaling Technology) verwendet [93, 179]. Es wurde exakt nach Herstellerangaben
(Stand Januar 2012) vorgegangen, wobei das Protokoll, welches auf Verwendung von
detergenzienhaltigen Puffern basiert, gewahlt wurde. Die angereicherten ubiquitinierten
Peptide wurden ebenfalls wie im Protokoll empfohlen mittels Millipore ZipTips (C18
Material, Sigma Aldrich) aufgereinigt und anschlieBend die gesamte Probe via LC-MS
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analysiert. Dazu wurde ein nano-LC-MS/MS-Setup verwendet bestehend aus einer nano-
RSLC HPLC gekoppelt an ein Q-Exactive Massenspektrometer (beides Thermo Scientific).
Die Aufladung der Probe auf eine C18-Vorsdule (100 um x 2 cm PepMap RSLC, Thermo
Scientific) erfolgte mit einem Ladefluss von 20 pL/min 0,1% TFA. Anschliefend wurden die
Peptide auf einer 50 cm langen Hauptséule (C18, 75 um x 50 cm PepMap RSCL, Thermo
Scientific) mittels eines bindren Gradienten bestehend aus Lésungsmittel A (0,1% FA) und
Losungsmittel B (0,1% FA, 89% ACN) bei einer Flussrate von 250 nl/min bei 60°C
aufgetrennt. Sowohl fur die globale Messung als auch fir die Analyse der angereicherten
Peptide wurde ein linearer Gradient, ansteigend von 3-42% B, gewéhlt. Die
massenspektrometrische Analyse erfolgte durch datenabhangige Akquisition. Fur den Full
Scan bei R = 70,000 wurde die maximale lonenzahl auf 3 x 10° in 120 ms gesetzt und der
MS? Scan wurde fiir die 15 intensivsten lonen (Top15) bei R = 17,500 bei einer maximalen
Injektionszeit von 250 ms fiir 5 x 10* lonen ausgefiihrt. Es wurde eine Kollisionsenergie von
NCE 27 gewahlt. Die erhaltenen Rohdaten wurden gegen eine humane Datenbank (Uniprot
DB, Stand Juli 2012, 20,232 Eintrage) mittels der Proteome Discoverer Software (Version
1.3.0.339) und dem integrierten Suchalgorithmus MASCOT™ (Version 2.4.1.) abgeglichen.
Die Sucheinstellungen beinhalteten dabei folgende Parameter: Verdauenzym Trypsin mit
maximal 2  (berlesenen  Schnittstellen,  Precursor-Massentoleranz 10  ppm,
Fragmentmassentoleranz 0,02 Da. Zusatzlich wurden als statische Modifikationen
Methylierung am Cystein (+14,01565 Da) angegeben sowie als variable Modifikationen
Diglycinierung am Lysin (+114,042927 Da) und Acetylierung am Protein-N-Terminus
(+42,01056 Da). Aus der resultierenden Liste an Peptidibereinstimmungen wurden nur
diejenigen berticksichtigt, die eine hohe Konfidenz (FDR <1%) und eine bestmdgliche

Ubereinstimmung (Search Engine Rank 1) aufwiesen.

3.2.4.2. ANREICHERUNG MITTELS CHAFRADIC - VOREXPERIMENT

Anstatt die Anreicherung Uber die Bindung an einen spezifischen Antikorper zu erreichen,
sollte im Rahmen dieser Arbeit die Moglichkeit zur chromatographischen Anreicherung
ubiquitinierter Peptide Uberprift werden. Dazu sollte das bereits etablierte ChaFRADIC-
Prinzip genutzt werden, so dass ubiquitinierte Peptide in einem zwei-dimensionalen Ansatz
durch einen induzierten Ladungsshift von nicht-ubiquitinierten Peptiden abgetrennt werden
konnen. Das experimentelle Design sollte dabei wie in Abb.3.2.4.2.1. dargestellt aufgebaut
werden. Ausgangspunkt ist das wie im Abschnitt 3.2.4.1. vorbereitete Lysat, das intakte -

darunter auch ubiquitinylierte — Proteine enthalt. Primdre Amine, wie Lysinseitenketten und
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N-Termini, werden zunédchst durch Umsetzung mit Ds-NHS-Ester schwer acetyliert.
AnschlieBend erfolgte ein Trypsinverdau, der durch die Modifikation der priméren Amine
jedoch eine ArgC-Spezifitdt erhielt, so dass Proteine sowie eventuell vorhandene
Ubiquitinketten jeweils nur am Arginin gespalten wurden. Die anzureichernden Peptide
tragen nun das spezifische GlyGly-Motif und sollten in der chromatographischen
Auftrennung im SCX einen Ladungszustand von +3 (ein GlyGly-Rest) oder +4 (zwei GlyGly-
Reste) aufweisen. Ahnlich wie in anderen ChaFRADIC-Applikationen wird zunachst die
Auftrennung eines komplexen Peptidgemisches durchgefihrt, wobei die Ubiquitin-Peptide
bereits in den Fraktionen +3 und +4 ,,vorfraktioniert” werden, jedoch hier auch andere Peptide
desselben Ladungszustandes prasent sein konnen (vgl. Abb.3.2.4.2.1. ,abzutrennende
Peptide®).
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> K
O
L]
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™ R ! agac
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Abb.3.2.4.2.1.: ChaFRADIC-Ansatz zur Anreicherung von ubiquitinierten Peptiden. Zunéchst
werden die priméaren Amine aller intakten Proteine mit einer schweren Acetylierung modifiziert
und anschlieRend verdaut. An ubiquitinierten Peptiden verbleibt dabei ein spezieller GlyGly-
Rest, so dass diese Peptide in der SCX-Auftrennung eine Nettoladung von +3 oder +4 aufweisen.
Um sie von anderen enthaltenen Peptiden mit gleicher Ladung zu separieren, erfolgt eine zweite
Derivatisierung mit einem leichtem Acetylierungsreagenz. Diese fuhrt bei GlyGly-Peptiden zu
einer mehrfachen und bei allen anderen, abzutrennenden Peptiden nur zu einfacher
Ladungsreduktion. Durch die dadurch bedingte veranderte Elutionszeit kdnnen die
Peptidklassen voneinander getrennt werden.

Im ndchsten Schritt werden alle in den gesammelten Fraktionen enthaltenen Peptide mit

einem -im  Vergleich zur vorangegangen schweren  Acetylierung- leichtem
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Derivatisierungsreagenz umgesetzt und dadurch in ihrer Nettoladung reduziert. Dies hat zur
Folge, dass in einer zweiten SCX-Auftrennung Ubiquitin-Peptide einen mehrfachen
Ladungsshift zeigen (von +3 bzw. +4 auf +1) und alle anderen, nicht ubiquitinierten Peptide
nur eine Ladung verlieren (von +3 auf +2).

Entsprechend diesem experimentellen Ablauf wurde ein Aliquot korrespondierend zu 11 mg
Protein aus dem im Abschnitt 3.2.4.1. beschriebenen Lysat enthommen und wie folgt
carbamidomethyliert. Dazu wurden vorhandene Thiolmodifikationen zundchst durch
Inkubation mit 10 mM DTT fir 30 Min. bei 56°C reduziert und freigewordene Thiole
anschlieBend durch Zugabe von 20 mM IAA fur 30 Min. bei RT in Dunkelheit alkyliert.
Durch den besonderen Aufbau der ChaFRADIC-Anreicherung bedurfte es hier nicht der
ublicherweise bendtigten  Alkylierungsreagenzien TCEP und MMTS. Nach der
Carbamidomethylierung wurden die Proteine mittels Ethanolfallung prézipitiert und das
Proteinpellet wurde in 6 M GuHCI, 100 mM NaHPOs, pH 7,9 resolubilisiert, um die
Acetylierung durchzufihren. Dafiir wurde die Probe zunéachst fur 1 h mit 20 mM D3-NHS bei
37°C auf einem Thermoschuttler inkubiert und die Reaktion nach Zugabe von weiteren 10
mM Ds3-NHS eine weitere Stunde bei 37°C fortgesetzt. AbschlieRend wurde der
Acetylierungsvorgang durch Zugabe von 60 mM Glycin fiir 10 Min. bei RT abgestoppt und
eventuelle Nebenreaktionen durch Inkubation mit 130 mM Hydroxylamin fir 10 Min. bei RT
revertiert. AnschlieBend wurde die Probe erneut einer Ethanolfallung unterzogen und das
Proteinpellet in 6 M GuHCI, 50 mM Na2HPO4, pH 7,9 geldst. Danach wurde die Probe 10-
fach mit 50 mM NaHPOQO4 verdiinnt und nach Zugabe von 5% ACN und 1 mM CaCl, mit
Trypsin (T1426, Sigma-Aldrich) im Verhaltnis 1:20 (Trypsin: Protein) bei 37°C ber Nacht
verdaut. Anschlielend wurde die Probe mit geeigneten Kartuschen (Bond Elut C18, 30 mg
Materialbett, 3 mL Volumen, Agilent Technologies) nach Angaben des Herstellers entsalzt
und wie im Abschnitt 3.2.4.1. beschrieben der Immunprazipitation unterzogen. Das
aufgereinigte Eluat wurde anschlieBend einer ChaFRADIC-Anreicherung nach dem oben
beschriebenen Prinzip unterzogen, wobei es sich hier um ein VVorexperiment handelte, indem
gepruft werden sollte, in welchen Fraktionen der ersten und zweiten Dimension die Ubiquitin-
Peptide eluieren und, ob dies mit den theoretischen Uberlegungen tibereinstimmt. Dazu wurde
das bereits etablierte SCX-HPLC-System verwendet, welches bereits in Abschnitt 3.2.2.4
beschrieben wurde, und aus einer Polysulfoethyl A Sdule (150 x 1 mm, 5 pm
Partikeldurchmesser, 200A PorengréRe, Hersteller PolyLC, USA) und einem U3000 HPLC
System (Thermo Scientific, Bremen) bestand. Zur Auftrennung wurden SCX-Puffer A (10
mM KH2POa4, 20% ACN, pH 2,7), SCX-Puffer B (10 mM KH2POa4, 250 mM KCI, 20% ACN,
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pH 2,7) und SCX-Puffer C (10 mM KH2PO4, 600 mM NaCl, 20% ACN, pH 2,7) bei einem
Fluss von 80 pL/min verwendet, wobei der genaue Gradientenverlauf in Tab.3.2.4.2.1.

zusammengefasst wurde.

Tab.3.2.4.2.1.: Gradientenverlauf in der ChaFRADIC-Anreicherung fur ubiquitinierte Peptide.

Gradientenverlauf

100% A fur 5 Min. Verlauf des Gradienten
0 bis 15% B in 9 Min. 120
100
15% B fur 9 Min. < 50 ]_\
£ e Puffer B
15% bis 30% B in 8 Min. g 60 \ _P:ﬁzrc
a 40
30% B fur 6 Min. 0 - \
30% bis 0% B in 2 Min. N N
0 10 20 30 40 50 60
0 bis 100% C in 2 Min. Zeitin Min

100% C fur 5 Min.

In der ersten Dimension wurden die Fraktionen FT, +1, +2, +2/+3-Ubergang und die
Hauptfraktion +3/+4/+5 gesammelt. Die Fraktionen FT bis +2 sollten dabei keine Ubiquitin-
Peptide enthalten, was durch Messung von 1% aller Fraktionen mittels LC-MS (berpriift
wurde. Ubiquitinierte Peptide sollten im Gegensatz dazu einen Ladungszustand von +3 oder
hoher aufweisen und in einem Bereich zwischen Minute 30 und 46 im Gradienten eluieren, so
dass dieser Bereich in einer Fraktion gesammelt wurde. AnschlieBend wurde diese Fraktion
unter Vakuum getrocknet und die Peptide in 200 mM NazHPO4, pH 7,9 aufgenommen. Die
leichte Acetylierung erfolgte unter Inkubation mit 20 mM NHS fur 1 h bei 37°C, gefolgt von
einer zweiten Inkubation mit 10 mM NHS unter identischen Bedingungen. Danach wurde die
Reaktion unter Zugabe von 60 mM Glycin fur 10 Min. bei RT gestoppt und die Probe mit 130
mM Hydroxylamin fir 10 Min. bei RT inkubiert. Fir die zweite SCX-Dimension wurde die
Probe zun&chst mit R3-Tips, wie bereits in Abschnitt 3.2.1.5. beschrieben, entsalzt,
anschlieBend unter Vakuum getrocknet und erneut in SCX-Puffer A aufgenommen. Die
zweite Dimension erfolgte unter identischen Bedingungen zur ersten Auftrennung, wobei nun
Fraktion +1 gesammelt wurde, in der die ladungsreduzierten Ubiquitin-Peptide eluieren
sollten. Diese wurde ebenfalls bis zur Trocknung unter Vakuum eingeengt und komplett ftr
eine LC-MS/MS-Analyse verwendet. Analyse und Datenauswertung erfolgte wie bereits im
Abschnitt 3.2.4.1. beschrieben, wobei hier lediglich ein anderes Massenspektrometer
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verwendet wurde. Es handelte sich dabei um ein Nachfolgegerat der Q Exactive, namLich ein
Q Exactive HF Massenspektrometer (Thermo Scientific), so dass es hier nur einige geringe
gerateabhéngige Parameteranderungen gab. Die Q Exactive HF wurde im datenabhangigen
Aufzeichnungsmodus betrieben, wobei der Full Scan bei R = 60,000 aufgezeichnet wurde,
gefolgt von MS/MS Spektren der 15 intensivste lonen (Topl5) bei R = 15,000. Die Werte flr
maximale lonenanzahl und Fiillzeiten wurden fiir den MS* Scan auf 1 x 10° in 120 ms gesetzt
und fur MS? auf 2 x 10° in 200 ms. Es wurde eine Kollisionsenergie von NCE 30 gewahit.
Der Abgleich der spektralen Rohdaten erfolgte anhand der humanen Uniprot Datenbank
(Stand September 2014, 20,194 Eintrage) mittels der Proteome Discoverer Software (Version
1.4.1.14). Fir den integrierten Suchalgorithmus MASCOT™ (Version 2.4.1.) wurden
folgende Parameter festgelegt: Verdauenzym ArgC mit maximal zwei Uberlesenen
Schnittstellen, Precursor-Massentoleranz 10 ppm, Fragmentmassentoleranz 0,02 Da. Es
wurden als statische Modifikationen Carbamidomethylierung am Cystein (+57,0214 Da) und
leichte Acetylierung an Peptid-N-Termini (+42,0106 Da) ausgewahlt, sowie als variable
Modifikationen der leicht acetylierte GlyGly-Rest am Lysin (+ 156,0535 Da) und schwere
Ds-Acetylierung am Lysin (45,0343 Da). Die erhaltene Liste an Peptidibereinstimmungen
wurde nach hoher Konfidenz (FDR<1%) und einer bestmdglichen Ubereinstimmung (Search

Engine Rank 1) gefiltert.

3.2.4.3. ANREICHERUNG MITTELS CHAFRADIC - VERGLEICHSEXPERIMENT

Die im vorangegangenen Abschnitt beschriebene ,,Anreicherung® einer bereits durch
Immunprazipitation angereicherten Probe diente als Vorexperiment, in dem der bis dahin
theoretisch geplante Versuchsablauf auf seine Plausibilitdt und Funktionalitat geprift werden
konnte. Der eigentliche Sinn der Methode bestand jedoch darin ubiquitinierte Peptide aus
einem komplexen Peptidgemisch ohne Immunaffinitats-basierte Verfahren jedoch unter
Einsatz des ChaFRADIC-Prinzips chromatographisch anzureichern. Zu diesem Zweck wurde
erneut die in Abschnitt 3.2.4.1. beschriebene Ausgangsprobe verwendet, wobei ein Aliquot
korrespondierend zu 1500 pg Protein entnommen wurde. Diese Probe wurde identisch zur im
Abschnitt  3.2.4.2. geschilderten Vorgehensweise aufgearbeitet, wobei lediglich die
Immunprazipitation ausgelassen wurde. Aus der verdauten und entsalzten Probe wurden
anschlielend drei verschiedene Probenmengen entnommen: 20, 200 und 1000 pg Peptid.
Diese wurden dann jeweils einzeln fir die Anreicherung mittels ChaFRADIC verwendet,
wobei die Vorgehensweise exakt identisch zu der im Abschnitt 3.2.4.2. beschriebenen war.
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Ebenso erfolgte die massenspektrometrische Analyse und anschlieBende Dateninterpretation

wie im vorherigen Abschnitt geschildert.

3.2.4.4. IMMUNOAFFINITATS-BASIERTE ANREICHERUNG MIT 1 MG
MATERIAL

Die Optimierung des Anreicherungsprotokolls, welches der Hersteller (Cell Signaling
Technology) fir die Verwendung des PTMScan Ubiquitin Remnant Motif (K-e-GG) Kits
empfiehlt, wurde die in Abschnitt 3.2.4.1. beschriebene Ausgangsprobe verwendet. Es wurde
ein Aliquot entsprechend zu 1300 pg Protein abgenommen und im Hinblick auf
Carbamidomethylierung und Verdau wie in Abschnitt 3.2.4.1. beschrieben flr die
Immunprazipitation aufgearbeitet. Nach Uberpriifung der Probenmenge mittels LC-MS wurde
eine Probenmenge von 1 mg Peptid fir die Anreicherung mittels Immunprézipitation
eingesetzt. Diese erfolgte in Anlehnung an das bestehende (flir gréRere Mengen optimierte)
Protokoll des Herstellers, wobei einige wichtige Anderungen vorgenommen wurde, die eine
Anwendung auch fur kleinere Probenmengen ermdglichen sollte. Diese werden im Ergebnis
und Diskussionsteil eingehend beschrieben. Das fiir kleine Probenmenge (bis 1 mg Peptid)
optimierte Protokoll basierte ebenfalls auf der Verwendung des IAP-Puffer mit Detergenzien,
wobei die Herstellung des Puffers nicht verandert wurde. Alle Schritte wurden bei 4°C
durchgefuhrt. Zunachst wurde die Probe in 140 uL des IAP-Puffers aufgenommen und die
Resolubilisation durch 5 Zyklen & 3 Sek. im Ultraschallbad unterstutzt. AnschlieRend wurde
der pH-Wert der Lésung tberprift und sofern nétig mit 1-2 puL 1 M Tris (pH nicht mit HCI
justiert) auf etwa 7 eingestellt. Aus der Antikérper-Suspension wurden 4 puL abgenommen,
wobei ein zuvor praparierter 200uL-Pipettentip verwendet wurde, der eine vergrolerte
Offnung besaB. Der Antikérper-Bead-Komplex wurde in ein 200puL-Eppendorfreaktionsgefal
uberfiihrt, mit 50 pL PBS-Puffer verdinnt und einige Male vorsichtig durch Invertieren
gemischt. Durch anschlieende Zentrifugation fur 30 Sek. Bei 2,000 x g sammeln sich die
Antikorper-Bead-Komplexe am Boden des ReaktionsgefaBes, so dass der Uberstand
abgenommen werden kann. Dieser Waschschritt wurde insgesamt 4-mal durchgefihrt.
Danach wurden unlésliche Bestandteile aus der Probe fur 5 Min. bei 10,000 x g
abzentrifugiert und der Uberstand mit der vorbereiteten Antikorper-Suspension vereinigt. Das
Reaktionsgefal? wurde zusatzlich mit Parafilm verschlossen, um Undichtigkeit vorzubeugen
und anschliefend im Overhead-Shaker bei 4°C fir 4 h inkubiert. AnschlieRend wurde die
Probe fir 30 Sek. bei 2,000 x g zentrifugiert und die im Uberstand befindlichen

ungebundenen Peptide abgenommen. Danach folgten mehrere Wasch-/ und Elutionsschritte,
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um die an den Antikorper gebundenen Peptide zu eluieren. Dabei wurde der Immunkomplex
mit der entsprechenden Losung jeweils vorsichtig durch Invertieren gemischt und
anschlieRend fiir 30 Sek. bei 2,000 x g zentrifugiert, um den Uberstand abzunehmen. Die
einzelnen Schritte wurden in Tab.3.2.4.4.1. zusammengefasst. Das vereinigte Eluat wurde
mittels Festphasenextraktion nach Herstellerangaben (Millipore ZipTips, C18 Material, Sigma
Aldrich) aufgereinigt und die gesamte Probe im LC-MS/MS analysiert. Dabei folgten die
massenspektrometrische Analyse sowie die Datenauswertung der im Abschnitt 3.2.4.1.
beschriebenen VVorgehensweise.

Tab.3.2.4.4.1.:  Ubersicht der Wasch-/ und Elutionsschritte des optimierten
Anreicherungsprotokolls ausgehend von 1 mg Peptid.

Schritt Losung  Volumen  Anzahl Bemerkung Ziel
Herauswaschen
Wasch- f . bund
. IAP-Puffer 100 pL 2X 2-3 Invertieren ungebundener
Peptide
Wasch- Entfernung des
. Wasser 100 pL 3X 2-3 Invertieren Detergenzien-
schritt 2

haltigen Puffers
10 Min. Inkubation
Elutions- 0 bei RT, alle 2 Min. Elution der
schritte UL AU 28 Invertieren, beide  Ubiquitin-Peptide
Eluate vereinigen

Das Protokoll wurde anschlieBend auch auf zwei weitere Proben angewendet. Zum einen
wurde dafur ein Lysat von Dr. Oliver P6tz (Naturwissenschaftliche und Medizinische Institut
(NMI) an der Universitat Tibingen) verwendet, welches aus MG-132 behandelten Hela-
Zellen aufgearbeitet wurde und als Vergleichsprobe aus einem Fremdlabor dienen sollte.
Weiterhin wurde auch ein Lysat verwendet, bei dem keine Behandlung wahrend der Anzucht
der HelLa-Zellen stattgefunden hat, diese Probe wird im Nachfolgenden als unstimulierte
Probe bezeichnet. In beiden Féllen erfolgte Anzucht, Probenvorbereitung und
Immunprazipitation nach der bereits beschriebenen Vorgehensweise durch Einsatz von 1mg

Probenmaterial.
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4 ERGEBNISSE

4.1. OPTIMIERUNG SCX-AUFTRENNUNG

Die Optimierung eines HPLC-basierten SCX-Chromatographie-Systems hinsichtlich einer
klaren und reproduzierbaren Auftrennung eines komplexen Peptidgemisches nach
aufsteigenden Ladungszustédnden erfolgte mittels eines enzymatisch verdauten Blutplattchen-
Lysats, welches jeweils in 40 pg-Aliquots genutzt wurde, um durch Austesten verschiedener
Gradienten schlussendlich eine Auftrennung nach definierten Ladungszustanden zu erhalten.
Im Nachfolgenden werden nur die wichtigsten Schritte einer solchen Optimierung
exemplarisch dargestellt, da es sich insgesamt um einen zeitaufwendigen und mit vielen
Einzelmessungen verbundenen Prozess handelt. Die Wahl der verwendeten Puffer orientierte
sich dabei zun&chst an den empfohlenen Werten des Herstellers und wird in Tab.4.1.1.
zusammengefasst (siehe auch Abschnitt 3.2.1.6.).

Tab.4.1.1.: Zusammensetzung der verwendeten SCX-Puffer

SCX-Puffer A 10 mM KH2POsg,
20% ACN, pH=2,7

SCX-Puffer B 10 mM KH2PQO4, 188 mM KClI,
20% ACN, pH=2,7

SCX-Puffer C 10 mM KH2POj4, 800 mM NacCl,
20% ACN, pH=2,7

Flussrate 80 pL /min

Mit Hilfe eines sehr flach ansteigenden, linearen Gradienten und LC-MS-Messung der
Fraktionen inklusive Ladungsbestimmung sollte zunachst eine grobe Abschatzung getroffen
werden, bei welchem Anteil an Losungsmittel B Peptide bestimmter Ladung eluieren. Das in
Abb.4.1.1. dargestellte Chromatogramm zeigt den Verlauf des Gradienten und die im UV-
Detektor aufgezeichnete Absorption der jeweils eluierenden Peptide bei 214 nm in mAU.
Nachfolgend sind einige Beispiele der im Rahmen der Optimierungen getesteten Gradienten

aufgefihrt.
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Abb.4.1.1.: Chromatogramm einer SCX-Auftrennung. Die Absorption der eluierenden Peptide
wird in einem UV-Detektor bei 214 nm in mAU aufgezeichnet. Um die Identitat der Peptide
aufzuklaren, wurden einzelne Fraktionen (1-14) einer massenspektrometrischen Analyse
unterzogen. Dabei zeigte sich, dass mit zunehmendem Gehalt an SCX-Puffer B die Peptide nach
aufsteigender Ladung eluieren, wobei diese sich in bestimmten Bereichen Uberlagern kénnen
und es zur Bildung von Mischfraktionen kommt. Die prozentuale Zusammensetzung der
Einzelfraktionen ist im Diagramm angegeben.

Es wurden drei-minttige Fraktionen gesammelt, von denen aus Effizienzgrinden nur einzelne
Fraktionen  massenspektrometrisch  analysiert wurden. Anhand der ermittelten
Aminosauresequenzen der jeweiligen PSMs wurde anschlieBend der theoretische
Ladungszustand bei pH 2,7 bestimmt, wobei es sich hierbei um einen Naherungswert handelt.
Die Ladungsverteilung innerhalb einer solchen Fraktion ist im oberen Bereich der Abb.4.1.1.
angegeben, wobei als finales Ziel eine Trennung der einzelnen Ladungszustéande (+1 bis >+4)
maoglichst bis zu 95% erreicht werden sollte. Dazu wurden automatisiert Uber den Verlauf
einer SCX-Auftrennung definierte Fraktionen gesammelt und diese anschlieRend
massenspektrometrisch analysiert. Es zeigte sich, dass die Peptide grundsétzlich bereits nach
ansteigender Ladung aufgetrennt wurden, diese jedoch in sehr schmalen Zeitfenstern
nacheinander sowie an den Ubergangsbereichen in Mischfraktionen eluierten (siehe z.B.
Abb.4.1.1. Frak. 1-3). Weiterhin war das Retentionszeitfenster fur beispielswiese 2-fach
positiv geladene Peptide sehr schmal (siehe Abb.4.1.1. Frak.1+2), wohingegen die 4-fach
geladenen Uber fast 30 Min. eluierten (siehe Abb.4.1.1. Frak. 6-12). Anhand der
Gradientenoptimierung sollte erreicht werden, dass (i) die einzelnen Ladungszustande
maoglichst gleichméRig aufgetrennt werden, (ii) durch Integration von Gradientenstufen eine
,Puffer-Zone* geschaffen wird, die verhindert, dass sich das Elutionszeitfenster von Peptiden

eines Ladungszustandes z.B. bei Aufladung von mehr Probenmaterial verschiebt und (iii) sich
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insgesamt ein zeitlich effizienter Gradient ergibt. Dazu wurde zunéchst der Anteil an SCX-
Puffer B in Fraktion 6 (siehe Abb.4.1.1.) bestimmt, da hier noch viele dreifach geladene aber
auch erste 4-fach geladene Peptide eluierten. Durch Einbau einer Stufe an dieser Position
sollte eine Streckung des +3-Retentionszeitfensters erreicht werden, so dass die 4-fach
positiven von dieser Fraktion klar abgegrenzt werden konnen. In Abb.4.1.2. sieht man den
Verlauf des Gradienten mit einer Stufe bei 22% SCX-Puffer B, die dazu fihrte, dass dreifach
geladene Peptide Uber einen ldngeren Zeitraum eluieren (Frak. 4-8). Der gewahlte Anteil an
Losungsmittel B scheint jedoch zu hoch gewéhlt, da hier weiterhin auch vierfach positiv

geladene Peptide detektiert wurden.
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Ladung +5

Peptiden
w
Q
X

70

" Anteilan

50

38

257 SCX-Puffer C

13

Intensitat in mAU @214 nm

1 i $cx-pifferE
4 ¢ dssrBowR

T T T + + \ + T + + + + + t + +
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 60.0 65.0 70.0 75.5
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Abb.4.1.2.: SCX-Chromatogramm nach Einbau einer Gradientenstufe. Durch Einfiihrung einer
isokratischen Stufe bei 22% SCX-Puffer B sollte eine vollstandige Elution von dreifach positiv
geladenen Peptiden erreicht werden. Der prozentuale Anteil an Ldsungsmittel B scheint aber zu
hoch gewahlt, da auch viele 4-fach geladene Peptide zeitgleich eluieren, was nicht gewlnscht
war.

Der Anteil an Losungsmittel B wurde anschlieBend auf 20% gesenkt, um die Elution von +4-
Peptiden zu reduzieren, so dass sich Fraktionen ergaben, die unter 10% vierfach geladene
Peptide enthielten. (vgl. Abb.4.1.3., Frak. 8).
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Abb.4.1.3.: SCX-Chromatogramm mit verringerter Gradientenstufe. Die Elution +3-fach
geladener Peptide wurde positiv beeinflusst, so dass sie nahezu vollstéandig bei einem Anteil von
20% Losungsmittel B eluieren (Frak.6-8). Vierfach geladene Peptide hingegen eluieren nur zu
einem geringen Anteil von unter 10% bei dieser Stufe (siehe Frak. 8) und werden so erst im
spateren Verlauf der Auftrennung (Frak. 9) detektiert.

Um die Auftrennung zeitlich effizient zu gestalten wurde ein verkilrzter Gradient getestet.
Wie in Abb.4.1.4. dargestellt, fuhrt dies auf’erdem zu, dass die Mischfraktionen sich auf ein
Kleineres Retentionszeitfenster beschranken (vgl. Abb.4.1.4. Frak. 2) und nicht wie in
Abb.4.1.3. Gber einen Zeitraum von etwa 12 Min. (vgl. Abb.4.1.3. Frak. 3-4) eluieren.
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Abb.4.1.4.: SCX-Chromatogramm mit verkirztem Gradienten. Die Zeitspanne, um den Anteil

an Lésungsmittel B von 0% auf 20% linear zu erhdhen, wurde von 30 auf 20 Min. reduziert.

Dadurch kommt es zu einer zeitlich effizienten und gleichmaRigeren Auftrennung, zusatzlich

eluieren auch Mischfraktionen in schmaleren Zeitfenstern (bspw. Frak. 2 und 5).

77



ERGEBNISSE

Schlussendlich konnte aus den erhaltenen Ergebnissen definierte Fraktionierungsfenster
bestimmt werden, anhand derer sich 5 finale Ladungszustande sammeln lieen, die dann zu
90% Peptide eines einzigen Ladungszustandes enthielten (siehe Abb.4.1.5.). Generell ist eine
Ladungsbestimmung fir vier-/ und finffach geladene Peptide problematisch, da diese mit
CID und HCD schlechter fragmentieren. Zum Zeitpunkt der Optimierung stand zudem Kkein
ETD-System zur Verfiigung, so dass hier davon auszugehen ist, dass die identifizierten
Peptide dieser zwei Ladungszustdnde im Vergleich zu anderen Fraktionen unterreprasentiert
zu finden sind. Zu einem spateren Zeitpunkt wurden Gradient sowie die
Pufferzusammensetzung  nochmals  verandert, da nach Einbau einer neuen
chromatographischen Séule die bisher verwendeten Parameter nicht mehr zu einer exakten
Ladungstrennung fuhrten. Obwohl die verwendeten S&ulen immer vom gleichen Hersteller
erworben wurden, scheinen je nach Herstellungscharge Retentionszeitunterschiede
aufzutreten. Zudem verandern sich die Retentionszeiten auch bei langerer Benutzung der
Saulen, wahrscheinlich durch Abnutzung bzw. irreversible Blockierung der Materialporen, so

dass die Auftrennleistung regelméiig mit Standards tberprift werden sollte.
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Abb.4.1.5.: Optimierte SCX-Auftrennung. Aus den vorherigen Messungen wurden 5 grof3e
Fraktionsfenster bestimmt, innerhalb derer zum groten Teil Peptide desselben
Ladungszustandes eluierten. Die Kontamination durch anders geladene Peptide lag unter 10%
pro Fraktion. Zudem wurde ein zeitlich sehr effizienter Gradient von insgesamt 60 Min.
Laufzeit generiert. Der genaue Verlauf des Gradienten wurde hier aus
Ubersichtlichkeitsgriinden weggelassen, dieser ist jedoch identisch zu dem in Abb.4.1.4.

Die Optimierung wurde mit den in Tab.4.1.2. angegebenen Puffern und analog zum oben

beschriebenen Ablauf durchgefiihrt, bis eine Auftrennung wie in Abb.4.1.5. erreicht wurde.
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Diese neuen Parameter (mit Gradientenstufen bei 15% und 30% SCX-Puffer B) wurden

nachfolgend fiir die Durchfuhrung des erweiterten ChaFRADIC-Ansatzes genutzt.

Tab.4.1.2.: Zusammensetzung der verwendeten SCX-Puffer nach erneuter Optimierung.

10 mM KH2POg,
20% ACN, pH=2,7

10 mM KH2POg, 250 mM KCl,
20% ACN, pH=2,7

10 mM KH2PO4, 600 mM NacCl,
20% ACN, pH=2,7

SCX-Puffer A
SCX-Puffer B
SCX-Puffer C

Flussrate 80 pL/min

Um das zwei-dimensionale ChaFRADIC Prinzip nutzen zu kénnen, war neben der definierten
Ladungstrennung weiterhin auch die Reproduzierbarkeit ein wichtiger Punkt. Besonders im
Hinblick auf die geplante Rechromatographie wurde zunédchst gepruft, ob eine gesammelte
Fraktion nach Entsalzung und Reinjektion auch in der zweiten Dimension im selben
Retentionszeitfenster eluiert. Abb.4.1.6. zeigt die Auftrennung eines komplexen

Peptidgemisches (schwarz), welches nach Ladungszustéanden fraktioniert wurde.

550

+1 +2 +3 +4 >+4 1000

'Y

o

o
1

ig.0 SCX-PufferC

300

200

Intensitdt in mAU @214 nm

1007 I SCX-Puffer B

.0 Fluss: 80 pl/min

T f - T T T t T T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 60.0 65.0 70.0 75.0

Zeit in Min.

Abb.4.1.6.: Rechromatographie gesammelter Fraktionen. Ein komplexes Peptidgemisch
(schwarz) wurde mit Hilfe des optimierten Gradienten nach Ladung aufgetrennt und
gekennzeichnete Fraktionen gesammelt. Die +2- sowie +3-Fraktion wurden anschlieRend
getrocknet, entsalzt und rechromatographiert, um das Elutionsverhalten in der zweiten
Dimension zu dberprifen. Sowohl die +2-Fraktion (blau) als auch die +3-Fraktion (pink)
eluierten zu exakt denselben Retentionszeiten wie in der ersten Dimension, weiterhin konnte in
beiden Fraktionen nahezu das gesamte Probenmaterial in die zweite Dimension Uberfihrt
werden, was fur geringe Probenverluste wahrend des Entsalzungsvorganges spricht.

Die Ladungszustande +2 und +3 wurden anschlieend getrocknet, entsalzt und reinjiziert.

Wobei die +2-Fraktion (blau) sowie die +3-Fraktion (pink) in exakt denselben Zeitfenstern
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eluierten wie zuvor in der ersten Dimension und die nahezu identischen Intensitaten beider
Fraktionen flr geringe Peptidverluste durch das Entsalzen sprachen.

Grundsatzlich war durch die Optimierung des Gradienten sowie die Bestatigung der
Reproduzierbarkeit des gesamten Systems die Durchfiihrung eines zwei-dimensionalen
ChaFRADIC-Ansatzes gewadbhrleistet, so dass nachfolgend ein ChaFRADIC-Experiment mit

biologischen relevanten Proben getestet werden konnte.

4.2. ANREICHERUNG N-TERMINALER PEPTIDE

4.2.1. ANWENDUNG DES INITIALEN CHAFRADICS ZUR ANREICHERUNG N-
TERMINALER PEPTIDE AUS SACCHAROMYCES SEREVISIAE

Um die erfolgreiche Anwendung des ChaFRADICs auf eine biologisch relevante Probe
hinsichtlich seiner Durchflihrbarkeit und Reproduzierbarkeit zu tberprifen, wurde ein proof-
of-principle Experiment zur Anreicherung N-terminaler Peptide aus Hefesphéroblasten
durchgefihrt. Eine graphische Darstellung des experimentellen Designs wird in Abb.4.2.1.1.
dargestellt.

Fur die grundlegende Validierung wurden zwei Aliquots entsprechend 50 pg Protein aus
einem Hefelysat jeweils mit einer leichten und einem schweren Dimethyl markiert und
anschlieBend in einem Verhéltnis von 1:1 vereinigt. In der globalen LC-MS-Messung nach
dem proteolytischen Verdau zeigte sich, dass eine hohe Markierungseffizienz erreicht werden
konnte (96% aller Lysine waren dimethyliert). Zudem konnte das Labeling in beiden Proben
sehr reproduzierbar durchgefihrt werden, so dass sich ein Median Ratio der
korrespondierenden Peptidpaare von 1,1 ergab, welches nahezu dem idealen Verhaltnis von
1,0 entsprach. AnschlieBend wurde der Erfolg der Methode zur Anreicherung und
Quantifizierung N-terminaler Peptide beurteilt. In der massenspektrometrischen Analyse der
funf erhaltenen, angereicherten Fraktionen konnten insgesamt 10918 PSMs identifiziert
werden, von denen 8438 einem N-terminalen Peptid zugeordnet werden konnten, so dass sich
eine effiziente Anreicherung von 77% ergab. Aus der Zahl der PSMs ergaben sich 1775 nicht-
redundante N-terminale Peptide, von denen 1459 auch quantifiziert werden konnten. Diese

zeigten ein Median Ratio von 1,1, wie in Abb.4.2.1.2. dargestellt wurde.
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werden. (5) Um die N-terminalen Peptide aus dem Uberschuss an generierten, internen Peptiden
zu isolieren, werden interne Peptide spezifisch mittels einer schweren Acetylierung markiert, die
die positive Ladung an deren N-Terminus maskiert. (6) Werden die Fraktionen einzeln unter
exakt identischen Bedingungen erneut aufgetrennt, eluieren die modifizierten, internen Peptide
durch den Ladungsshift in einer friheren Fraktion, wohingegen die nicht-derivatisierten N-
terminalen Peptide in derselben Fraktion wie auch zuvor eluieren.
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Abb.4.2.1.2.: Quantifizierung der mittels ChaFRADIC angereicherten N-terminalen Peptide. Da
fur das proof-of-principle Experiment zwei Hefeprotein-Aliquots in einem Verhaltnis von 1:1
vereinigt wurden, lage das idealerweise zu erwartende Median Ratio bei 1,0 bzw. bei einem
Log2-Wert von 0. Die graphische Darstellung zeigt, dass die ermittelten Ratios aller 1459
qguantifizierten N-terminalen Peptide nahe bei dem optimalen Log2-Wert von 0 liegen und nur
wenige AusreiBer im Datensatz vorhanden sind, so dass der Ansatz zur Quantifizierung
genutzt werden kann.

Um eine finale Liste an identifizierten Protein N-termini zu erstellen, wurden nur Peptide
bericksichtigt, deren Startposition (i) innerhalb der ersten 100 Aminosauren der jeweiligen
Proteinsequenz lag und, (ii) die den geringsten Abstand zum unprozessierten N-Terminus
zeigten, also das ,,N-terminalste Peptid pro Protein darstellten. Dadurch ergab sich ein
Datensatz von 806 einmalig vorkommenden Protein N-Termini, die Uber 20% des zu
erwarteten Hefeproteoms (ca. 4000 Proteine [18]) reprasentierten, und von denen 661
zwischen beiden Proben relativ quantifiziert werden konnten (siehe Abb.4.2.1.3.).

identifiziert via
ChaFRADIC (806)

quantifiziert via
ChaFRADIC (661)

Hefeproteom
(ca. 4000 Proteine)

Abb.4.2.1.3.: Graphische Darstellung der durch ChaFRADIC erhaltenen Ergebnisse. Das
aktuell bekannte Hefeproteom belauft sich auf etwa 4000 Proteine, mit dem ChaFRADIC
Ansatz konnten 806 Protein N-termini identifiziert und davon 661 quantifiziert werden. Dies
entspricht jeweils 20 bzw. 17% des gesamten Proteoms. Abbildung erstellt mit dem Venn
Diagram Plotter des Pacific Northwest National Laboratory [180].

Mit Hilfe der ChaFRADIC Methode war es moglich N-terminale Peptide aus einem

komplexen Peptidgemisch anzureichern und zu quantifizieren. Neben der Darstellung eines
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globalen N-terminalen Sub-Proteoms kann die Methode auch dazu genutzt werden Substrate
von proteolytisch aktiven Enzymen (Proteasen) zu charakterisieren. Diese sind meist nur in
bestimmten Zellkompartimenten aktiv und konnen dort durch die spezifische Abspaltung ein
oder mehrerer Aminosduren ein Protein z.B. in seine aktive Konformation tberfiihren oder
sich anderweitig auf Lokalisation, Lebensdauer und Funktion des Proteins auswirken. Sie
spielen beispielsweise in Mitochondrien eine entscheidende Rolle: an den gréRtenteils aus
dem Cytosol importierten, mitochondrialen Matrixproteinen erfolgt zunéchst die Abspaltung
der fir den Import wichtigen Signalsequenz durch MPP (mitochondrial processing
peptidase), was die sekundare Prozessierung durch Icp55 (intermediate cleaving peptidase
55) initiiert (siehe Abb.4.2.1.4. A) [181]. Icp55 entfernt dabei eine einzelne Aminosédure
(Tyrosin, Leucin und Phenylalanin) vom N-Terminus der in die mitochondriale Matrix
importierten Proteine, was zur Stabilisierung dieser prozessierten Substrate fuhrt.

o Protein mit internen
Protgin.ruit Zielsequenzen
Signalsequenz

Aussere Membran

Small Tims

Innere Membran
OOOC
(

Y/L/F ‘{ @
e.& on— e ,,:” Signalsequenz

wird entfernt

Einzelne Aminosaure Matrix-Protein
wird entfernt /
Oct1
Oktapeptid

wird entfernt

Abb.4.2.1.4.: Beispiel der proteolytischen Prozessierung in der mitochondrialen Matrix.
Zunéchst wird die Signalsequenz der importierten Proteine durch MPP entfernt, anschlieRend
erfolgt die Abspaltung einer einzelnen Aminosaure (Y/F/L) durch sekundarprozessierende
Peptidasen, wie Icp55. Dieser Mechanismus ist essentiell, um die Proteine in ihre reife Form zu
tberfuhren und das mitochondriale Proteom zu stabilisieren.

Dies ist ein bekannter Mechanismus des N-End-Rule Signalwegs, an dem noch weitere
sekundarprozessierende Peptidasen (wie z.B. Octl, octapeptidyl aminopeptidase 1) beteiligt
sind und der dafir sorgt, dass bestimmte N-terminal stdndige Aminoséuren die

Abbaugeschwindkeit eines Proteins regulatorisch beeinflussen koénnen [182]. Wie in
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Abb.4.2.1.5 schematisch dargestellt, ist dies ein komplexer Prozess, indem primar-/,
sekundér-/ und tertidr-destabilisierende Aminoséuren unterschieden werden, die direkt oder
uber weitere Prozessierungsschritte die Degradation des jeweiligen Proteins initiieren kénnen.
Sekundar-prozessierende Proteasen oder Peptidasen, wie beispielsweise Icp55, kdnnen diesen
Prozess regulatorisch beeinflussen, indem sie destabilisierende Aminosauren abspalten und

damit die Degradation verzdgern, was zur Stabilisierung des Proteoms fuihrt.

tertidr sekundar primér destabilisierende Aminoséuren

; |N~2eS Lumisus) D~RQS _ugmienns) OTTEZ
_ g8 NTAs T’IRHE Typl
I 5l0~2eS E~2eS ro-eaS B oo
Yog Oxidation l s ) S
v § 0_9 C nicht-enzymatisch ' @* L@S VKM 3

> oder durch Oxidasen Typ i proteasomale

YFWN~2-2S ) Degron Degradation

Abb.4.2.15.: Schematische Darstellung des N-End-Rule Signalwegs. Abhangig von der
individuellen Proteinsequenz und eventuell vorangegangener Prozessierung kann sich die N-
terminal offerierte Aminosaure unterscheiden und zu einem beschleunigten proteasomalen
Abbau des Proteins fuhren. Dies folgt einer bestimmten Systematik, die als N-End-Rule
bezeichnet wird und Proteine anhand ihrer N-standigen Aminosdure in zwei Klassen unterteilt.
Basische Aminosauren (R, K, H) werden als Typ | Degron bezeichnet, aromatische oder
aliphatische (Y, F, W, I, L) hingegen als Typ Il Degron. Diese Aminosduren werden auch primar
destabilisierende Aminosduren genannt, da sie den proteasomalen Abbau direkt initiieren.
Daneben sind auch sekundar und tertidr destabilisierende Aminosauren (N, Q, C, D, E)
bekannt, die durch Prozessierung in ihre arginylierte Form tberfihrt werden kénnen und dann
als primar destabilisierende Aminosauren fungieren. In Eukaryoten prozessieren beispielsweise
N-terminale Amidasen (NTAs) oder Arginyl-tRNA-Protein Transferasen (ATEs) ihre Substrate
nach Erkennung spezifischer Aminosauren, wobei sich die Mechanismen zwischen Pro- und
Eukaryoten sowie verschiedenen Spezies unterscheiden kénnen und teilweise noch nicht bekannt
sind.

Um diese Vorgange besser verstehen zu koénnen und auch eventuelle Spezies-bedingte
Unterschiede zu untersuchen, ist es essentiell die agierenden Proteasen und vor allem deren
Substrate genauer zu charakterisieren, so dass sich ein experimentelles Design, wie in
Abb.4.2.1.6. schematisch gezeigt, anbietet. Dabei werden in dem betrachteten Organismus die
N-terminalen Peptide des Wildtyps gegen die einer gentechnisch veranderten Variante, in der
die Funktion des lcp55 deaktiviert ist, verglichen. Abhdngig von der stattfindenden oder
fehlenden Prozessierung eines Substrats, unterscheiden sich die mittels ChaFRADIC
angereicherten N-terminalen Peptide in ihrer Sequenz und sind auf Grund der stabilen
Isotopenmarkierung quantifizierbar. So kann fir ein identifiziertes Peptid dessen Abundanz in
beiden Proben ermittelt und relativ zueinander verglichen werden. Das Verhéltnis (Ratio) der
Peptidabundanz gibt Aufschluss dartiber, ob es sich bei dem korrespondierenden Protein um
ein potentielles Substrat handeln konnte: Das nicht-prozessierte N-terminale Peptid (vgl.
Abb.4.2.1.6. Sequenz startet mit Tyrosin, Y) sollte in der Mutante, auf Grund der fehlenden
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Protease, deutlich abundanter vorkommen als im Wildtyp, so dass sich durch den Vergleich
der relativen Abundanz des Peptids in beiden Proben (Mutante zu Wildtyp) ein hohes
Verhéltnis ergibt. Im Folgenden wird dies als Hochregulation bezeichnet. Vice versa wird das
normal prozessierte (durch die Protease generierte) N-terminale Peptid haufiger in der
wildtypischen Probe gefunden, was zu einem niedrigen Peptidverhaltnis (Mut/WT) fuhrt und
im Nachfolgenden als Runterregulation benannt wird. Anhand des prozessierten Peptids kann
zusatzlich die genaue Schnittstelle der Protease bestimmt werden (vgl. Abb.4.2.1.6. zwischen
Y und N).

\
Experimentelles Design
Ratio
Mut/WT
5:1
icp55
knock-out
Mutante Wildtyp
Ratio
Mut/WT
1:10
WT
(Normale
Prozessierung)
I ] 4
Mutante Wildtyp
\. J

Abb.4.2.1.6.: Experimentelles Design zur ldentifizierung von Protease-Substraten. Die Protease
lcp55 wird im betrachteten Organismus deaktiviert (z.B. durch genetischen Knock-out), so dass
sie keine proteolytische Aktivitdt mehr zeigt und der N-terminus ihrer Substrate nicht mehr
prozessiert wird. Mit Hilfe von ChaFRADIC lassen sich Unterschiede der N-terminalen
Peptidabundanzen quantifizieren. Dementsprechend wird ein unprozessiertes N-terminales
Peptid deutlich abundanter in der Mutante sein als im Wildtyp, vice versa kommt ein
prozessiertes Peptid haufiger im Wildtyp vor, da es in der Mutante nicht mehr prozessiert wird.
Dies gibt Aufschluss dartber, ob es sich um ein Substrat der Protease handeln kénnte.

Ein solches Experiment wurde fiir hochreine Mitochondrien aus Wildtyp-Hefe und einer
Icp55-Knockout-Linie durchgefiihrt, um neue Substrate des Icp55 mittels ChaFRADIC zu
identifizieren. Dazu wurden 30 g Protein pro Zustand verwendet und wie zuvor beschrieben
angereichert, was zur Quantifizierung von 627 nicht-redundanten, N-terminalen Peptiden
fihrte (Median 1,0), dariiber hinaus konnten 77 endogen acetylierte Peptide identifiziert
werden. Um Substrate des Icp55 zu bestimmen, wurden nur Peptide ausgewahlt, (i) die

mindestens eine 5-fache Regulation zeigten und (ii) deren korrespondierende Proteine als
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mitochondrial annotiert waren. (iii) Daruber hinaus wurde nur das jeweils N-terminalste
Peptid eines Proteins berticksichtigt und (iv) die der Schnittstelle vorgelagerte Sequenz
musste mit dem aus der Literatur bekannten Konsensus-Motiv R/K-X-Y, R/K-X-F oder R/K-
X-L Ubereinstimmen [181]. Dabei handelt es sich um eine fur die sequentielle Prozessierung
wichtige Aminoséauresequenz, wobei R/K-X die Schnittstelle fur MPP bildet und nachfolgend
eine einzelne Aminosaure (Y, F, L) durch Icp55 entfernt wird. Dies fuhrte zu einer finalen
Liste von 36 Icp55-Substraten, von denen 14 noch nicht bekannt waren. Insgesamt gab es
bereits 38 bekannte Substrate, von denen 9 auf Grund der speziellen Methodik des
ChaFRADIC-Ansatzes (Arg-C Verdauspezifitat) nicht zu detektieren waren. Von den
restlichen 29 (zugénglichen) Substraten, konnten demnach 76% (22 von 29) abgedeckt
werden, wobei 100-mal weniger an Ausgangsmaterial im Vergleich zur friiheren
Vergleichsstudie eingesetzt wurde [181]. Alle identifizierten Substrate wurden in Tab.4.2.1.
zusammengefasst.

Tab.4.2.1.1.: Ubersicht aller identifizierter Icp55 Substrate. Fiir die gefundenen N-terminalen
Peptide wurde jeweils angegeben, ob sie hoch-/ (11) oder runterreguliert (|]) waren.
Herunterregulierte Peptide reprasentieren das normal prozessierte Protein, so dass anhand
dieser die genaue Schnittstelle ermittelt werden konnte, die entfernte Aminosaure wurde jeweils

angegeben. Bei Nr.1-22 handelt es sich um bereits bekannte Substrate, 23-36 sind neuentdeckte
Substrate.

Nr Gen-name Protein- Start- End- Entfernte identifizierte Sequenz
name position position Amino-
saure
1 ATP3 YBRO39W 11 33 42 yATLKEVEMR
L 34 42 Y aTLKEVEMR
2 STF1 YDL130W-A 11 23 43 ySDGPLGGAGPGNPQDIFIKR
1 24 43 Y SDGPLGGAGPGNPQDIFIKR
3 DLD2 YDL178W 11 36 43 ySTKIQTR
4  MRPL11  YDL202W 11 31 40 yALASEQPSR
5 FMP16 YDRO70C 1 14 19 L MRKSPR
6 MRP20 YDR405W || 35 52 L aSVVESSSKILDkSGSDR
7 RSM28 YDR494W 11 14 29 ySTSVTEDFINSILAR
L 15 29 Y STSVTEDFINSILAR
8 FMP10 YER182W || 14 28 Y tNGVVFKTASKPKRR
9 TIM21 YGRO033C ™ 42 58 YSNGTGATSGkkDDKTR
10 AIM17 YHLO021C ™ 23 34 YTSAATAAAANR
1 24 44 Y tSAATAAAANRGHIIKTYFNR
11 COX6 YHR051W ™ 40 55 ySDAHDEETFEEFTAR
12 ACP1 YKL192C ™ 36 48 ySANLSKDQVSQR
L 37 48 Y SANLSKDQVSQR
13 HSP60 YLR259C ™ 21 34 ySSHKELKFGVEGR
L 22 34 Y SSHKELKFGVEGR
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Nr

14
15
16
17

18

19
20

21
22

23

24

25

26

27
28
29

30

31
32

33
34

35

36

Gen-name

ACO1

MSK1

ATP11
CIT1

IDH2

RDL2
MYS1

COX11
MSF1

COoQs8

MTG2

YHRO056
W-A
coQ2

MRS2
FCJ1
POS5

YKL023C
-A
AEP2
MSD1

TAMA41
ISA2

ATP12

SDH4

Protein-
name

YLR304C
YNLO73W
YNL315C
YNRO01C

YOR136W

YOR286W
YPLO97W

YPL132W
YPRO47W

YGL119W

YHR168W

YHRO56W-A

YNRO41C

YOR334W
YKRO16W
YPL188W

YKLO023C-A

YMR282C
YPL104W

YGRO46W
YPRO67W

YJL180C

YDR178W

U
1
i
1
1
1
U
L
1
L)
U
L

"
A
"
A
A

"

"
2
"

b
s

b
1
b
1
I}
2
i}

A
A

Start-
position

17
30
35
37
38
15
16
26
37
38
46
18

41
42
23
24
51

34

32
18
17

18
13

68
16
17
27
35
36
23

24

33

End-
position

24
45
44
48
48
25
25
39
52
52
63
51

55
55
33
33
56

62

47
36
43

43
33

77
32
32
35
49
49
46

46

48

Entfernte
Amino-
saure

L
Y

Y
L

identifizierte Sequenz

aTVSNLTR
SLAHAVDTSKMEATRR
ySSSPEQKYR
ySSASEQTLKER
SSASEQTLKER
IATVKQPSIGR
aTVKQPSIGR
tTKAPKIYTEDQVR
ySQPSALEVQGTSDSR
SQPSALEVQGTSDSR
SVNSEQPKHTFDISKLTR

STLKVPHVEINGIKYKTDPQTT
NVTDSIIKLTDR
YTTKSAKEGEENVER

tTKSAKEGEENVER
ySTKkVPDNAPR
STKVPDNAPR
hNRILR

yTSSSSSSSSPSSKESAPVFTSk
ELEVAR

yADTSTAANTNSTILR
aSINTGTTVASKkASHKFR

ySTLDSHSLKLQSGSKFVKIKP
VNNLR

STLDSHSLKLQSGSKFVKIKPV
NNLR

SSKKPTFHNTAPSKTNVNVPR

STHTVCAIDR
IADFPEANAIKKKFLFR
aDFPEANAIKKKFLFR
ISTQIKEGR
ySDLVTKEPLITPKR
SDLVTKEPLITPKR

YSLNAQPLGTDNTIENNTPTE
TNR

SLNAQPLGTDNTIENNTPTET
NR

tIPFLPVLPQKPGGVR

Die sequentiell erfolgende Prozessierung wird durch die identifizierten Peptide bestatigt, so
dass beispielsweise fir das Protein Atp3 das N-terminale Peptid **YATLKEVEMR?*
hochreguliert sowie die Variante *ATLKEVEMR* herunterreguliert in Alcp55 Hefe

gefunden wurde. Dabei reprasentiert das Tyrosin-Peptid den nach Schneiden durch MPP
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erhaltenen N-Terminus, der, auf Grund der fehlenden Icp55 Aktivitét, nicht weiter prozessiert
wird. Dementsprechend ist die Peptidvariante mit abgespaltenem Tyrosin nur im Wildtyp zu
finden und runterreguliert in Alcp55 existent. Abhéngig von der Sequenz kann die
Prozessierung durch Icp55 auch mehrmals durchlaufen werden, so dass beim Substrat Isa2
zunachst F entfernt wird und anschlielend das in der Sequenz nachfolgende Y. Dieses neu
identifizierte Substrat und der beobachtete Mechanismus konnte erstmalig gezeigt werden und
stellt damit das erste Beispiel fur eine solche dreifach-Prozessierung durch die Kombination
von MPP und Icp55 dar [127].

4.2.2. ANWENDUNG DES INITIALEN CHAFRADICS ZUR ANREICHERUNG N-
TERMINALER PEPTIDE AUS ARABIDOPSIS THALIANA

Ein &hnliches Experiment, wie im Abschnitt 4.2.1. beschrieben, wurde zur Identifizierung der
Substrate von Icp55 und Oct-1 in Arabidopsis thaliana durchgefihrt. Wie aus Proteomstudien
in Saccharomyces cerevisiae bereits bekannt, ist Oct-1, wie Icp55, eine sekundar-
prozessierende Protease, die an -zuvor durch MPP prozessierten Proteinen - N-terminal ein
Oktapeptid abspaltet (siehe vorheriger Abschnitt, Abb.4.2.1.4.) [181, 183]. Beide Proteasen
generieren sogenannte Neo-N-Termini und sind damit fiir die Reifung von Proteinen sowie
fur die Stabilisierung des mitochondrialen Proteoms von Bedeutung. In héheren Pflanzen
wurden bislang zwar Homologe zu den in Hefe vorkommenden Enzymen gefunden, deren
Prozessierungsmechanismen sind jedoch weitgehend unbekannt [184]. Um die Substrate von
Icp55 und Oct-1 in Arabidopsis thaliana zu identifizieren, wurde vorgegangen wie in
Abschnitt 4.2.1. beschrieben, jedoch wurden mutierte Arabidopsis-Keimlinge verwendet, in
denen die Genabschnitte, die fir die beiden Peptidasen codieren, stillgelegt wurden. Fir die
Oct-1 Mutante wurden diese Gen-Knockouts an zwei verschiedenen Genloci durchgefiihrt,
die im Nachfolgenden als Oct-1-1 und Oct-1-2 bezeichnet werden. Die erfolgreiche
Stilllegung der Gene wurde mittels RT-PCR Analyse im Labor von Prof. Jirgen Soll
(Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen) tberprift [154]. Die Anreicherung N-terminaler
Peptide erfolgte aus aufgereinigten Mitochondrien des Wildtyps sowie der Mutanten Aicp55,
Aoct-1-1 und Aoct-1-2, wobei jeweils 80 ug pro Zustand eingesetzt wurden und die Peptide
der Mutanten jeweils gegen die des Wildtyps verglichen wurden. Die erhaltenen Ergebnisse
wurden nach den, im Abschnitt 3.2.2.7. beschriebenen, Kriterien gefiltert, so dass insgesamt
mittels ChaFRADIC 1052 N-terminale Peptide in der Aicp55/WT-Probe und 724 Peptide in
der Aoct-1-1/WT-Probe identifiziert werden konnten. In der Aoct-1-2/WT-Probe konnten 871
N-terminale Peptide gefunden werden. Um potentielle Substrate der Peptidasen zu ermitteln,
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wurden nur Peptide berucksichtigt die mindestens eine 3-fach Hoch-/ oder Runterregulation
(Vergleich Mut/WT, vgl. Abschnitt 4.2.1.) zeigten, was zu einem finalen Ergebnis von 74
Icp55-Substraten fuhrte und im kombinierten Datensatz beider Oct-1 Experimente die
Identifizierung von 7 potentiellen Substraten lieferte. Die gefundenen Substrate wurden im
Anhang in Tab.1. (Aicp55) und Tab.2. (Aoct-1) aufgefuhrt. Um sie auf Analogien zu den aus

Hefe bekannten Substraten zu Uberprifen, wurde die Sequenzspezifitat beider Organismen
verglichen (siehe Abb.4.2.2.1.).

A Icp55-Sequenz-Logo B Oct-1 Sequenz-Logo

MPP

Icp55
M
Oct-1

40 Prasequenz Reifer Protein N-Terminus
40 Prasequenz Reifer Protein N-Terminus %

Hefe Hefe

20

Bits

40 Prasequenz Reifer Protein N-Terminus 40 Prasequenz

- em ms == == Oct-1

Bit

Arabidopsis

Bits
RO

Abb.4.2.2.1.: Sequenzanalyse der identifizierten Schnittstellen in Hefe und Arabidopsis. Es
wurden fur die gefundenen Substrate aus Hefe und Arabidopsis jeweils die relativen
Haufigkeiten der Aminosauren in der Prasequenz (19 Aminosauren vor der Schnittstelle) und
die ersten 10 Aminosduren der prozessierten, reifen Proteinsequenz verglichen. (A) Die
Substrate von Icp55 zeigten dabei in beiden Organismen hohe Konformitat. Fir Arabidopsis
ergibt sich daraus die Konsensussequenz R-X-F/Y/L/l, die dem bekannten Motiv aus Hefe
ahnelt, wenn auch eine weniger strikte Spezifitat aufweist. (B) Fir Oct-1 Substrate ist aus Hefe
das Sequenzmotiv R/K-X-F/L/I-S/T-S/T-SIT-XXXX bekannt [185-187], welches auch in der
Sequenzanalyse erkennbar ist. Auf Grund der in Arabidopsis weniger deutlichen Préaferenz fur
ausgewahlte Aminosduren, ist die Bestimmung einer Konsensussequenz nicht mdglich.
Abbildung modifiziert nach Carrie et al. [154] unter Verwendung der iceLogo Software [137].

Dabei wurden die Sequenzen der identifizierten N-terminalen Peptide, inklusive der davor
befindlichen 20 Aminosauren aus der jeweiligen Proteinsequenz, verglichen und deren
relative H&aufigkeit dargestellt. Liegen Schnitt-Praferenzen fir bestimmte Aminoséauren vor,

kommen diese hdufiger am prozessierten N-Terminus vor und werden dementsprechend
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groler im Sequenz-Logo dargestellt. Wie in Abb.4.2.2.1. A dargestellt, ergab sich fiur die
Sequenzanalyse der Icp55 Substrate aus Hefe die bekannte Konsensussequenz R/K-X-Y/L/F,
wobei Y/L/F die durch Icp55 einzeln entfernte Aminoséure darstellt. Der davor befindliche
Teil der Proteinsequenz fungiert als Pra-/ bzw. Signalsequenz und wird durch MPP
abgespalten. Die in Arabidopsis identifizierten N-terminalen Sequenzen weisen dazu eine
hohe Konformitat auf, so dass sich hier eine Konsensussequenz von R-X-F/Y/L/I ergibt.
Hauptsachlich werden, wie in Hefe, die Aminosauren F, L und Y durch Icp55 entfernt, wobei
jedoch eine weniger strikte Spezifitdt in Arabidopsis zu beobachten ist, die auch die
Abspaltung anderer Aminoséduren wie beispielsweise I, N oder M zuldsst. Ferner wurden auch
Beispiele gefunden, in denen Icp55 mehrfach einzelne Aminoséduren entfernt, was fir Hefe
mit dem im Abschnitt 4.2.1. angefuhrten Beispiel des Proteins Isa2 ebenfalls beschrieben
werden konnte. In Arabidopsis wurde beispielsweise das mitochondriale Acyl-Carrier Protein
3 (Atbg47630) mit drei verschiedenen N-Termini identifiziert, die fur eine
Dreifachprozessierung sprechen: so konnte das zunéchst durch MPP prozessierte Peptid
BETSEAAADGGQDQILSR> identifiziert werden sowie zusétzlich die Varianten
ITSEAAADGGQDQILSR®* und “*SEAAADGGQDQILSR®, die vermutlich zweifach durch
Icp55 oder in Kombination mit einer noch unbekannten Peptidase prozessiert werden. Im
Gegensatz zu Icp55 wurden fur Oct-1, fir das ansonsten keine Zielproteine bekannt sind, nur
sieben Substrate, korrespondierend zu 12 N-terminalen Peptiden, identifiziert. Die
Sequenzanalyse (siehe Abb.4.2.2.1. B) ergab dabei kein eindeutiges Konsensusmotiv und
zeigte nur partiell Ubereinstimmungen mit der aus Hefe bekannten Sequenz R/K-X-F/L/I-
SIT-SIT-SIT-XXXX [185-187].

4.2.3. ANWENDUNG DES ERWEITERTEN CHAFRADICS ZUR ANREICHERUNG N-
TERMINALER PEPTIDE AUS ARABIDOPSIS THALIANA

Der initiale ChaFRADIC-Ansatz wird grundsatzlich durch die Tatsache limitiert, dass einige
Peptide auf Grund der Protease-Spezifitat im proteolytischen Verdau unzugénglich gemacht
wurden. So schneidet Trypsin nach Dimethylierung auf Proteinebene nur noch C-terminal von
Arginin, so dass im Vergleich zu einem normalen Trypsinverdau langere Peptide generiert
werden. Hinzu kommt, dass sich bei einigen Proteinen eine solche Arginin-Schnittstelle
entweder sehr nahe oder weiter entfernt vom jeweiligen N-terminus befinden kann und so
nach dem Verdau entweder extrem kurze (<5 Aminosduren) oder sehr lange Peptide
entstehen, die dann prinzipiell mit dem ChaFRADIC-Ansatz angereichert werden kdnnten,
jedoch in der massenspektrometrischen Analyse nur unzureichend detektierbar sind. Daher
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liegt die Verwendung anderer Proteasen nahe, die - neben den durch Trypsin erzeugten
basischen — dazu méglichst komplementére Schnittstellen liefert und somit auch Peptide
zuganglich macht, die auf Grund ihrer Aminosauresequenz im initialen ChaFRADIC-Ansatz
nicht abdeckbar sind. Daher wurde im erweiterten ChaFRADIC zusétzlich GluC, welches C-
terminal nach Glutaminsdure schneidet, sowie unspezifisch schneidendes Subtilisin
eingesetzt, um die Abdeckung des initialen ChaFRADICs und damit die Anzahl
detektierbarer Peptide zu steigern. Weiterhin wurde statt der bis dahin verwendeten
Dimethylmarkierung eine isobare Markierungsstrategie mittels iTRAQ gewahlt. Dies hatte
den Vorteil, dass bis zu 8 Proben relativ zueinander quantifiziert werden konnten und zudem
auf Grund des isobaren Charakters des Labels die Probenkomplexitdt in der
massenspektrometrischen Analyse nicht unnétig durch die unterschiedlich markierten Peptide
erhoht wurde (vgl. Kapitel 1.3.3.). Zur Uberprifung des erweiterten ChaFRADIC wurden,
wie in Abb.4.2.3.1. gezeigt, 6 x 100 pg Protein aus Arabidopsis thaliana Keimlingen
eingesetzt und individuell mittels iTRAQ markiert. Nach dem Multiplexen aller Proben
wurden diese in 3 gleiche Aliquots zum alternativen Verdau aufgeteilt und anschlieRend der
etablierten ChaFRADIC-Anreicherung unterzogen. Die finale Identifikation der N-terminalen
Peptide erfolgte durch Messung von nur 1/3 der jeweils angereicherten Fraktion, wodurch
insgesamt 2791 nicht-redundante N-terminale Peptide (1% FDR) korrespondierend zu 2249
verschiedenen N-Termini aus 1270 Arabidopsis Proteinen quantifiziert werden konnten. Um
den Nutzen eines Multienzym-Ansatzes zu untersuchen, wurden die quantifizierten Proteine
in Kombination mit der jeweiligen Startposition ihrer N-terminalsten Aminoséure (z.B.
FAKILS;2) verglichen. Dies erlaubte auch bei unterschiedlicher Schnittstelle und Lange der

Peptide einen Vergleich, welcher N-Terminus durch welche Protease abgedeckt wurde.
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Es zeigte sich, dass 82% aller identifizierten N-Termini unter Verwendung von nur einem der
drei Enzyme abdeckbar waren (Abb.4.2.3.2. A), was sich auch beim alleinigen Vergleich der
Proteinnamen zwischen den Proteasen widerspiegelte, in dem 81% der Proteine ausschlieRlich
mit einem Enzym identifiziert wurden (Abb.4.2.3.2. B). Dies unterstltzte die initiale
Vermutung, dass die Verwendung weiterer Proteasen die Peptidzuganglichkeit und
Abdeckung erhoht, da die unterschiedlichen Schnittpraferenzen der Enzyme sich erganzend
auswirken und auch N-terminale Sequenzen detektiert werden kdnnen, die nur bei bestimmten

Verdaubedingungen entstehen.

Trypsin GluC Trypsin GIUC

580 846 440

£ &

Subtilisin Subtilsin

Abb.4.2.3.2.: Nutzen eines Multienzym-Ansatzes fir ChaFRADIC. (A) Uberlappung zwischen
Trypsin, GluC und Subtilisin basierend auf dem Vergleich von Proteinname gekoppelt mit
Startposition der ersten Aminosdure (z.B. F4KILS8;2) fur alle identifizierten N-terminalen
Peptide. (B) Vergleich nur basierend auf Proteinnamen (z.B. F4KIL8). Zur Visualisierung
wurde die Venny Software (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) verwendet [139].

Insgesamt konnten im Trypsin-Satz 1132 N-terminale Peptide mittels erweitertem
ChaFRADIC quantifiziert werden sowie 1496 im GIuC-/ und 855 im Subtilisin-Ansatz. Flr
jedes identifizierte Peptid wurde eine normalisierte Abundanz bestimmt, die es erlaubt, die
quantifizierten Werte aus jedem Markierungskanal miteinander in Relation zu setzen und
zusétzlich eventuell auftretende Abweichungen in der Abundanz zu vergleichen. Der Median
dieser normalisierten Abundanz sollte im Idealfall fiir jedes einzelne Peptid 1 ergeben, da es
sich um technische Replikate handelt, die nach der iTRAQ-Markierung im Verhaltnis
1:1:1:1:1:1 vereinigt wurden. Der Median aller normalisierten Abundanzen sollte demnach
ebenfalls 1 betragen, wenn die Markierung in allen 6 Proben mit gleicher Effizienz
durchgefuhrt werden konnte und somit ein markiertes Peptid mit derselben Quantitat in allen
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Proben existent ist. Wie in Abb.4.2.3.3. gezeigt, konnte der ideale Median von 1,0 nahezu
erreicht werden (0,98 — 0,99) und unterscheidet sich kaum bei den verschiedenen
Verdaustrategien. Die geringe Standardabweichung der normalisierten Abundanz von 0,082 —
0,094 in allen Ansétzen zeigt dabei die hohe Reproduzierbarkeit sowohl zwischen den
verschiedenen Verdaustrategien als auch fur die Quantifizierung der einzelnen Peptide
innerhalb desselben Ansatzes. Dies spiegelte sich auch im Median der relativen
Standartabweichung aller 6 Markierungskanale wider, die bei allen Verdaustrategien unter
10% lag und somit zeigt, dass eine reproduzierbare und robuste Quantifizierung mit dem

erweiterten ChaFRADIC erreicht werden konnte.

1600
2.5
1400
N-terminale
= 1200 2,0 Peptide
[
N
é 1000 15 g =g normalisierte
g 300 -8 Abundanz
§ 600 — — :i 1,0 2 Relative
2 Standart-
T 400 0,5 abweichung
200 —— — — -
0 0,0

TRYPSIN GLUC SUBTILISIN

Abb.4.2.3.3.: Ubersicht der Reproduzierbarkeit und technischen Variation des erweiterten
ChaFRADIC Ansatzes. Die Anzahl der quantifizierten N-terminalen Peptide aus allen drei
Verdauansatzen wurde im Balkendiagramm dargestellt. Zusatzlich wurde fir jedes Peptid die
Abundanz aller 6 Markierungskanale in Relation gesetzt und der Median dieser normalisierten
Abundanz fur alle Peptide in einem Ansatz aufgetragen. Die Standardabweichung dieser Werte
sowie die daraus resultierende relative Standardabweichung zeigt sowohl die hohe
Reproduzierbarkeit innerhalb desselben Verdaustrategie als auch zwischen den
unterschiedlichen Anséatzen, so dass eine niedrige technische Varianz von unter 10% fir alle
Verdaue erreicht werden konnte.

Dennoch zeigten sich innerhalb dieses groRen Datensatzes auch einige wenige Extremwerte,
die innerhalb der 6 Replikate fur ein oder zwei Kanale deutliche Abweichungen gegenuber
den anderen quantifizierten Werten zeigten, so dass die Verwendung von mindestens 3
Replikaten bei Durchfiihrung eines solchen Experimentes anzuraten ist. Zudem sollte bedacht
werden, dass eine solche Evaluierung der technischen Varianz weder fir vergleichbare
Ansétze wie TAILS noch COFRADIC gezeigt wurden, so dass keine Vergleichswerte zur
Beurteilung zur Verfugung stehen.

Ebenso wie das initiale ChaFRADIC ist auch der erweiterte Ansatz zur Untersuchung

proteolytischer Aktivitat geeignet, so dass anhand der identifizierten N-terminalen Peptide
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individuelle Proteasespezifikationen charakterisiert werden koénnen. In diesem Experiment
konnte durch Verwendung dreier Replikate aus dem Arabidopsis-Wildtyp keine bestimmte
Proteaseaktivitat untersucht werden, dennoch konnten die identifizierten N-terminalen Peptide
naher Kklassifiziert werden. Zundchst wurde fir jedes Peptid die Position der ersten
Aminosdure innerhalb der in der Uniprot angegebenen Proteinsequenz bestimmt (siehe
Abb.4.2.3.4.).

W N-terminalstes Peptid
300 M alle N-terminalen Peptide

Anzahl N-terminaler Peptide

AN MO N O 0000000000000 O000C 000
=N T WO NN O WO Wwo uno o
- = NN MM n
Position der ersten Aminosaure
innerhalb der Proteinsequenz
160
140
120
100
M Transitpeptid

@
=]

M Signalpeptid

@
a

Propeptid

Anzahl N-terminaler Peptide
B
o

N
=]

-5 -4 3 -2 -1 0 1 2 3 4 S

Differenz zum Uniprot Eintrag

Abb.4.2.3.4.: Datenbankanalyse der identifizierten N-terminalen Peptide. A Startposition der
identifizierten Peptide. B Ubereinstimmung der Startposition der identifizierten Peptide mit
dazu korrelierenden Uniprot-Eintréagen.

Dies zeigte, dass 106 der 2791 einmalig vorkommenden N-terminalen Peptidsequenzen einen
unprozessierten N-terminus aufwiesen, der dem entsprechend an Position 1 beginnt und damit
die volle Lange der natlrlichen Proteinsequenz aufweist. Bedingt durch die Translation
beginnen Peptide generell mit einem Methionin, welches bei 430 der identifizierten Peptide
durch Methionin-Aminopeptidasen (engl.: methionine amino peptidases, MAPs) abgespalten
wurde und diese entsprechend erst an Position 2 beginnen. Der Grofteil der gefundenen
Peptide resultierte allerdings aus anderen proteolytischen Ereignissen, so dass insgesamt 2252
N-terminale Peptide eine Startposition von >2 aufwiesen. Wie in Abb.4.2.3.4. A graphisch
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dargestellt, wurden die meisten endoproteolytischen Aktivitdten an Positionen hinter den
ersten 20 Aminosauren gefunden. Da die meisten importierten Matrixproteine
verschiedenfach prozessiert werden und h&ufig erst durch einen mehrstufigen Prozess in ihre
reife  Form 0berfuhrt werden [188, 189], spricht das Ergebnis dafur, dass diese
Proteinsequenzen durch Abspaltung von Transit-/, Signal-/ oder Propeptiden entstanden sein
konnten. Um dies zu Uberprifen, wurden die verflgbaren Information fir die 1270
identifizierten Proteine bezlglich Transit-/, Signal-/ oder Propeptidpositionen aus der Uniprot
Datenbank extrahiert und mit den gefundenen N-terminalen Positionen verglichen. Wie in
Abb.4.2.3.4. B gezeigt, stimmten diese in den meisten Fallen mit den in Uniprot angegebenen
Positionen fur Transit-/, Signal-/ oder Propeptiden berein oder unterschieden sich nur um
weniger als 3 Aminosauren. Zu berticksichtigen ist hier, dass die Informationen Uber solche
Prozessierungsmechanismen in der Uniprot Datenbank haufig auf VVorhersagen basieren und
oft nicht immer experimentell belegt wurden. Des Weiteren konnen auf Grund von
mdoglicherweise unbekannten Peptidasen, die zusatzliche Aminosauren entfernen, Sequenzen
entstehen, die durch Prognosemodelle nur schwer vorherzusagen sind (z.B. Icp55). Dies kann
dazu flhren, dass leichte Differenzen zwischen den experimentellen und den in Datenbanken
hinterlegten Informationen zu beobachten sind. Insgesamt konnten von den in Uniprot

verfiigbaren Daten flir 681 Proteine etwa die Hélfte validiert werden.

4.3. ANREICHERUNG EHEMALS DISULFID-VERBRUCKTER PEPTIDE

Neben der im vorherigen Kapitel beschriebene ChaFRADIC-Strategie zur Anreicherung N-
terminaler Peptide, kann dasselbe Prinzip auch zur Isolation weiterer Peptidklassen genutzt
werden. Disulfidbriicken stellen dabei eine fir Struktur und Aktivitdt wichtige post-
translationale Modifikation in Proteinen dar, die bislang h&ufig durch sehr aufwendige
Réntgenstrukturanalysen untersucht wurde [190]. Zudem ist auch eine Identifikation mittels
Massenspektrometrie mdglich, dafir mussen jedoch spezielle Suchalgorithmen eingesetzt
werden, die in der Lage sind Uberlagerte Spektren zweier disulfidverbriickter Peptide zu
differenzieren. Beide Methoden haben den Nachteil, dass sie meist nur fiir einzelne Proteine
nicht aber fur Subproteom-Analysen angewendet werden konnen. Bei der hier beschriebenen
Anwendung des ChaFRADIC-Prinzips wird der Umstand genutzt, dass Disulfid-verbriickte
Peptide einen hoheren Ladungszustand als die meisten anderen durch Trypsinverdau
entstehenden Peptide besitzen und somit in einer ersten SCX-Auftrennung vom Grof3teil der

nicht-Disulfid-verbrickten Peptide separiert werden koénnen. Die spezifische Anreicherung
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der verbriickten Peptide erfolgt dann innerhalb der zweiten Dimension anhand des durch
Carbamidomethylierung induzierten Ladungsshifts, der spezifisch fir Disulfid-verbrickte
Peptide ist (siehe auch Abb.4.3.1. B). In Abb.4.3.1. A werden die wichtigsten Schritte einer
solchen Anreicherung dargestellt: zunachst werden dazu die freien Thiole der nativen Proteine
irreversibel alkyliert, was die Wahrscheinlichkeit fir eine Umlagerung vorhandener
Disulfidbriicken stark verringert. Dieser Schritt sollte sobald wie méglich nach Generierung
der Probe durchgefiihrt werden, um verféalschte Ergebnisse auf Grund artifiziell entstandener
Disulfidpositionen zu verhindern. Durch den tryptischen Verdau werden anschlief3end
Disulfid-verbriickte Peptide generiert, die mittels iTRAQ markiert werden, so dass diese nach
der zwei-dimensionalen ChaFRADIC-Anreicherung mittels LC-MS identifiziert und
quantifiziert werden kénnen. Die Anreicherung selbst basiert, wie in Abb.4.3.1. B mittleres
Bild dargestellt, auf der fur ChaFRADIC typischen Ladungsreduktion und dadurch verkirzter
Retentionszeit. Die erste Dimension dient dabei zur Prafraktionierung der hochgeladenen
Disulfid-verbriickten Peptide in die Fraktionen +4 und +5. AnschlieBend werden die
Disulfidbriicken mittels Carbamidomethylierung irreversibel entfernt und es entstehen nicht
mehr verbriickte Einzelpeptide. Diese weisen einen deutlich reduzierten Ladungszustand von
+2 oder +3 auf, was sie in der zweiten Dimension friher eluieren I&sst. Das
Anreicherungsprinzip ist dabei so konzipiert, dass nur ehemals Disulfid-verbriickte Peptide
einen solchen Retentionszeitshift aufweisen sollten und andere (nicht-verbriickte)
hochgeladene Peptide in derselben Fraktion wie zuvor eluieren. Es handelt sich daher um eine
indirekte Nachweismethode mit deren Hilfe sich Cysteinpositionen bestimmen lassen, die
zuvor Uber eine Disulfidbriicke verbunden waren. Auf Grund des experimentellen Designs
geht jedoch die Information verloren, welche einzelnen Cysteine miteinander verknipft

waren.
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Die Funktionalitdt der Methode wurde zundchst mit dem Modelprotein BSA (engl.: bovine
serum albumin) getestet, welches 34 bekannte Disulfidpositionen aufweist, und spéater auch
auf komplexe Proben aus Hefe angewendet. Um die Reproduzierbarkeit hinsichtlich
Anreicherung und Quantifizierung zu untersuchen, wurde BSA mit intakten Disulfidbriicken
verdaut und in 4 Aliquots aufgeteilt (siehe Abb.4.3.1. B, erstes Bild). Dabei wurden je 15 und
30 nug BSA im Duplikat individuell iTRAQ-markiert und anschlieend im Verhéltnis 1:1:2:2
vereinigt. Die Anreicherung mittels ChaFRADIC erfolgte dann durch Injektion dieser
Gesamtprobe, wobei fiir die abschliefende LC-MS-Messung nur ein Aliquot von 500fmol pro
angereicherter Fraktion verwendet wurde. Insgesamt konnten so 28 nicht-redundante ehemals
Disulfid-verbriickte Peptide angereichert werden und mit den erhaltenen Informationen 33
Disulfidpositionen bestimmt werden. In der Uniprot Datenbank waren insgesamt 34
Disulfidpositionen gelistet, die daraufhin mit unseren experimentell ermittelten Daten
verglichen wurden. Es ergaben sich fir 32 der gefundenen Disulfidpositionen exakte
Ubereinstimmungen zu den in Uniprot hinterlegten Daten, so dass 97% des hier generierten
Datensatzes validiert werden konnte. Zwei in Uniprot referierte Positionen konnten nicht
mittels ChaFRADIC gefunden werden, was vermutlich an der durch den Trypsinverdau
generierten sehr kurzen Peptidsequenz 3°ECCDK3* und der damit verbundenen

eingeschrankten Detektierbarkeit im LC-MS zusammenhangt.

A ChaFRADIC S.5 Uniprot S-S B Relation innerhalb quantifizierten Proben

3

2,5

2 —— ——
15

1 - ——
- I '

0

Replikat 1 Replikat 2 Replikat 3 Replikat 4

relative Abundanz

— Idealwert

Abb.4.3.2.: Graphische Darstellung der Ergebnisse nach ChaFRADIC Anreicherung. A
Insgesamt konnten 32 von 33 (97%) experimentell ermittelten Disulfidpositionen durch in
Uniprot hinterlegten Daten validiert werden. B Die relative Abundanz wurde fur alle Proben
bestimmt, indem der Median aller Peptidintensitaten eines Markierungskanals mit den anderen
Kanélen in Relation gesetzt wurde. Der auf Grund der Probenvereinigung (1:1:2:2) zu
erwartende Idealwert wirde fur Replikat 1 und 2 bei 1,0 liegen und fur Replikat 3 und 4 bei 2,0.
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Zu bemerken ist an dieser Stelle, dass besonders bei BSA durch den Trypsinverdau auch
Konstrukte bestehend aus drei Peptiden entstehen kdnnen. Auch diese hochgeladenen,
ebenfalls Uber Disulfidbrucken verbundenen Peptide konnen mittels ChaFRADIC
angereichert werden, da sie nach der zweiten Dimension ebenfalls in der +2 und +3 Fraktion

eluieren.

(B
L irrac iy
irrnq L0

NH w R
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1.Dimension SCX: 2.Dimension SCX:
Nettoladung +7 Anreicherung in +2 und +3 Fraktion
Elution in Fraktion >4

Abb.4.3.3.: Hochgeladenes Peptid aus einem tryptischen BSA-Verdau. Da BSA besonders viele
Disulfidbriicken aufweist, entstehen nach dem Verdau haufig sehr hoch geladene Konstrukte
(Nettoladung >6) bestehend aus drei Peptiden. Auch diese sind mittels ChaFRADIC
anreicherbar, da sie nach Spaltung in der zweiten Dimension ebenfalls in der +2 und +3
Fraktionen eluieren.

Alle gefundenen Peptide konnten zudem mittels iTRAQ Uber 4 Markierungskanale hinweg
quantifiziert werden, wobei der Median aller Peptidintensitaten fur jede Probe nahezu den
idealen Wert erreichte (siehe Abb.4.3.2. B). Auf Grund des Vereinigungsschemas (1:1:2:2)
war hier ein Median von 1,0 fur die Replikate 1 und 2 sowie ein Median von 2,0 fur die
Replikate 3 und 4 zu erwarten. Dies konnte fiir die jeweiligen Markierungskanale mit einer
relativen Standardabweichung von etwa 10% fir die ersten beiden Replikate erreicht werden.
Die letzten beiden Replikate zeigten auf Grund einiger weniger Extremwerte eine hohere
Standardabweichung von <30%. Insgesamt zeigte die hohe Ubereinstimmung mit den aus
Uniprot extrahierten Daten, dass der ChaFRADIC-Ansatz dazu geeignet ist,
Disulfidpositionen in aufgereinigten Proteinen prézise zu bestimmen. Weiterhin konnte durch
die Quantifizierung gezeigt werden, dass die Methode (lber vier Replikate reproduzierbar
durchfiihrbar ist und valide Quantifizierungsergebnisse liefert.

Weitaus anspruchsvoller ist die Bestimmung von Disulfidpositionen in komplexen Proben, da
wie bei anderen Methoden der Proteomik auch hier die enorme Anzahl der generierten
Peptide den limitierenden Faktor darstellt. Durch den proteolytischen Verdau entsteht eine

Vielzahl an unterschiedlichen Peptiden, von denen nur eine bestimmte Spezies zur
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Beantwortung einer biologischen Fragestellung charakterisiert werden soll. Zur
Bestimmungen von Disulfidpositionen ist daher eine Anreicherung, wie auch bei der
Untersuchung anderer PTMs, notwendig und wurde hier mittels ChaFRADIC durchgefuhrt.
Dazu wurden 6 wildtypische Hefeproben verwendet, die vor der Lyse mit Antimycin A
behandelt wurden. Diese Substanz ist ein spezifischer Inhibitor des Komplex 1Il der
Atmungskette in Mitochondrien und fihrt bei den behandelten Zellen zur Akkumulation
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), was sich auch auf die Ausbildung von Disulfidbriicken
auswirkt. In wie weit sich ein Effekt durch die Behandlung von Antimycin A nachweisen
lasst, sollte durch die Anreicherung von ehemals Disulfid-verbriickten Peptiden untersucht
werden. Durch die Quantifizierung ist es dartber hinaus méglich zu-/ oder abnehmende
Tendenzen in der Peptidintensitét innerhalb der einzelnen Proben zu verfolgen. Anders als im
Proof-of-principle-Experiment handelt es sich bei den Ausgangsproben um biologisch
individuelle Proben, so dass sich nach der einzeln durchgefiihrten iTRAQ-Markierung eine
Angleichung empfahl. Dazu wurden gleiche VVolumina aller Proben mittels LC-MS analysiert
und die fir das Multiplexing benétigte Probenmenge auf Grund der individuellen
Probenintensitéat festgelegt, um so einem tatséchlichen Verhaltnis von 1:1:1:1:1:1 mdglichst
nahe zu kommen. Die ChaFRADIC Anreicherung fuhrte zur ldentifizierung von insgesamt
2401 nicht-redundanten ehemals Disulfid-verbriickten Peptiden aus 1421 Proteinen, die in
allen 6 Proben zudem quantifiziert werden konnten. Fur die identifizierten Proteine wurden
anschlieBend die in Uniprot verfligbaren Informationen bezuglich ihrer subzelluldren

Lokalisation extrahiert und deren Verteilung in Abb.4.3.4. A dargestellt.

A Lokalisation der identifizierten Disulfidbriicken-enthaltenen Proteine B Einteilung der identifizierten Proteine nach Enzymklasse
nd duBere

Nicht bekannt
18%

M Oxidoreduktasen

M Transferasen

M Hydrolasen
Lyasen

M Isomerasen

M Ligasen

5% i B Mitochrondrien
S 15%

Abb.4.3.4.: Klassifizierung der identifizierten Proteine nach Lokalisation (A) und Enzymklasse

(B).
Insgesamt waren fir Uber 1100 der gefundenen Proteine Informationen zur Lokalisation
verfligbar, wobei der Groldteil der Proteine, insgesamt 67%, dabei in Membranen oder

Organellen lokalisiert war und nur 15% als zytoplasmatische Proteine annotiert waren. Dieses
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Ergebnis korrespondiert mit der Tatsache, dass im Zytoplasma generell reduzierende
Bedingungen herrschen und Disulfidbriickenbildung daher vorrangig in Organellen, wie
beispielsweise dem ER oder aber auch in Mitochondrien [171, 191], stattfindet, so dass die
meisten disulfidverbriickten Proteine in Zellkompartimenten nachgewiesen werden sollten.
Fur weitere 15% der Proteine wird eine zweifache Lokalisierung sowohl im Zytoplasma als
auch in Organellen angegeben, wobei fraglich ist, ob diese Proteine in beiden
Kompartimenten dieselbe Funktion haben. Interessanterweise handelt es sich bei nahezu der
Hélfte der identifizierten Proteine um Enzyme, die meisten davon sind Oxidoreduktasen,
Transferasen oder Hydrolasen, wie in Abb.4.3.4. B gezeigt. Oxidoreduktasen katalysieren
Redoxreaktionen und sind unter anderem am Abbau von oxidativem Stress beteiligt. Auch
andere Enzyme wie die Glutathion-Transferase oder Disulfid-lsomerasen spielen eine
wichtige Rolle bei der Disulfidbriickenbildung und Aufrechterhaltung der Homdoostase der
Zelle bei erhohtem oxidativen Stress.

Um die generierten Ergebnisse des ChaFRADIC Ansatzes zur Bestimmung von
Disulfidpositionen kritisch zu Uberpriifen, wurden die identifizierten Positionen mit bekannten
Disulfidpositionen in Hefe mittels Uniprot Datenbank verglichen. Dabei waren lediglich fur
84 Hefeproteine Informationen Uber Disulfidbriicken in Uniprot verfgbar von denen
wiederum 43 auch in unserem Datensatz vorhanden waren. In diesen 43 Proteinen wurden
insgesamt 92 Disulfidpositionen mittels ChaFRADIC identifiziert, davon stimmten 65% mit
den in Uniprot angegebenen Positionen tberein, wobei fur etwa 19% der Proteine zwei oder
mehr Disulfidpositionen pro Protein validiert werden konnten. Auf Grund der wenigen
verfigbaren Daten in der Uniprot Datenbank, sollte eine zusatzliche Validierung Uber
spezielle Software erfolgen, die anhand von Modelberechnungen die Wahrscheinlichkeit flr
die Bildung einer Disulfidbriicke vorhersagen kann. Dazu stehen verschiedene Softwares zur
Verfligung, die jedoch nur einzelne Proteinsequenzen Uberprifen konnen, so dass hier
stichprobenartig die fir vier Proteine identifizierten Disulfidpositionen mit den
prognostizierten verglichen wurden. Um die Zuverléssigkeit der durch Vorhersagen
erhaltenen Positionen zu erhdhen, wurden nur diejenigen beriucksichtigt, die durch zwei
unabhéngige Softwares als sehr wahrscheinliche Disulfidpositionen bewertet wurden.
Tab.4.3.1. zeigt die ausgewdhlten Proteine und die jeweilige Ubereinstimmung. Fir den
Vergleich wurden Proteine mit unterschiedlicher Anzahl an Cysteinen und L&nge ausgewadhlt,
wobei sich zeigte, dass flr langere Proteine etwa 40% aller zu erwartenden Disulfidpositionen
abgedeckt werden konnten. Fir Kkirzere Proteine, wie P39727, konnte sogar eine

Ubereinstimmung von 75% erreicht werden.
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Tab.4.3.1.: Ubereinstimmung mittels ChaFRADIC identifizierter Disulfidpositionen und
prognostizierter Disulfidpositionen. Fir ausgewdéhlte Proteine wurde mit Hilfe der DiIANNA
[133] sowie der DiPro 2.0 [135] Software mdgliche Disulfidpositionen bestimmt. Es wurden nur
diejenigen Positionen bericksichtigt, die Ubereinstimmend in beiden Prognosen anhand einer
Qualitatsnote als sehr wahrscheine Disulfidpositionen bewertet waren. Diese wurden
anschlieBend mit den im ChaFRADIC Experiment ermittelten Positionen verglichen.

Uber-
S-S einstimmun
Uniprot Positionen S-S ChaFRADIg
Protein- Lokalisation Funktion Lange identifiziert Positionen .
Cys . Daten mit
name mit vorhergesagt der
ChaFRADIC
Vorhersage
Vermittelt tRNA
Nukleus, und 5S-RNA
P34111* Mito- Genaktivierung 1161 7 2 5 40%
chondrium durch Bindung an
Promoterelemente
Wichtig fiir
Endoplasma- effizienten
tisches Transport
P39727*  Retikulum, sekretorischer 416 10 6 8 75%
Golgi- Proteine vom ER
Apparat zum Golgi-
Apparat
Wichtig flr
intrazellulare
Golai- Sortierung und
P32319* g Uberbringung 1580 37 12 29 41%
Apparat s
l6slicher
Vakuolen-
Proteine
Vakuole Moduliert
Q02933* ' Zelltberleben bei 434 12 0 6 0%
Zytoplasma
zell. Stress

* P34111: Transkriptionsfaktor Tau 138 kDa Untereinheit, TFC3
P39727: ER-spezifisches Vesikelprotein, ERV46
P32319: Vakuolares Transportprotein, PEP1
Q02933: Ribonuklease T2-like, RNY1

Dabei wurden nur die Disulfidpositionen der DIANNA [133] sowie DiPro 2.0 [135] Software
berlicksichtigt, die mit einer hohen Qualitatsnote bewertet wurden und somit die Ausbildung
einer Disulfidbriicke an dieser Position auf Grund mehrerer Kriterien (Proteinstruktur, Distanz
der Cysteine, Proteinldslichkeit, statistische Berechnung etc.) sehr wahrscheinlich ist.
Generell konnten so flr zuféllig ausgewéhlte Proteine alle mittels ChaFRADIC experimentell
ermittelten Positionen verifiziert werden, umgekehrt konnten 20 wvon insgesamt 48
vorhergesagten Disulfidpositionen experimentell belegt werden. Interessanterweise werden
fur Q02933, eine Ribonuklease T2-like, keine Disulfidpositionen mittels ChaFRADIC
nachgewiesen, jedoch durch die Vorhersagesoftwares insgesamt 6 Positionen angegeben
werden. In Uniprot sind zu diesem Protein Informationen zu 10 Disulfidpositionen hinterlegt,

die allein auf Grund von Sequenzhomologien zu anderen Proteinen ermittelt wurden. Dies
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zeigt, dass die Softwares generell geeignet sind, um Disulfidpositionen vorherzusagen, jedoch
oft auch Positionen als wahrscheinlich bewertet werden, die experimentell bisher nicht belegt
werden konnten. Insgesamt sind die Programme in der Lage Disulfidpositionen mit einer
Genauigkeit von bis zu 86% vorherzusagen [134], wobei davon auszugehen ist, dass auch
immer Positionen angegeben werden, die experimentell nicht vorliegen (hier in allen 4 Féllen)
und somit sowohl ChaFRADIC als auch Kiristallisationsversuche nie 100% der
vorhergesagten Positionen abdecken werden.

Die Darstellung der quantifizierten Peptide innerhalb aller 6 Proben erfolgte tber die Inferno
[138] Software, die die normalisierten Peptidabundanzen in allen 6 Markierungskanélen
miteinander in Relation setzt und diese als sogenannte Heatmap fiir den gesamten Datensatz
visualisiert (siehe Abb.4.3.5. A).
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Peptidabundanz
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Peptidabundanz 0 min
Peptidabundanz 5 Min
Peptidabundanz 10 min
Peptidabundanz 30 min
Peptidabundanz 90 min
Peptidabundanz 0 min
Peptidabundanz 5 Min
Peptidabundanz 10 min -
Peptidabundanz 30 min
Peptidabundanz 90 min -
Peptidabundanz 120 min -

Abb.4.35.: Visualisierung der Quantifizierungsergebnisse. (A) Die quantifizierten
Peptidabundanzen innerhalb aller 6 Proben nach Stimulation mit Antimycin A (0-120 Min.)
wurde mittels Inferno Software als Heatmap dargestellt. Die Farbskala spiegelt dabei die in den
Einzelproben auftretende Peptidabundanz wider, wobei blau herunterregulierte Peptide
markiert, weild dem Mittelwert entsprechende Werte darstellt und rot eine Hochregulierung
symbolisiert. (B) Das mittels Inferno erstellte Boxplot Diagramm zeigt die Verteilung der
quantifizierten Werte innerhalb der verschiedenen Proben.

Auffallig ist dabei, dass sich nach 5 und 10 Min. Stimulation die Peptidabundanz deutlich
erhoht, was daftr spricht, dass hier Disulfidpeptide nachgewiesen wurden, die in anderen
Proben weniger hadufig auftraten. Diese sprunghafte Erhéhung relaxiert sich in den
nachfolgenden Proben bei 30 und 90 Min. Stimulation, wobei nach 120 Min. wieder
vereinzelt Peptidabundanzen erhoéht vorliegen. Diese Tendenz wird auch im Boxplot
Diagramm ersichtlich (Abb.4.3.5. B), welches die Verteilung der quantifizierten

Peptidabundanzen innerhalb der jeweiligen Probe graphisch darstellt. Dabei treten die im

104



ERGEBNISSE

Mittel geringsten Werte in der unstimulierten Probe auf und steigen dann nach kurzer
Stimulationsdauer (5 Min.) sprunghaft an, so dass hier davon ausgegangen werden kann, dass
disulfidverbriickte Peptide mit einer hoheren Abundanz nach einsetzender Stimulation mit
Antimycin A auftreten. Durch die Inhibition des Komplex IlIl der Atmungskette in
Mitochondrien kommt es zur Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies, die freie Thiole
an Proteinen oxidieren konnen. Generell sind in der Zelle verschiedene Systeme zur
Bekampfung von oxidativen Stress aktiv. Dabei kdnnen spezielle redox-sensitive Proteine wie
beispielsweise Glutathion oder Thioredoxin an oxidierte Proteine binden und vorhandene
Disulfidbriicken reduzieren (siehe auch Abschnitt 5.3.). Dennoch kdnnen beide Systeme
durch eine zu hohe Konzentration an ROS blockiert werden, so dass ein sprunghafter Anstieg
der Disulfidbriickenbildung zu beobachten ist. Bei langeren Stimulationszeitraumen (10-90
Min.) sinken die durchschnittlichen Peptidabundanzen wieder ab, so dass hier vermutlich
kompensatorische Prozesse aktiviert werden, die das Auftreten von Disulfidbriicken langsam
wieder dem Normalniveau annahern. Nach 120 Min. andauernder Stimulation zeigte sich
erneut ein leichter Anstieg der Peptidabundanzen (siehe Abb.4.3.5. B), was daflr sprechen
konnte, dass der andauernde oxidative Stress fir die Zelle zu hoch ist, so dass auch
gegensteuernde MalRnahmen der Zelle nicht ausreichen, um die weitere Thioloxidation zu
verhindern. Besonders deutlich zeigte sich dies bei den redoxsensitiven Proteinen wie
Thioredoxin, Thioredoxin-Reduktase, Glutaredoxin, Glutathion-Reduktase oder auch
Peroxiredoxin, bei denen nach Beginn der Stimulation bereinstimmend eine zunehmende
Disulfidbriickenbildung beobachtet werden konnte, die Uber die Zeit wieder abnahm und
schluBendlich nach 120 Min. Behandlungsdauer wieder sprunghaft anstieg. Dies spiegelt
vermutlich die Kapazitatsgrenze des zelluldren Schutzsystems wider, in das all diese Proteine
involviert sind (vgl. Abb.5.3.1.). Dabei werden durch ROS falschlicherweise oxidierte
Proteine zundchst durch Thio-/ oder Glutaredoxin in ihre physiologische Form revertiert.
Dauert die Stimulation jedoch bis zu 120 Min., kénnen diese reduzierenden Enzyme nicht
mehr recycelt werden, da die eigentlich als Elektronenakzeptoren dienenden Proteine
(Thioredoxin-/ und Glutathion-Reduktase) wiederum selbst vermehrt oxidiert vorliegen, so
dass der Oxidationsschutz der Zelle zum Erliegen kommt.

4.4. ANREICHERUNG UBIQUITINYLIERTER PEPTIDE

Der Einsatz der in Abschnitt 3.2.4 beschriebenen Methoden hatte zum Ziel ubiquitinierte

Peptide aus komplexen Peptidgemischen anzureichern. Dabei wurde eine etablierte
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Immunaffinitats-basierte Methode mit einer neu aufzusetzenden ChaFRADIC-Methode
verglichen. Da alle beschriebenen Experimente und deren Resultate in Relation zu setzen

sind, bietet sich hier die gemeinsame Darstellung der Ergebnisse in einem Kapitel an.

Durch Einsatz von 20 mg Peptid fur die Anreicherung mit Hilfe des PTMScan Ubiquitin
Remnant Motif Kits konnten insgesamt 8,431 ubiquitinierte Peptide bei 11,612
Gesamtidentifikationen, so dass sich fur diese Methode eine Spezifitit von 73% ergab. Dieses
Ergebnis sollte im Nachfolgenden als Vergleichswert dienen, um die mittels ChaFRADIC
erzielten Ergebnisse zu beurteilen. Dabei wurde zundchst uUberpruft, in wie fern sich der
theoretisch erstellte Versuchsablauf bei der Bearbeitung einer reellen Probe als plausibel und
funktionell herausstellt. Dazu wurden aus 10 mg derselben Ausgangsprobe ebenfalls anhand
des PTMScan Kits ubiquitinierte Peptide isoliert und das Eluat anschliellend
chromatographisch mittels ChaFRADIC aufgearbeitet. Hierbei handelte es sich um ein
Vorexperiment, das zeigen sollte, ob die Ubiquitin-Peptide in den zu erwartenden Fraktionen
eluieren. In der ersten SCX-Dimension zeigte sich im Chromatogramm, dass nahezu die
gesamte Probe ausschlieRlich im erwarteten Zeitfenster eluierte. Dabei handelte es sich, wie
vermutet, um den chromatographischen Bereich, in dem hochgeladene Peptide mit einer
Nettoladung grolRer oder gleich +3 eluieren sollten. Alle gesammelten Fraktionen der ersten
Dimension wurden zusatzlich mittels LC-MS auf Vorhandensein von Ubiquitin-Peptiden
Uberprift. Die Ergebnisse wurden in Tab.4.4.1. zusammengefasst.

Tab.4.4.1.: Identifizierte PSMs der ersten SCX-Dimension der ChaFRADIC-Anreicherung fir
ubiquitinierte Peptide.

Fraktion Ubg-Peptide (PSMs) Nicht-Ubg-Peptide (PSMs)
FT 9 0
+1 0 4
+2 3 22
Ubergang +2/+3 54 1
Hauptfraktion +3/+4/+5 117 1

Generell zeigte sich, dass die meisten Ubiquitin-Peptide in der hoher geladenen Hauptfraktion
+3/+4/+5 nachgewiesen werden konnten, einige weitere konnten zudem in der
Ubergangsfraktion +2/+3 identifiziert werden. In den Fraktionen FT, +1 und +2 wurden
hingegen deutlich weniger oder keine Ubg-Peptide nachgewiesen. Alle in der +2-Fraktion
gefundenen PSMs stammten vom selben Peptid ‘*®*AQLGGPEAAKGIycly)SDETAAKD3A)®
des Heatshockproteins Beta-1 (P04792). Obwohl es sich um ein ubiquitiniertes Peptid
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handelt, weicht es von den im ChaFRADIC Ublicherweise generierten Peptidspezies ab, da es
mit einem Lysin endet, wobei es sich jedoch nicht um eine Schnittstelle handelt, sondern um
den acetylierten C-Terminus des Proteins. Daher besitzt dieses Peptid einen Ladungszustand
von +2 und eluiert friher als die tblicherweise generierten Ubg-Peptide. Ferner wurde im FT
das ubiquitinierte Peptid “*LIFAGK @iyl QLEDGR®>* nachgewiesen, wobei es sich um PSMs
der Ubiquitinkette selbst handelt. Dies ist in Anreicherungsexperimenten von ubiquitinierten
Peptiden das am hé&ufigsten nachweisbare Peptid, da es durch den Verdau der an Proteinen
angehdngten Mono-/ und Polyubiquitinketten freigesetzt wird und anschlieend wie andere
ubiquitinierte Peptide Uber die jeweilige Methode angereichert wird. Durch seine extreme
Héufigkeit und moglicherweise auftretende Memory-Effekte kann dieses Peptid auch in
anderen Fraktionen gefunden werden, in denen es regulér nicht eluieren wurde. Es handelt
sich  vermutlich um Uberladungseffekte oder kann gerade am Anfang einer
chromatographischen Auftrennung auf Grund einer nicht optimalen Bindung der Probe an das
Saulenmaterial auftreten. Zusammenfassend kann also davon ausgegangen werden, dass die
erste SCX-Dimension fiir eine ,,Vorfraktionierung® von ubiquitinierten Peptiden geeignet ist,
da der Grofteil der anzureichernden Ubiquitin-Peptide in der erwarteten Fraktion eluiert.
Essentiell fur den Erfolg der ChaFRADIC-Methode ist jedoch besonders der induzierte
Ladungsshift, so dass die Ubg-Peptide aus der +3/+4/+5-Fraktion nach erfolgter Acetylierung
in der zweiten Dimension in der +1-Fraktion eluieren sollten. Dies wurde durch Analyse
dieser angereicherten Fraktion (+1 in der zweiten Dimension) Uberprift und fuhrte zur
Identifikation von 803 ubiquitinierten Peptiden, wobei nur drei nicht-ubiquitinierte Peptide
gefunden wurden. Generell l&sst sich dieses Ergebnis nur bedingt mit dem erhaltenen Resultat
der Immunprézipitation (IP) des vorangegangenen Experimentes vergleichen. Zum einen
wurden unterschiedliche Mengen verwendet (20 mg fir IP und 10 mg fur IP + ChaFRADIC),
zum anderen unterscheiden sich die Peptidcharakteristika auf Grund des speziellen
ChaFRADIC-Aufbaus in Bezug auf vorhandene Acetylierung und Verdauspezifitat.
Grundsétzlich kénnen daher nur die Positionen der gefundenen ubiquitinierten Lysine
verglichen werden (z.B. P42766 Ubqg an Position 66), was zu einer Ubereinstimmung von
3,2% fuhrte (siehe Abb.4.4.1.). Aufféllig war zudem, dass ein Anteil von etwa 7% nicht durch
die IP abgedeckt werden konnte, was darauf schlielen lasst, dass beide Methoden auf
unterschiedliche Peptidpopulation abzielen. Obwohl die IP in diesem Experiment weitaus
bessere Ergebnisse zu liefern scheint, ist zu berlcksichtigen, dass der experimentelle Aufbau
nicht dem beabsichtigten ChaFRADIC-Ablauf entsprach und es an dieser Stelle um die

generelle Uberpriifung des Elutionsverhaltens ging. Es empfahl sich daher, trotzdem die
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Anwendung des ChaFRADIC auf eine reelle Probe durchzufiihren und auch diese Ergebnisse

in die endgultige Beurteilung mit einflie3en zu lassen.

Standard IP IP + ChaFRADIC

Abb.4.4.1.: Ubereinstimmung der identifizierten Ubg-Peptide nach Immunprézipitation (IP)
und kombinierter IP mit ChaFRADIC.

Generell zeigte sich, dass die anzureichernden Ubiquitin-Peptide in beiden Dimensionen in
den erwarteten Fraktionen eluierten und somit der ChaFRADIC-Ansatz grundsatzlich auch
zur Anreicherung von ubiquitinierten Peptiden verwendet kann. Im néchsten Schritt sollte nun
die Anwendung der Methode auf komplexe Probe Uberprift werden. Dazu wurde ebenfalls
dieselbe Ausgangsprobe verwendet, wobei mit Hilfe des zwei-dimensionalen ChaFRADIC-
Ansatzes ubiquitinierte Peptide aus verschiedenen Probenmengen (20, 200 und 1000 pg
Peptid) angereichert wurden. Die Ergebnisse wurden in Tab.4.4.2. zusammengefasst.

Tab.4.4.2.: Ubersicht der identifizierten Ubg-Peptide mittels ChaFRADIC bei Einsatz
unterschiedlicher Probenmengen.

5 125 4%
35 581 6%
53 988 5,4%

Es zeigte sich, dass mit mehr eingesetztem Material auch mehr ubiquitinierte Peptide
angereichert werden koénnen, jedoch nimmt damit auch die Kontamination durch nicht-
Ubiquitin-Peptide drastisch zu. Insgesamt lasst sich durch Einsatz von mehr
Ausgangsmaterial die Spezifitat geringfligig steigern (von 4 auf etwa 6%), wobei diese fur
eine Anreicherungstechnik extrem gering ist und zudem die Detektion der Ubg-Peptide durch
das Vorhandensein sehr vieler nicht gewiinschter Peptide erschwert wird. Aufféllig ist dabei,
dass in allen drei Proben ein grof3er Anteil dieser co-eluierten Peptide einen Ladungszustand
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von +1 aufweist, dieser macht beispielsweise in der angereicherten +1-Fraktion bei 200 pg

eingesetztem Peptid einen Anteil von 75% aus (vgl. Abb.4.4.2.).

Zusammensetzung der co-eluierten, nicht-Ubqg-Peptide
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Abb.4.4.2.: Zusammensetzung der co-eluierten, nicht ubiquitinierten Peptide in der
angereicherten +1-Fraktion aus 200 pg Peptid. Die unerwinschten Peptidkontaminationen
teilen sich in ein- und zweifach positive geladene Peptidpopulationen auf, die jeweils ein
vermehrtes Auftreten bestimmter Aminosauren (wie z.B. Glutaminsaure und Leucin/Isoleucin)
zeigen.

Anhand des Acetylierungsmusters lasst sich hierbei feststellen, dass die jeweiligen Peptide in
der ersten Dimension einen Ladungszustand von +2 gehabt hétten und es somit bereits dort zu
keiner exakten Ladungstrennung gekommen ist, was in der zweiten Dimension dann zu der
beobachteten hohen Kontaminationsrate fihrt. Moglicherweise flhrt die initiale Acetylierung
bei Peptiden mit einem hohen Anteil an hydrophoben (Ala, lle, Leu) und sauren Aminosauren
(Glu) zu einem verspéateten Elutionsverhalten im SCX, da fast alle co-eluierten Peptide ein
oder mehrere dieser Aminosduren in ihrer Sequenz aufweisen. Ahnliche Zusammenhange
lassen sich auch bei den zweifach positiven Peptiden erkennen, die ein Anteil von 25% bei
den co-eluierten Peptiden ausmachen (vgl. Abb.4.4.2.). Diese eluieren in der ersten
Dimension wie erwartet als +3-Peptide, werden dann jedoch in der zweiten Dimension nach
erneuter Acetylierung nicht ausreichend lange retardiert und eluieren bereits in der +1-
Fraktion. Fraglich ist hier, ob ein hydrophober Effekt auf Grund der Acetylierung oder der
vorhandenen Aminosduren Leucin/Isoleucin eine Rolle spielt oder das Histidin, als schwach
basische Aminosdure, in Kombination mit Glutaminséure nicht als zweiter Ladungstréger im

Peptid ausreicht, um in der SCX-Auftrennung ausreichend lange retardiert zu werden.
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Zusétzlich ist zu bedenken, dass der Elutionsprozess generell einer Gaufischen Verteilung
folgt, so dass eine Fraktion nie zu 100% aus Peptiden eines einzelnen Ladungszustandes
besteht. Im Fall der Ubiquitin-Anreicherung konnte dieser normalerweise geringe Anteil an
Kontaminationspeptiden allerdings dazu fiihren, dass er mengenmaRig die sehr niedrig
abundanten Ubiquitinpeptide Gberlagert und somit zu einer erschwerten Identifikation der
Ubiquitin-Peptide bzw. einer

erhdhten Detektion der nicht- N N

Ubqg-Peptide fiihrt. ‘ \ / \

Der Grund fur die geringe / ' / \

A
" \

Anzahl an identifizierten :

vy ,

1

4

...-,ft‘,?}@, \‘_

+1 +2 +3

Ubiquitin-Peptiden besteht also A
in der hohen

Kontaminationsrate durch Peptide, die in der ersten oder zweiten Dimension ein unerwartetes
Elutionsverhalten  zeigen und  mdoglicherweise  auf  Grund  der  speziellen
Aminosdurezusammensetzung zu einer nicht exakten Ladungstrennung fiihren. Im Rahmen
dieser Arbeit wurden verschiedene Strategien verfolgt, um die Resultate der Methode zu
verbessern, in Anbetracht der erzielten Ergebnisse werden diese allerdings hier nicht gezeigt.
So wurde beispielsweise gepruft in wie weit eine reduzierte Probenkomplexitat in der ersten
Dimension die Ladungstrennung verbessert. Wie auch die oben beschriebenen Ergebnisse
unterstreichen, fuhrt der Einsatz von weniger Probematerial jedoch nicht zu einer Erhéhung
der Spezifitat, gleichzeitig werden auch weniger Peptide identifiziert, so dass dies keine
Verbesserung der Methode darstellt. Weitere Ideen waren z.B. eine gréRRere Probemenge (200
pg) in drei separaten Laufen aufzutrennen (jeweils 66 pg) und die gesammelten +3/+4/+5-
Fraktionen zu vereinigen, um somit die Probenkomplexitat pro Lauf bei gleichbleibender
Gesamtprobenmenge zu reduzieren. Auch gednderte Fraktionierungsschemata, die kleinere
Elutionsfenster beinhalteten oder nur einen einzelnen Ladungszustand isolierten, wurden in
Hinblick auf Verbesserung der Resultate gepruft. Insgesamt flhrte jedoch keine dieser
Strategien zu einem Erfolg, so dass die Entwicklung einer ChaFRADIC-Anreicherung fir
ubiquitinierte  Peptide zum  Abschlusszeitpunkt dieser Arbeit als vorerst nicht

erfolgversprechend bewertet wurde.

Der grofle Vorteil einer ChaFRADIC-basierten Anreicherung lag in den vergleichsweise
minimalen Mengen, so dass statt 20 mg nur noch 200 — 1000 pg Peptide hatten eingesetzt

werden missen. Da auf Grund der oben beschriebenen Limitierungen die Etablierung eines
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solchen Ansatzes in der vorgegebenen Zeit nicht durchgesetzt werden konnte, war jedoch
zumindest eine Verbesserung des Immunaffinitats-basierten Verfahrens erstrebenswert. Daher
wurde das bestehende Protokoll des Herstellers zur Anreicherung von ubiquitinierten
Peptiden mit Hilfe des PTMScan Kits (Stand Januar 2012) durch Optimierung einiger
Arbeitsschritte verbessert und die Anwendung auch fir deutlich geringere Probenmengen
ermoglicht. Beispielsweise warnte der Hersteller ausdriicklich vor der Entnahme einer
Teilmenge aus der Antikorper-Bead-Suspension sowie vor dem Aliquotieren, wodurch auch
die Anwendung auf kleinere Peptidmengen ausgeschlossen wird bzw. flir geringe
Probenmengen die gesamte Suspension benutzt werden misste. Um diese schwerwiegende
Limitierung zu umgehen, wurde eine angepasste Pipettenspitze verwendet, die Uber eine
groRere Offnung verfiigt und es somit erlaubt, den Antikorper-Bead-Komplex bei Entnahme
moglichst geringen Scherkraften auszusetzen. Weiterhin wurde diese Suspension vor
Verwendung gewaschen, um den zur optimalen Lagerung benétigten Glycerol-Puffer
mdoglichst effektiv auszuwaschen. Dies hat bei verkleinerten Probenmengen und den daraus
resultierenden kleineren Volumina den Vorteil, dass Aufkonzentrierung von unerwiinschten
Substanzen verhindert wird. Zusatzlich wurden auch einige Arbeitsschritte des bestehenden
Protokolls verandert, die nicht in direktem Zusammenhang mit der eingesetzten Probenmenge
standen, jedoch die Bindung des Antikorper-Bead-Komplexes an das entsprechende
Zielpeptid unterstiitzen sollte. Beispielsweise wurde die Inkubationsdauer auf 4 h verléngert,
um eine optimale Bindung zu erreichen. Der eingesetzte Puffer enthielt Detergenzien und
reduziert damit unspezifische Bindungen, wobei dieser nur auf Nachfrage beim Hersteller
erhaltlich ist und der standardmaRig mitgelieferte Inkubationspuffer des Kits keine
Detergenzien enthdlt. Bei der Verwendung sollte darauf geachtet werden, unnétige
Schaumbildung zu vermeiden, da diese zu Denaturierung und Probenverlusten beitragen
kann. Durch Anwendung dieses Protokolls auf verschiedene HelLa-Proben bei Einsatz von
jeweils 1 mg Peptid zur Immunprazipitation wurden die in Abb.4.4.3. dargestellten
Ergebnisse erzielt. Dabei werden die erzielten Ergebnisse aus einer IP mit 20 mg Material mit
den optimierten IPs unter Verwendung von nur 1 mg Peptid verglichen. Auffallig ist, dass die
Anzahl der identifizierten Peptide sich nicht proportional zum eingesetzten Material
vermindert. Obwohl 20-mal weniger Material eingesetzt wurde, konnten dennoch in den mit
MG-132 inhibierten Proben tber 3000 ubiquitinierte Peptide identifiziert werden, was etwa
40% der zuvor erzielten Anzahl entspricht. Zudem &ndert sich auch die Spezifitat der

Methode nur unwesentlich in den behandelten Proben und ist zudem auch zwischen den
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beiden Proben nahezu identisch, obwohl eine in einem anderen Labor vorbereitet wurde und

als Vergleichsprobe aus einem Fremdlabor diente.

Erreichte Spezifitat in verschiedenen
Immunprézipitationsexperimenten
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Abb.4.43.: Erreichte Spezifitdit in Immunprazipitationsexperimenten. Es wurden die
Ergebnisse, die unter Einsatz von 20 mg Probenmaterial erzielt wurden mit denjenigen
verglichen, bei denen nur 1 mg Peptid eingesetzt wurde. Es wurden dazu Hela-Proben
verwendet, die selbst angezogen wurden (HelLa_ stim_1lmg; HelLa_unstim_1mg) sowie eine
Probe, die in einem fremden Labor (HeLa stim_1mg_ (FL)) hergestellt wurde. stim: MG-132
stimuliert bzw. Proteasom-inhibiert; unstim: nicht mit MG-132 behandelt.

Auch die Anwendung auf eine unbehandelte Probe wurde in diesem Experiment gepruft,
wobei die Anzahl an identifizierten, ubiquitinierten Peptiden deutlich geringer ist als in den
Vergleichsproben. Die fehlende Inhibition des Proteasoms beschleunigt den Abbau von
ubiquitinierten Proteinen, so dass vermutlich weniger Proteine fir die Methode zuganglich
sind. Insgesamt zeigte sich, dass auch unter Verwendung von deutlich weniger Material eine
ausreichende Anzahl an ubiquitinierten Peptiden identifiziert werden kénnen und die Methode
zudem reproduzierbar auch bei unterschiedlichen Proben durchgefiihrt werden kann. Selbst in
einer Probe, in der der proteasomale Abbau von ubiquitinierten Proteinen nicht inhibiert und
somit eine geringere Anzahl an identifizierten Peptiden zu erwarten ist, kann dennoch ein

vergleichsweise gutes Ergebnis erzielt werden.

4.5. ANWENDUNG DER ETABLIERTEN METHODEN ZUR
CHARAKTERISIERUNG DER WECHSELWIRKUNG POST-
TRANSLATIONALER MODIFIKATIONEN

Die im Abschnitt 4.1. bis 4.4. etablierten Methoden sollten abschlieRend auf ihr Potential zur
Charakterisierung der Wechselwirkung von post-translationalen Modifikationen tberpriift

werden. Im Allgemeinen werden Anreicherungsmethoden in der Proteomik dazu verwendet,
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bestimmte Peptidspezies (z.B. ubiquitinierte Peptide) aus einem komplexen Peptidgemisch zu
isolieren und so nach massenspektrometrischer Analyse Informationen Uber die
korrespondierenden Proteine zu erhalten. Werden beispielsweise in Tumorgewebe bestimmte
ubiquitinierte Proteine nachgewiesen, welche in gesundem Gewebe nicht detektierbar sind,
konnte daraus der Rickschluss gezogen werden, dass jene ubiquitinierten Proteine an der
Krankheitsentstehung beteiligt sind. Dies stellt jedoch, genau wie die globale Proteomanalyse,
nur eine Momentaufnahme dar und spiegelt zudem nur ein spezielles Subproteom (in diesem
Fall die ubiquitinierten Proteine) wider. Unklar bleibt in diesem Fall, in wie weit andere
Modifikationen die Krankheitsentstehung beginstigt oder ausgeldst haben, so dass die
Ubiquitinierung bestimmter Proteine nur als Folge einer anderen Modifikation zu sehen ware.
Diese gegenseitige Beeinflussung von PTMs konnte bereits nachgewiesen werden und wird
als PTM-Crosstalk bezeichnet (vgl. Abschnitt 1.2.). Darunter versteht man, dass das
Vorhandensein einer ersten Modifikation das Auftreten einer zweiten Modifikation positiv
oder negativ beeinflussen kann. Um demnach ein mdglichst umfassendes Bild der zelluléren
Abléufe zu erhalten, ware es sehr viel interessanter verschiedene Anreicherungstechniken
miteinander zu verbinden, um somit Informationen Uber das globale Proteom mit dem
Auftreten verschiedener Proteinmodifikationen miteinander in Relation zu setzen. Dies
kdnnte Aufschluss dariiber geben, in wie weit sich die generelle Proteinabundanz (globales
Proteom) verdndert und insbesondere, ob bestimmte PTMs hdufig zusammen auftreten
(positiver Crosstalk) oder um dieselbe Bindestelle konkurrieren und sich mdglicherweise

aktiv inhibieren (negativer Crosstalk).

7”7

Phosphorylierung

(Ti0,) Ubiquitinierung (IP)

Globales Proteom +
PTM-Subproteome

N-Termi Disulfidbriicken-

- lerminom bildun,

(ChaFRADIC) <) &
(ChaFRADIC)

Abb.45.1.: Kombination verschiedener Anreicherungstechniken zur  umfassenden
Proteomanalyse.
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Die im Rahmen dieser Arbeit etablierten Methoden kdnnten in Kombination mit anderen
bereits bestehenden Methoden dazu eingesetzt werden, um Proteome umfassend in Bezug auf
diese Parameter zu charakterisieren und somit vollig neue Zusammenhénge aufzudecken. In
Abb.45.1. wurde eine mogliche Kombination aus den ChaFRADIC-Techniken zur
Anreicherung von N-terminalen und Disulfid-verbriickten Peptiden, dem optimierten IP-
Protokoll flr ubiquitinierte Peptide sowie weiteren bereits bestehenden Methoden zur
Phospho-/ und globalen Proteomanalyse dargestellt. Je nach biologischer Fragestellung und
experimentellen Gegebenheiten konnten solche Kombinationen variiert und durch andere
Methoden ersetzt oder erweitert werden. Ein moglicher experimenteller Ablauf wird in
Abb.4.5.2. schematisch dargestellt.

8x FT 8x Eluat ¢ )

99% iTRAQ-Reagenz* 1% iTRAQ-Reagenz* « iTRAQ-Kit

‘ Pooling ‘
-Eluat- n - -

* Erfahrungswerte
Abb.4.5.2.: Experimentelles Design zur Kombination der globalen Proteomanalyse mit
Methoden zur Anreicherung von ubiquitinierten, phosphorylierten und Disulfid-verbrickten
Peptiden.
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Dabei werden die Proteine zun&chst aus verschiedenen Zellzustdnden extrahiert und
anschlieBend proteolytisch verdaut. Danach erfolgt die Anreicherung ubiquitinierter Peptide
separat aus jeder einzelnen Probe, wobei sich hier der Einsatz des optimierten IP-Protokolls
unter Verwendung von nur 1 mg Startmaterial als besonders vorteilhaft erweist. Dies resultiert
in acht Eluaten, die die ubiquitinierten Peptide enthalten, und acht Durchflussfraktionen
(FTs), die die restlichen aus dem Proteom generierten Peptide enthalten. Die korrespondieren
Fraktionen werden unter Einsatz eines iTRAQ-Kits einzeln markiert und kdnnen danach zu
jeweils einer Probe vereinigt werden (Pooling). AnschlieBend kdnnen die in dem Eluat
befindlichen ubiquitinierten Peptide mittels LC-MS analysiert und Uber die entstehenden
iITRAQ-Reporterionen auch  quantifiziert werden. Etwa 1% der vereinigten
Durchflussfraktionen wird zun&chst fir die globale Proteomanalyse bei vorgeschalteter high-
pH-RP (Umkehrphasenchromatographie bei pH 8) verwendet, der Hauptteil der Probe jedoch
flr weitere Anreicherungen. So werden beispielsweise vorhandene Phosphopeptide aus der
verbleibenden Probe abgereichert und der Durchfluss wiederum zur finalen ChaFRADIC-
Anreicherung von Disulfid-verbriickten Peptiden aufgewendet. Durch die vorangegangene
Markierung mittels iTRAQ kann Uber jedes der erhaltenen Subproteome auch eine
guantitative Aussage gemacht werden und die Abundanz einzelner Peptide (ber die
verschiedenen Zellzustdnde hinweg verglichen werden. Die Kombination der einzelnen
Methoden und die experimentelle Verschachtelung erlaubt hierbei die Analyse verschiedener
Subproteome aus acht unterschiedlichen Proben innerhalb desselben Experimentes, die
ublicherweise separat durchgefiihrt werden wiirden. Generell kann ein solches Experiment
auch verschiedenfach erweitert werden, z.B. durch den Einsatz eines Antikorpers, der
spezifisch Peptide mit einem acetylierten Lysin bindet, oder andere chromatographische
Anreicherungstechniken. Durch den Einsatz der iTRAQ-Markierung auf Peptidebene ist eine
gleichzeitige Kombination mit ChaFRADIC flr N-terminale Peptide im oben dargestellten
Experiment nicht sinnvoll, da dafiir alle Proben auf Proteinebene ebenfalls mit iTRAQ
markiert werden mussten und es somit zu Interferenzen und verfdlschten
Quantifizierungsergebnissen kommen wirde. Steht jedoch nicht die Anzahl der zu
quantifizierenden Proben im Vordergrund, so ist auch die Analyse des N-Terminoms
integrierbar. Der Unterschied besteht hier in einer Variation der Quantifizierungsmethode, die
auf SILAC (engl.: stable isotope labeling with amino acids in cell culture) basiert, so dass
synthetisierte Proteine aus zwei Zellzustinden auf Grund der enthaltenen ,leichten* und
»schweren* Aminosduren unterscheidbar sind (vgl. Abb.4.5.3.). Die anschlielende

Dimethylierung ist dabei nur zur Induktion des spateren Ladungsshifts im ChaFRADIC zur
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Anreicherung N-terminaler Peptide notwendig und wird nicht als Quantifizierungsmethode
eingesetzt. Nach dem proteolytischen Verdau wird &hnlich vorgegangen wie im vorherigen
Experiment, jedoch kann nun, nach durchgefuhrter Anreicherung ubiquitinierter und
phosphorylierter Peptide, der Durchfluss auch zur Isolation N-terminaler Peptide verwendet
werden. Hierbei werden zusétzlich die zwei ChaFRADIC-Experimente verschachtelt und in
der ersten Dimension nur die Fraktionen +1/+2/+3 zur Anreicherung N-terminaler Peptide
verwendet, die Fraktionen +4/+5 hingegen zur Analyse des Disulfidproteoms. Die
Quantifizierung erfolgt bei allen Subproteomen Uber die Stabilisotopen-markierten

Aminosdauren, zusatzlich ist auch hier eine globale Proteomanalyse moglich.
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ADbb.4.5.3.: Experimentelles Design zur Kombination der globalen Proteomanalyse mit
Methoden zur Anreicherung von ubiquitinierten, phosphorylierten, N-terminalen und Disulfid-
verbrickten Peptiden.

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierten Methoden zeigen auf Grund der verschiedenen
Kombinationsmdglichkeiten und der vielféltigen Variationen ein enormes Potential fur die
Massenspektrometrie-basierte  Proteomanalyse. Insbesondere im Hinblick auf die
Charakterisierung verschiedener PTMs und deren moglichen Wechselwirkungen werden hier
neuartige Methoden erstmals kombiniert. So gibt es zwar verschiedene Studien, die PTM-
Subproteome  beispielsweise  durch  serielle  Antikorper-basierte  Anreicherungen
charakterisieren [192], jedoch sind keine Methoden bekannt, die gleichzeitig auch auf N-
terminale Peptide abzielen oder Disulfidpositionen kartieren konnen. Das ChaFRADIC stellt
dabei eine sensitive und fir manche PTMs, wie z.B. fur Disulfid-verbrickte Peptide, eine
exklusive Methode dar. Ebenso werden die hier dargestellten Experimente durch das
optimierte IP-Protokoll wesentlich kosteneffizienter und nur durch den geringen
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Materialeinsatz ~ Uberhaupt realisierbar. Unter  Berilcksichtigung des generellen
Entwicklungspotentials des ChaFRADIC, das auch zur Anwendung auf andere PTM-Spezies
genutzt werde konnte, ergeben sich hier durch die neu etablierten Methoden viele
Mdoglichkeiten zur umfassenden (Sub-)Proteomanalyse, die viele neue Erkenntnisse Uber
zellulédre Zusammenhange und sich gegenseitig beeinflussende Modifikationen liefern kénnte
[193].
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5 DISKUSSION

5.1. OPTIMIERUNG SCX-AUFTRENNUNG

Um einen zwei-dimensionalen ChaFRADIC-Ansatz  unter Verwendung eines
Kationenaustauschers zu etablieren, musste zundchst die prézise Auftrennung eines
komplexen Peptidgemisches nach definierten Ladungszustdanden gewahrleistet werden. Dies
konnte durch die gezielte Optimierung des Gradienten in Kombination mit den jeweils leicht
veranderten Puffern sowohl fir den initialen ChaFRADIC-Ansatz als auch fiir das erweitere
ChaFRADIC erreicht werden. Grundsatzlich ist eine reproduzierbare Auftrennung sowohl
zwischen Einzelldufen als auch Uber die Zeit essentiell, so dass die Effizienz durch Einsatz
von Standards regelmaRig uberprift werden sollte. Dies ist im Rahmen dieser Arbeit durch
Auftrennung dergleichen, komplexen Standard-Probe (verdautes Blutplattchen-Lysat) in
regelmaRigen Abstadnden erfolgt. Weiterhin konnte auch eine reproduzierbare Auftrennung
von reinjizierten Fraktionen sichergestellt werden, so dass die grundsétzlichen
Voraussetzungen zur Etablierung eines ChaFRADIC-Ansatzes geschaffen wurden. Die
Optimierung der Auftrennungseigenschaften anhand veranderter Gradienten oder Anpassung
der Fraktionierungsfenster stellte einen wesentlichen Teil dieser Arbeit dar, da sich die
Eigenschaften der verwendeten Chromatographiesaulen (ber die Zeit andern konnen.
Beispielsweise lassen Bindekapazitaten solcher Saulen mit zunehmender Verwendungsdauer
nach, so dass Peptide (ber die Zeit fruher eluieren. Dies hat zur Folge, dass die
Fraktionierungszeiten stetig Gberpruft und bei Bedarf nachjustiert werden miissen. Zudem
wurde die initiale Optimierung an einer seit langerer Zeit in Gebrauch befindlichen Séule
durchgefuhrt, so dass nach Einbau einer neuen Sdule die Parameter nicht ohne erneute
Anpassung ubernommen werden konnten. Daher bot es sich zu diesem Zeitpunkt an, die
Optimierung mit leicht veranderter Pufferzusammensetzung erneut durchzufuhren, um far
nachfolgend verwendete (neue) Saulen stets auf diese Parameter zurlickgreifen zu kdnnen, da
insbesondere bei kommerziell erhéltlichen S&ulen die Auftrennungsleistung im Vorfeld

gepruft wird und sich nur unwesentlich unterscheiden sollte.
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5.2. N-TERMINALE ANREICHERUNGEN

5.2.1. ANWENDUNG DES INITIALEN CHAFRADICS ZUR ANREICHERUNG N-
TERMINALER PEPTIDE AUS SACCHAROMYCES SEREVISIAE

Aus Hefespharoblasten konnten mit Hilfe des ChaFRADIC-Ansatzes insgesamt 1775 nicht-
redundante N-terminale Peptide identifiziert werden. Um eine finale Liste an Protein N-
Termini daraus zu generieren, wurden nur diejenigen Peptide berucksichtigt, die eine
Startposition innerhalb der ersten 100 Aminoséuren besalen und nur die jeweils N-
terminalste ldentifikation wurde miteinbezogen, so dass sich eine Liste von 806 uniguen
Protein N-Termini ergab. Dieses Ergebnis wurde mit einer, zum Zeitpunkt der
Veroffentlichung, aktuellen Studie von Mommen et al. [128] verglichen, die eine sogenannte
phospho-tagging (PTAG) Strategie zur Anreicherung N-terminaler Peptide entwickelt hatten.
Dabei werden zunédchst Protein N-Termini dimethyliert und spater die, durch den
proteolytischen Verdau mit drei verschiedenen Proteasen generierten, internen Peptide mit
einer Phosphatgruppe derivatisiert. Zur Abtrennung der N-terminalen Peptide bedient man
sich der bereits bekannten TiO2-Chromatographie (siehe auch Abschnitt 1.4.1.), bei der die
nun phosphorylierten, internen Peptide aus dem komplexen Gemisch abgereichert werden
kdénnen, wobei N-terminale Peptide mit dem Durchfluss eluieren. Nach Ausschluss
redundanter Peptidhits, die auf Grund von uberlesenen Schnittstellen und der Verwendung
drei verschiedener Proteasen auftraten, konnten in dieser Studie 547 Protein N-Termini
identifiziert werden. Das mit ChaFRADIC erzielte Ergebnis entsprach somit einer
Verbesserung von lber 32%. Trotz der unterschiedlichen Ansitze belief sich die Uberlappung
beider Experimente auf insgesamt 229 Proteine (siehe Abb.5.2.1.1.), von denen sich nur 15%
in ihrer Startposition unterschieden. Generell besal3en die meisten der gefundenen N-Termini
aus dem ChaFRADIC-Datensatz eine Startposition, die einem unprozessierten N-Terminus
(Position 1 oder 2) entsprach, was zu erwarten war, da es sich hier um einen Ausschnitt aus
dem gesamten Hefeproteom handelt und nicht alle Proteine durch proteolytische Aktivitaten
verdndert werden. Meist wird nur das initiale Methionin, welches als Startcodon bei der
Translation fungiert, abgetrennt, so dass der Grofiteil der Proteine an Position 2 beginnen
sollte, was sich auch in den hier identifizierten N-Termini widerspiegelte (siehe Abb.5.2.1.1.).
Dass beide Datensatze dennoch aus einer nicht unerheblichen Zahl an einzigartigen Hits
bestehen, l&sst sich hauptséchlich dadurch erkléren, dass unterschiedliche Verdaubedingungen
in beiden Ansétzen gewahlt wurden. ChaFRADIC greift auf Trypsin zurtick, wobei sich durch

die verwendete Markierung eine Arg-C-Spezifitét ergibt.
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Abb.5.2.1.1.: Ubersicht der mittels ChaFRADIC identifizierten Protein N-Termini. (A)
Die identifizierten N-terminalen Peptide wurden auf Grund ihrer jeweiligen
Startposition innerhalb der gesamten Proteinsequenz in Klassen eingeteilt. Da nach der
Translation haufig das initiale Methionin entfernt wird, ist eine Startposition von 2 fur
den Groliteil der Proteine zu erwarten. (B) Der Vergleich der identifizierten Protein N-
Termini mit einer anderen Studie, die die PTAG-Strategie nutzte, zeigte eine

groRflachige Uberlappung beider Studien, wobei sich nur 15% (35 von 229) der Proteine
in ihrer Startposition unterschieden.

Mommen et al. hingegen benutzen eine Kombination aus Trypsin (ebenfalls Arg-C
Spezifitat), V8 und Chemotrypsin, die auf Grund der Schnittpraferenzen eher langere Peptide
generiert (Median ChaFRADIC: 13 + 6 Aminosduren; Median PTAG: 17 £ 6 Aminosduren),
jedoch bei gleichbleibender Anzahl positiv geladener Reste (K, H, R mit einem Median von 2
pro Peptid). Da der Einsatz von mehr als einer Protease grundsatzlich dazu gedacht ist, die
Sequenzabdeckung zu erhohen und auch Peptide zugéanglich zu machen, die auf Grund der
Verdaubedingungen eigentlich depletiert wiirden, ist es an dieser Stelle positiv zu bewerten,
dass das ChaFRADIC mit nur einer Protease deutlich mehr Peptide anreichern konnte. Zudem
hat ChaFRADIC weitere Vorteile verglichen mit der PTAG-Strategie: der Workflow ist
insgesamt deutlich weniger aufwendig, da (i) die zeitintensiven Reaktionen wegfallen, (ii) die
Verdaubedingungen standardmélig durchgefuhrt werden, (iii) generell weniger Startmaterial
notig ist und (iv) zur finalen Identifizierung weniger LC-MS-Messzeit bendétigt wird. Dadurch
ist der ChaFRADIC- Ansatz sehr zeiteffizient und dennoch deutlich sensitiver, besonders,
wenn zusatzlich bertcksichtigt wird, dass die Probenkomplexitdt durch die gewahlte
Markierungsstrategie verdoppelt wird und N-terminales Pyroglutamat nicht —wie im PTAG-

Ansatz — entfernt wurde, was generell zu einem Verlust an einigen Hits fihrt.
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Die finale Liste von 806 N-terminalen Peptidsequenzen wurde schlussendlich gegen eine
spezielle Datenbank, die Global Proteome Machine [194], abgeglichen, um die
Uberschneidung mit Daten vorheriger Studien zu bestimmen. Tatsachlich wurden 60% der
mit ChaFRADIC angereicherten N-Termini bereits in anderen globalen Studien identifiziert.
Da die meisten Proteomics Ansatze auf der Verwendung von Trypsin basieren, in unserer
Strategie der Verdau jedoch eine ArgC-Spezifitat aufweist, fuhrte die Umwandlung unserer
identifizierten Hits in das jeweilige voll-tryptische Pendant zu einer Gesamttiberschneidung
von 75%, was fir die Zuverlassigkeit des ChaFRADIC Ansatzes spricht.

Durch die Anreicherung N-terminaler Peptide aus wildtypischen sowie Alcp55
Mitochondrien, konnten insgesamt 36 Substrate von Icp55 identifiziert werden. Eine ahnliche
Studie wurde bereits 2009 von Vogtle et al. publiziert [181], in der ein COFRADIC-Ansatz
genutzt wurde, der zur Identifizierung von 34 Substraten fiihrte. Um dieses Ergebnis zu
erzielen, wurden 3 mg Protein pro Zustand verwendet und drei verschiedene Proteasen
eingesetzt sowie tber 100 LC-MS-Messungen benétigt. Im Gegensatz dazu wurde im hier
etablierten ChaFRADIC nur 30 pg Protein pro Zustand verwendet, standardméafiig tryptisch
verdaut und nur die 5 final angereicherten Fraktionen gemessen, so dass in diesem Ansatz
100-mal weniger Startmaterial und nur 1% der vorher benétigten Zeit gebraucht wurden.
Weiterhin konnen mit dem ChaFRADIC-Ansatz auch N-terminale Peptide mit zusétzlichen
Ladungen (auf Grund von uberlesenen Schnittstellen oder Histidinresten) angereichert
werden, wohingegen diese beim COFRADIC ganzlich verloren gehen [140]. Auch im
Hinblick auf den Vergleich mit Mommen at al. erwies sich die Methode aktuell als die
sensitivste und zeichnet sich durch Robustheit, Reproduzierbarkeit und eine einfache
Durchfiihrbarkeit aus. Die hohe Spezifitat der Anreicherung von etwa 80% zeigt, dass das
theoretische Prinzip erfolgreich zur Anwendung auf eine reale Probe angewendet werden
konnte. In Bezug auf die Abdeckung des gesamten Hefeproteoms (die nur 20% betrug), liel3e
sich die Methode jedoch verbessern. Eine mdgliche Strategie konnte hier der Einsatz
verschiedener Proteasen sein, die den Ansatz etwas aufwendiger machen, jedoch N-terminale
Peptide zugénglich machen wiurde, die auf Grund des speziellen Arg-C Verdaus bislang
ausgeschlossen werden. Besonders Proteasen, die ganzlich andere Spezifitdten besitzen,
waéren daflr interessant, wie beispielsweise GIuC (saure AS) oder Subtilisin (unspezifische
Schnittaktivitat), da sie Peptide mit grundsatzlich anderen physikochemischen Eigenschaften
generieren wurden. Auch die Markierung der Protein-N-Termini lieBe sich durch das aktuell

haufig verwendete iTRAQ-/ oder TMT-Labeling ersetzen, wodurch die Anzahl der
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miteinander vergleichbaren Proben von 3 auf bis zu 10 ansteigen wirde. Da die Proben vor
dem proteolytischen Verdau und der eigentlichen Anreicherung bereits vereinigt werden,
lieRe sich gleichzeitig die Menge an Startmaterial deutlich verringern, so dass der Einsatz von
nur 5-20 pg Protein denkbar wére. Dies wiirde eine Anwendung auch fir klinische Proben
oder Primargewebe mdoglich machen, fir die bislang auf Grund der &uferst limitierten

Probenmengen nur wenige Methoden geeignet sind.

5.2.2. ANWENDUNG DES INITIALEN CHAFRADICS ZUR ANREICHERUNG N-
TERMINALER PEPTIDE AUS ARABIDOPSIS THALIANA

Unter Verwendung des ChaFRADIC Ansatzes konnten N-terminale Peptide aus Arabidopsis
thaliana Mitochondrien angereichert und die mutierten Varianten Aicp55 und Aoct-1-1/2
gegen den Wildtyp quantifiziert werden. Durch Berlicksichtigung derjenigen Peptide, die eine
ausreichend starke Regulation (mind. +/- 3-fach) zeigten, konnten final 74 Icp55 und 7
potentielle Oct-1 Substrate identifiziert werden. Dabei verifizierte die starke Korrelation des
gefundenen Arabidopsis lcp55-Konsensusmotivs (R-X-F/L/I/Y) mit dem bekannten Motiv
aus Hefe (R-X-Y/L/F) die Annahme, dass es sich um tatsachliche Substrate handelte. Dies ist
zudem interessant, da sich Hefe und Arabidopsis separat vor Uber einer Milliarde Jahre
entwickelten und die Prozessierungsmechanismen von Icp55 in beiden Spezies dennoch
nahezu identisch geblieben sind (vgl.Abb.5.2.2.1.). GemaR der Endosymbiontenhypothese
geht man davon aus, dass Zellorganellen durch phagozytotisch aufgenommene chemo-/ und

phototrophe Bakterien entstanden sind, so dass die Sequenzen von vielen organellspezifischen

vorliegen und sich auch die Funktionen L é&
&

haufig noch dhneln [195, 196]. Wahrend %

der Transformation vom Endosymbionten Bacteria Archaea Protista Plantae Fungi Animalia

I 1,230 I 1,000 I 970 |

Proteinen in Eukaryoten hochkonserviert

zum Organell wurde ein Grof3teil der

genetischen Information in die des —

Wirtsorganismus Ubertragen, gleichzeitig

2,000 Mio Jahre

lbernahmen vom Wirtsgenom codierte  app5221.: Phylogenetischer Stammbaum des

Proteine wichtige Funktionen im nun Lebens mit Einteilung in die drei Doménen
(Bacteria, Archaea und Eukarya) und Dauer der

integrierten Organell [197]. Vermutlich  Entwicklung in Millionen Jahren.

hat sich Icp55 oder ein dem Icp55

ahnliches Protein bereits frih in der evolutiondren Entwicklung des Mitochondriums

durchgesetzt und hat durch die proteolytische Prozessierung importierter Proteine seine
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fundamentale Bedeutung bekommen. Es ist leicht nachzuvollziehen, dass mit steigender
Anzahl an importierten, zu prozessierenden Proteinen die Wahrscheinlichkeit sinkt, dass all
jene nach Abspaltung der Signalsequenz einen stabilen N-Terminus aufweisen, so dass das
Vorhandensein des Icp55 evolutiondr stark von Vorteil fur die mitochondrielle Homoostase
ist. Dies wird zudem dadurch bestétigt, dass auch in anderen evolutionar weitentfernten
Spezies zu lcp55 homologe Proteine mit sehr &hnlichen Schnittpraferenzen gefunden wurden,
so z.B. im amoben Protisten Acanthamoeba castellaanii [154]. All dies spricht fur die friihe
Entwicklung des Icp55 sowie dessen Konservierung Uber viele Evolutionsstufen hinweg mit
nur geringen Abwandlungen beziglich der Sequenz sowie Substratspezifitat, wie flr
Arabidopsis gezeigt werden konnte. Auf Grund der erzielten Ergebnisse kann davon
ausgegangen werden, dass Icp55 dieselbe Funktion in den verschiedenen Organismen hat und
in Ubereinstimmung mit den Prinzipien des N-End-Rule-Signalwegs die durch MPP-
Prozessierung instabilen N-termini in ihre stabile Form tberfuhrt. Obwohl bereits seit einige
Jahren bekannt ist, dass der N-End-Rule Signalweg sowohl in Pro-/ als auch Eukaryoten,
inklusive Pflanzen, eine fundamentale Bedeutung besitzt, belegen die Ergebnisse dies
zusétzlich, indem gezeigt werden konnte, dass sowohl das Hefe als auch das Arabidopsis
icp55 dieselben Aminosduren entfernt und somit der N-End-Rule Signalweg auch in
pflanzlichen Mitochondrien einen wichtigen Prozess zur Stabilisierung des Proteoms darstellt
[154].

Fur Oct-1 konnten hingegen keine vergleichbaren Ergebnisse erzielt werden, so dass lediglich
7 potentielle Substrate gefunden werden konnten, die zudem nur rudimentdr mit der
erwarteten Konsensussequenz Ubereinstimmten. Dieses Ergebnis lasst keinen eindeutigen
Ruckschluss zu und kann sowohl bedeuten, dass Oct-1 in Arabidopsis eine sehr viel breitere
Sequenzspezifitat aufweist als in Hefe, es konnte aber auch dafiir sprechen, dass eine weitaus
komplexere Prozessierungsabfolge unter Beteiligung mdglicherweise noch unbekannter
Peptidasen zur Erzeugung des inhomogenen Konsensusmotivs fuhrt. So scheint es flr zwei
gefundene potentielle Substrate aus der Familie der mitochondrialen RNA Helikasen (PMH1
und PMH2) beispielsweise nach Abspaltung der Signalsequenz durch MPP eine weitere
Prozessierung zu geben, die zur Entfernung einer 17 Aminosaure-langen Sequenz fihrt. Dies
stimmt nicht mit der erwarteten Abspaltung des 8 Aminosdure-langen Peptids Uberein und
konnte durch eine zweifach stattfindende Prozessierung durch Oct-1 erklart werden eventuell
auch in Zusammenspiel einer weiteren Peptidase. Da keine eindeutige Aufklarung des
Prozessierungsmechanismus mit Hilfe des ChaFRADIC-Ansatzes modglich war, kdnnten zur

Verifizierung der gefundenen Substrate Import- und Peptidase-Aktivitatsexperimente
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durchgefuhrt werden. Dabei wird ein potentielles Substrat mit wildtypischen sowie mutierten
Mitochondrien inkubiert wird und die unterschiedlich prozessierten Proteinvarianten Uber
Gelelektrophorese nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Mittels der sehr
sensitiven Autoradiographie kénnen sowohl die prozessierten als auch die unprozessierten
Proteinvarianten identifiziert werden. Dies konnte Aufschluss dartiber geben, ob es sich
tatsdchlich um ein Substrat handelt, wenn auch nicht die genaue Schnittpraferenz durch einen
solchen Ansatz ermittelt werden kann. Ein solches Experiment wurde von einem
kooperierenden Labor (Prof. Dr. Soll, Biozentrum der LMU Miinchen, Department Biologie |
— Botanik) im Rahmen der korrespondierenden Publikation durchgefuhrt [154], jedoch konnte
auch durch dieses Vorgehen keines der ausgewdhlten potentiellen Substrate eindeutig als
solches verifiziert werden. Beispielsweise zeigten die getesteten Substrate (AT2G32230,
AT3G22330, AT5G52840) zwar eine gute Importrate, dennoch konnte kein Unterschied nach
Inkubation mit wildtypischen oder Oct-1-defizienten Mitochondrien nachgewiesen werden, so
dass eine Prozessierung durch Oct-1 nicht bestatigt werden konnte. Daher sind hier weitere
Experimente nétig, um die physiologische Rolle der Peptidase zu charakterisieren und ihre

Beteiligung an der Stabilisierung des mitochondrialen Proteoms genauer zu untersuchen.

5.2.3. ANWENDUNG DES ERWEITERTEN CHAFRADICS ZUR ANREICHERUNG N-
TERMINALER PEPTIDE AUS ARABIDOPSIS THALIANA

Der initiale ChaFRADIC Ansatz wurde durch Verwendung zusatzlicher Proteasen sowie der
isobaren iTRAQ-Markierung erweitert, um die Peptidzugénglich des Ansatzes zu erhéhen und
innerhalb desselben Experimentes deutlich mehr Proben relativ zueinander vergleichen zu
kénnen. Wie im Abschnitt 4.2.3. dargelegt, konnten durch die unterschiedlichen
Schnittpraferenzen der eingesetzten Enzyme (Trypsin, GluC und Subtilisin) auch zuvor nicht
zugéngliche N-terminale Peptide identifiziert werden. Insgesamt konnten mit dem erweiterten
ChaFRADIC Ansatz 2791 einmalig vorkommende N-terminale Peptide mit hoher Konfidenz
identifiziert werden. Interessanterweise wurden dabei tber 80% der gefundenen N-Termini
nur mit Hilfe einer einzigen Protease identifiziert, so dass eine der mafRgeblichen
Limitierungen im initialen ChaFRADIC Ansatz, namlich die alleinige Verwendung von
Trypsin, nachgewiesen und dieser zudem entgegengewirkt werden konnte (vgl. Abschnitt
5.2.1.). Die zweite Verbesserung in Bezug auf den initialen Ansatz war die Verwendung der
ITRAQ-Markierung, die neben den allgemeinen Vorteilen einer isobaren Markierung (vgl.
Abschnitt 1.3.3.) auch die Anzahl der quantifizierbaren Proben innerhalb desselben
Experimentes erhoht. Durch die Quantifizierung N-terminaler Peptide zwischen 6 technischen
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Replikaten wurde die Reproduzierbarkeit und technische Varianz des Ansatzes gepriift. Dabei
zeigte sich, dass alle 6 Markierungskanale nahezu identische Quantifizierungswerte lieferten
und diese auch bei einem solch groRen Datensatz weniger als 10% Abweichung innerhalb der
verwendeten Verdaustrategie zeigten. Generell war die relative Standardabweichung fur alle
drei Verdaue ahnlich (8-9%), so dass dies als technische Varianz unter Beruicksichtigung der
vielen durchzufuhrenden Probenvorbereitungsschritte akzeptiert werden kann. Dartiber hinaus
lasst sich der erweiterte ChaFRADIC Ansatz ebenfalls zur Charakterisierung proteolytischer
Aktivitat verwenden. Auf Grund des experimentellen Designs konnte hier jedoch nur eine
grobe Klassifizierung der identifizierten N-terminalen Peptide durchgefihrt werden, die
dennoch Praferenzen fur bereits bekannte Schnittmechanismen beispielsweise zur Abspaltung
von Transit-/, Signal-/ oder Propeptiden widerspiegelte. Dies konnte anschlieBend auch durch
Abgleich mit Eintragen der Uniprot Datenbank abgeglichen und fir einen Grofteil belegt

werden.

Der Vergleich mit alternativen Methoden zur Anreicherung N-terminaler Peptide zeigte, dass
seit den Anfangen im Jahr 2007 die Menge an Startmaterial Uber die Jahre konsequent
reduziert wurde. Dennoch benétigen viele der in den letzten 5 Jahren veroffentlichten und
aktuell verwendeten Strategien teilweise viel Probenmaterial, was besonders im Hinblick auf
klinische Proben und Primarmaterial problematisch ist (siehe Tab.5.2.3.1.). Um Techniken fiir
mdoglichst viele Anwendungsgebiete verfligbar zu machen, sind geringe Probenmengen, eine
angesichts  der  Ausbeute  gerechtfertigte ~ Probenaufarbeitungszeit und  eine
Quantifizierungsoption, mit der man moglichst viele Proben innerhalb desselben
Experimentes miteinander vergleichen kann, die zu bewertenden Parameter, die die Qualitat
einer Methode bestimmen. Dabei zeigte sich im direkten Vergleich des initialen als auch des
erweiterten ChaFRADICs, dass beide Methoden auch bei geringen Probenausgangsmengen
eine ausgezeichnete finale Identifizierungsrate besitzen. Andere Chromatographie-basierte
Verfahren, wie z.B. das COFRADIC [118], benétigen beispielsweise deutlich groRere
Probenmengen und bedingt durch das spezielle experimentelle Design gehen héher geladene
N-terminale Peptide verloren. Die PTAG-Strategie basiert auf einer sehr aufwendigen
Probenvorbereitung und es wird eine zusétzliche Offline-Fraktionierung empfohlen [128].
Deutlich weniger aufwendig erscheint da beispielsweise die TAILS-Technik, wobei hier
neben dem ohnehin teuren iTRAQ-Reagenz auch ein spezielles, kostenintensives Polymer
unverzichtbar ist und etwa 10-mal mehr Material eingesetzt werden muss als beim
ChaFRADIC.

125



DISKUSSION

800 ‘|e 1@ swweq uep 10T “|e 13 eAnopoud 600T “|e 12 X
800C “|B 19 saels TTOT “1e 32 pI3yIay 800 “|€ 32 snuyely uszua.idjoy
GTOT “|e 13 duuaA €T0T “| 19 BUU3A €T0T “|e 12 pue|g 7T0T “|e 19 UBWWOoW €007 “|e 12 149eAsD 0T0Z “|e 18 eAopo.d £00T “|e 312 Jawwi]
Sipuamiou

ua|yoydwa Suniaiuoipieljeld X3y aul|jjo w1sAS-J1dH SaJequaiznpoudal

Sipuamiou Sipuamiou SunuanjieN-ddINL Yoeu Sun8iutalyneusqoud Bunuauoipjesd-x2s ajeuondo
‘Sipuamiou Sunyjedsqy-poJAd ayasnAjoalosd  -ysoy ‘yYaiSow Sunusiziynuenp uondo
wialsAS-DTdH saJequaiznpoudal wiaIsAS-I1dH any Sunuaiuomyeuyead aydijziesnz ‘Sipuamiou zuageay-Dvyl! awsa|qoid
‘Uasealoud € UoA Sunpuamiap ‘apndad ‘8nou uadunssay -s8unuaizijnueny suiay
-yooy ‘Sipuamiou saJequaiznpoudal ‘BIpuamiou SunJaipijeA pun uon¥NpPold 594N3) AIJB|3J ‘SSNW UBPJaM aydiSow
uauJalul J3p Bunualjhioydsoyd pun JuIwIB L SIN-D7 Udjeuly ue [yezuy 0U3q |el4a1BWIEIS
zuaSeay-DyyL! S24n3} Alleja4  -ydoy ‘Sunuanpdew  -1adJoynuy aSipusmyne ‘Yol Sow |ja4auad 1/apueyagJoA Sipuamyne saydjam pun aiejuawiwioy|
N 49p 8unuaijAyiswiqg Jnj 119zs8unJaisieAlIag Yoy ‘UBJOo|JaA Sunialuoipiele.d ue adua|\ awuoud
‘Uuasealoud € UoA Sunpuamiap  -|Ayrawig @8nsund  Sunuaiziynueny ‘usseslold € UOA Sunpuamiap Sipuamiou JawWA|od sauna1 Alle|as
28ue| ‘Suniaplew)Ayiawiq 98nsuns -X2S Ya4np uayas apndad

3|eulwIR)-N auape|as Jayey

apndad ajeuiw.iay

1ne1dais ue Sunpuig
apndad ajeuiwual-N yasiyizads -N yosyizads 14a1jos!

pun 1uIWIaL-N J9p

apndad
alydesSojeuolyd-7011 yanp Suniaydisiqy 9|eulwIR)-N Yasiyizads 1431j0s!

Sunsaydaauy

JowAjod waydsiyizads

1Jajjos| aydeaSorewol 1ydea8oyewou - -1jue s|333 1w 8uniaydiaiuy aydsijizads 1 s|a3w uapnds, 19p dizun,
- _ 9 muo_m:wE_ ._whw - ° n_a_\.,_\_” _:_E‘__w -N 49 m:_‘”w_ ._m< .z pun uapndag Uusalul uoA uniayioydsoyq dldesdorewio.-uaseydi@LIN :w:._wﬁu_ r__o> m::._w_u u_w‘_n_ BunayAunolq audsiwia $9) :_uwmu :M‘_
XJS d|euot 1p-! XS pun 1y 1-N J3p PlIBN-ddINL 3]eUOISUBWIP-19MZ | Ya12.qvy 18P0 aydsnewAzus P |punio
3|BUOISUBWIP-19MZ
pupIjoy] sisdopiqo.i ELTVEVERE SUDII143IUIP 1312DGOISO, ELTHVEVERK uaiAzoquiouy | suewn uaiAzoquiouy | suewn ElIEVERR dhurz
1Dy sisaopiqoly 151 S 1/1411U3p 43320q Y 151 S q yL Y q Yyl Y 151 S 13po snuwsiuesio
J3jeuIwIa}-N
008¢~ 00LT~ 0LC~ 006~ 00€C~ 866T~ 009~ 1LI21ZL1Up!
yezuy
|erajew
pueisnz oud 81l g¢ pueisnz oud 8r 5> Sw¢ pueisnz oud 81 o1 Swrt pueisnz oud 81 pog 8w oz nzsig
-34e1s ue asuay
ST0C €10C €T0C zroe T10C 10T 600¢-£00C Jyef -s3unuiaydsiy
DVYL! Hw J3IUIquIoy| uaiSalens
el e a18a3e13S 334aIseq-51BULE-OUNWIW a1gaze. - 8ui3se3-oydso! 1 31w JBIUIqWIOY “
. leniu J1avy4eYd 18918415 3143]15Bq-S1EN UL | 13918415 DV1d - Bui8Bel-oydsoyd 2Iav¥40d DVHL! HW LRIUIqWOY ‘STIVL TR

Aydeaborewoays jeuobelp
[euonoed) paseq-abieyd — DlavyddeyD ‘Aydesborjewoayd jeuobeip euonoded) psuiquiod — DIAvH40D ‘uoneaiyiuenb sinjosge
pue aAlR|a4 104 Bel orreqost — O LI ‘sared1sgns Jo Buljage] 21do10SI aulwe [eulwds ] — STIV.L :uabunzinxqy 218pusmIa ‘a[eW 9Nl
a1sBnyoIm uaasp pun apndsd Jafeulwsl-N Buniaydlaauy anz usifsrenls Ja1spusmiasa Bigney yaisiaqgn ayasibojouodyd 1°¢'g’'g'gel

126



DISKUSSION

Auch wenn auf Grund der unterschiedlichen Techniken und verwendeten Organismen kein
praziser Vergleich vorgenommen werden kann, so konnte dennoch mit dem erweiterten
ChaFRADIC ein robuster Ansatz etabliert werden, der die Anreicherung N-terminaler Peptide
mit niedriger technischer Varianz erlaubt und eine der sensitivsten Methoden zum aktuellen
Zeitpunkt darstellt. Dies zeigt sich auch in im Anschluss an diese Arbeit am ISAS erfolgten
Studien [198, 199]. Beispielsweise konnte mit Hilfe des etablierten ChaFRADIC-Ansatzes in
der jingsten Studie die pro-apoptotische Funktion der PARL Protease charakterisiert werden
und zusétzlich auch deren Substrate identifiziert werden. Die Rolle von PARL wird unter
anderem in Zusammenhang mit der Parkinson Krankheit gebracht und fiihrt bei genetischem

Knockout zu sehr progressiven Formen der Atrophie und Kachexie in Mausmodellen [200].

5.3. ANREICHERUNG VON DISULFID-VERBRUCKTEN PEPTIDEN

Im initialen Proof-of-principle-Experiment mit dem Modelprotein BSA stimmten nahezu alle
mittels ChaFRADIC identifizierten Disulfidpositionen mit aus der Literatur bekannten
Positionen Uberein. Dies zeigte, dass das experimentelle Design zur Anreicherung von
ehemals Disulfid-verbriickten Peptiden geeignet ist, wobei die Methode hauptsachlich den
Limitierungen der abschliefenden LC-MS-Messung unterworfen ist, so dass sehr kurze oder
extrem lange Peptide oft nur unzureichend mittels Massenspektrometrie detektierbar sind und
daher auch bei erfolgreicher Anreicherung nicht identifiziert werden. Daher kdnnen nicht
nachgewiesene Peptide, wie in diesem Datensatz das Peptid *°ECCDK?3*, nicht zwangslaufig
als Indiz fir unzureichende Anreicherung gewertet werden. Umgekehrt kann es auch fir nicht
validierbare Positionen verschiedene Erklarungen geben. Die Disulfidposition am Cys58
wurde beispielsweise nur mittels ChaFRADIC nachgewiesen (siehe Abb.4.3.2. A). Diese
Position liegt zwischen zwei alpha-Helices innerhalb einer beta-Faltblattstruktur [201],
weiterhin konnte die Identitat dieser Aminoséure bislang nicht zweifelsfrei aufgeklart werden,
so dass an dieser sowie einiger weiterer Positionen sog. Sequenzkonflikte innerhalb der
Proteinsequenz berichtet wurden (siehe http://www.uniprot.org/uniprot/P02769). Es bleibt
daher Spekulation, ob die gefundene Position aus einer falsch-positiven Identifikation des
ChaFRADICs entstammt oder ob es moglicherweise eine kleine Subpopulation innerhalb von
BSA-Proteinen gibt, die eine bislang nicht charakterisierte Disulfidbriicke ausbildet.
Nichtsdestotrotz zeigt die Quantifizierung der ehemals Disulfid-verbriickten Peptide, dass
diese mittels ChaFRADIC reproduzierbar angereichert werden konnen. Die relative

Standardabweichung variierte dabei von 10 bis <30%, wobei ersteres ein durchaus
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vertretbares Ergebnis fir technische Replikate darstellt, wie schon im Abschnitt 5.2.3.
diskutiert wurde. Hohere Standardabweichungen ergeben sich meist durch einige wenige
Einzelwerte, die Abweichungen von etwa 25% zum erwarteten Idealwert zeigen und so die
Standardabweichung maRgeblich erhéhen. Es empfiehlt sich daher die manuelle Uberpriifung
dieser ausreiBenden Werte hinsichtlich ihrer Validitdt und Qualitat, so dass die
massenspektrometrischen ~ Rohdaten Indizien  fur  die  Zuverl&ssigkeit  des
Quantifizierungsergebnisses liefern kdnnen. Auch hier kann die Verwendung von mindestens
drei Replikaten pro Zustand helfen, ausreiBende Werte zu erkennen und ggf. durch deren

Eliminierung homogenere Ergebnisse zu erhalten.

Die Analyse von Disulfidpositionen innerhalb komplexer Proben, wie den hier verwendeten
stimulierten Hefezellen, ist zum einen auf Grund der groRen Datenmengen zum anderen
beziglich der biologischen Interpretation der Daten anspruchsvoll. Generell konnten hier, wie
auch im proof-of-principle-Experiment erfolgreich ehemals disulfidverbriickte Peptide
angereichert werden. Die erreichte Anzahl von 2401 identifizierten nicht-redundanten
Peptiden, die 2433 Positionen in 1421 Proteinen aufweisen, ist dabei nicht nur ein sehr
sensitives Ergebnis, sondern auch das einzige, welches durch Einsatz einer
Anreicherungsmethode erzielt wurde. Gegenwartig gibt es kaum alternative Methoden, die
eine Anreicherung von intakten oder ehemals verbruckten Disulfid-Peptiden ermdglichen. Lu
et al. veroffentlichten 2015 eine Methode, bei der intakte Disulfid-verbriickte Peptide mittels
HCD fragmentiert werden und so aus fragmentierten Einzelpeptiden Uberlagerte Spektren
entstehen. Diese konnen anschlieBend mittels des speziell trainierten Algorithmus pLINK
identifiziert werden [202]. Um dies erfolgreich auf eine komplexe Probe anwenden zu
kdnnen, muss diese jedoch zundchst extensiv vorfraktioniert werden, so dass erst die deutlich
reduzierte Probenkomplexitat eine Aufnahme qualitativ verwendbarer Spektren ermdglicht.
Methodisch gesehen handelt es sich daher nicht um eine Anreicherungsmethode, die mit 199
identifizierten Disulfidbriicken aus E. Coli auch deutlich weniger sensitiv ist als das
ChaFRADIC. Weiterhin handelt es sich bei den erzielten Ergebnissen zum Teil um
prognostizierte Peptide: da oft nur ein Peptid des verbrickten Konstruktes identifiziert werden
kann, wird anhand der Molekllmasse des Gesamtkonstruktes die Masse des zugehdrigen
fehlenden Peptids berechnet und mit potentiell in der Probe verfligbaren Peptiden
abgeglichen. Die abschlieRende Auswahl basiert dabei auf Wahrscheinlichkeitsberechnungen.
Die einzige weitere Methode Disulfidpositionen zu charakterisieren wurde von Pan et al. 2014

veroffentlicht [203], wobei auch hier freie Thiole zundchst mit NEM blockiert werden und
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anschlieBend Disulfidverbriickte Peptide durch Bindung an einen spezifischen Antikdrper
angereichert werden. Neben den in Kap.1.4 beschriebenen Limitierungen Antikorper-basierter
Methoden kommt bei dieser Methode hinzu, dass glutathionylierte Peptide ebenfalls
angereichert werden. Bei Glutathion handelt es sich um ein Tripeptid, so dass sich
glutathionylierte Peptide grundsatzlich genauso verhalten wie ein Disulfid-verbriicktes Peptid,
bei dem beide Peptide aus einer Proteinsequenz stammen. Der Unterschied liegt in der
biologischen Funktion, so dass Glutathionylierung hauptsachlich als SchutzmaRnahme gegen
oxidativen Stress stattfindet, intramolekulare Disulfidbriickenbildung in Proteinen jedoch eher
strukturelle und funktionale Griinde hat. Generell war die Intention der Methode
unterschiedliche Cysteinmodifikationen zu untersuchen, so dass im Ergebnis 260
verschiedenfach modifizierte Cysteinpositionen identifiziert werden konnten. Auf Grund der
fehlenden Vergleichsmdglichkeiten mit weiteren Methoden, musste daher zur Interpretation
der ChaFRADIC-Ergebnisse auf in Datenbanken hinterlegte Informationen zuriickgegriffen
werden. Dabei fiel auf, dass viele der Disulfid-verbriickten Peptide aus Proteinen stammten,
die im Zytosol lokalisiert sind. Da zur Entstehung von Disulfidbriicken grundséatzlich eine
oxidierende Umgebung vorhanden sein muss, ist jedoch zu erwarten, dass die meisten
Disulfidbriicken in Proteinen auftreten, die in Zellorganellen oder Membranen lokalisiert sind.
Auf Grund der Kompartimentierung kénnen hier abgegrenzt zur reduzierenden Umgebung
des Zytoplasmas, oxidierende Bedingungen entstehen. Ist die Zelle keinem erh6htem
oxidativen Stress ausgesetzt, findet Disulfidbriickenbildung vorrangig im ER statt [204], da
der Grofteil an Sulfhydrylgruppen einen pKa>8,0 besitzen und somit auferhalb der
Organellen beim physiologischen pH des Zytoplasmas protoniert vorliegen. Daher ist die
Ausbildung von Disulfidbriicken in zytoplasmatischen Proteinen bisher selten beschrieben,
wenn auch einige redox-sensitive Proteine bekannt sind, deren Cysteinreste auf Grund von
Wechselwirkungen mit benachbarten Aminosauren einen geringeren pKa-Wert aufweisen und
so bei neutralem pH als Thiolanionen vorliegen, was eine Oxidierung begunstigt [170, 205].
Dieser Mechanismus ist beispielsweise von Disulfidbriicken-reduzierenden Enzymen wie
Thioredoxin oder Glutathion bekannt (siehe Abb.5.3.1.), die damit zwei wichtige zellulére
Systeme zum Abbau von oxidativem Stress darstellen. Ist die Zelle jedoch auf Grund interner
oder externe Einflisse einer erh6htem Menge an ROS ausgesetzt, kdnnen diese Systeme
zumindest voriibergehend ausgeschaltet werden, so dass in der Folge auch zytoplasmatische
Proteine oxidiert werden kdnnen [206, 207]. Dies stellt einen pathologischen Zustand dar, fur
dessen Umkehrung weitere zelluldre Mechanismen in Gang gesetzt werden missen. Daher

verwundert es nicht, dass viele der identifizierten oxidierten Proteine bestimmten
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Enzymklassen angehérten. So wére es biologisch durchaus sinnvoll, dass bei erhéhtem
oxidativen Stresslevel redox-sensitive Proteine oxidiert werden koénnen, die erst dann eine
bestimmte Funktion ausiiben. So kdnnten beispielsweise Oxidoreduktasen spezifisch aktiviert
werden und somit den Abbau der ROS beschleunigen. Zuséatzlich kénnten auch andere
Enzyme eine wichtige Rolle spielen und beispielsweise die Expression bestimmter Proteine

induzieren oder umgekehrt den Abbau beschleunigen [208].

A B Glutathion-

Reduktase
NADP* NADPH + H* NADP* NADPH + H*

X
X

Thioredaoxil
FADH; ' podcose FAD G-SH GS-SG

X
X

Thioredoxin-S, Thioredoxin-(SH), Glutaredoxin-S, Glutaredoxin-(SH),

X
X

Protein-(SH), Protein-S, Protein-(SH), Protein-S,

Proteinsubstrate innerhalb der Zelle
(z.B. Ribonukleotidreduktase)

ADbb.5.3.1.: Proteinreduktion und -/oxidation durch Disulfidbriicken-reduzierende Enzyme.
Sowohl Thioredoxin (A) als auch Glutaredoxin sind in der Lage die Disulfidbriicken von
Proteinen zu reduzieren, anschlieBend werden die beiden -nun oxidierten- Proteine recycelt,
indem in einer Abfolge an Redoxreaktionen Elektronen auf andere Molekile Ubertragen
werden. Beide Systeme spielen in der Zelle eine wichtige Rolle bei der Elimination von
oxidativem Stress.

Obwohl gerade in Bezug auf die exakte Bestimmung von Disulfidpositionen noch sehr wenig
experimentelle Daten insbesondere fiir Hefe verfligbar sind, konnte doch die Validitat des
ChaFRADICs Ansatzes bewertet werden. Bedenkt man, dass tber 6000 Hefeproteine in der
Uniprot Datenbank gelistet sind, sind im Vergleich dazu extrem wenige Daten zur
Disulfidbriickenbildung vorhanden. Ein Teil der vorhandenen Daten ist zudem durch
Strukturanalysen einzeln aufgereinigter Proteine entstanden, so dass es nicht zu erwarten war,
mit dem ChaFRADIC Ansatz ebenfalls alle Disulfidpositionen eines einzelnen Proteins
nachweisen zu koénnen. Generell wird die ChaFRADIC-Anwendung immer durch die
Beschaffenheit der erzeugten Peptidsequenzen limitiert, die je nach Aminosauresequenz,
Lange oder physikochemischen Eigenschaften nicht durch ladungsbasierte Anreicherung oder
die abschlieRende massenspektrometrische Analyse zuganglich sind. Zudem wurden manche
der gelisteten Disulfidpositionen nur auf Grund von Sequenzhomologien aufgenommen, so
dass eine experimentelle Bestatigung noch aussteht. In Anbetracht der wenigen vorhandenen

Daten ist daher eine Validierung von mehr als 60% der identifizierten Disulfidpositionen ein
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gutes Ergebnis. Vor allem, da in alternativen Ansatzen es zwar prinzipiell moglich ist,
potentielle Disulfidbriicken in strukturell bereits aufgeklarten Proteinen zu Uberprifen, dies
muss jedoch einzeln und manuell erfolgen. Zudem konnten durch Prognose-Software
vorhergesagte Disulfidpositionen mittels ChaFRADIC experimentell belegt werden, was die
Validitdt des Ansatzes unterstreicht. Generell sind auch hier die erzeugten Sequenzen
ausschlaggebend fur den erfolgreichen Einsatz der Methode, so dass z.B. im Falle des P34111

zwei der vorhergesagten 5 Positionen allein auf Grund der Sequenz nicht detektierbar waren.

Die biologische Einordnung der Ergebnisse ist auf Grund der enormen Datenmengen weitaus
anspruchsvoller und kann immer nur den Ansatzpunkt fir weitere Validierungsexperimente
darstellen. Generell konnte gezeigt werden, dass nach Beginn der Stimulation und der damit
verbundenen Akkumulation von oxidativem Stress eine vermehrte Disulfidbriickenbildung
stattfindet. Offensichtlich verschiebt sich hier sprunghaft das Gleichgewicht in der Zelle und
es werden vermehrt Proteine oxidiert. Bei langerer Behandlungsdauer kann dieser Prozess
teilweise umgekehrt werden, so dass sich die Anzahl an Disulfidbriicken-tragenden Proteinen
wieder dem Ursprungswert annadhert. Es scheint also Mechanismen zu geben, die es der Zelle
erlauben sich an den erhéhten Stresslevel zu adaptieren und sich wieder dem homdostatischen
Zustand anzundhern. Dies wird auch belegt durch die Disulfidmuster, die in Thioredoxin,
Glutaredoxin und ihren reduzierenden Enzymen gefunden wurden: Diese zeigen ebenfalls,
dass die zunéchst tbermaRige Disulfidbriickenbildung relativiert werden kann und sogar dem
Normalwert angenahert wird. Nach insgesamt 120 Min. Stimulationsdauer zeigte sich dann
ein erneuter Anstieg, so dass ab diesem Zeitpunkt wahrscheinlich die Kapazitaten zur
Ruckwandlung von  Disulfidbriicken  erreicht  wurden.  Insbesondere  wenn die
Elektronenakzeptoren wie Glutathion-/ und Thioredoxin-Reduktase ebenfalls vermehrt
oxidiert vorliegen, kdnnen die eigentlichen oxidativen Schutzenzyme nicht mehr recycelt
werden und der Zyklus kommt zum Erliegen. Dies sind Tendenzen, die sich fir gut
charakterisierte Proteine wie Thioredoxin gut erkldren lassen, jedoch flir andere Proteine im
Einzelfall weiter Uberprift werden missten, um zu klaren, welche Funktion sie in der Zelle

ubernehmen und welche Folgen eine Disulfidbriickenbildung darauf hétte.

5.4. ANREICHERUNG VON UBIQUITINYLIERTEN PEPTIDEN

Das initiale Immunprézipitationsexperiment unter Einsatz von 20 mg Material hatte zum Ziel
einen Vergleichswert zu schaffen, mit dem im Nachfolgenden die durch ChaFRADIC

erzielten Ergebnisse in Relation gesetzt werden konnten. Dieses Experiment wurde mit Hilfe
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des PTMScan Ubiquitin Kits und geméall den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt, was
zur Identifikation von 8524 ubiquitinierten Peptiden in fast 3000 unterschiedlichen Proteinen
fuhrte. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit anderen Studien dieser Art, die selbiges Kit und
einen &hnlichen Versuchsablauf verwendeten [93]. Das Ergebnis konnte daher zur
Beurteilung der nachfolgenden Experimente verwendet werden, wenn auch grundsatzlich zu
beachten war, dass sich die generierten Peptide in Bezug auf Modifikationen und
Verdauspezifitdt unterschieden (Acetylierung und damit induzierte ArgC-Spezifitat). Dies
zeigte sich auch beim direkten Vergleich der Ergebnisse von IP und einer kombinierten
IP+ChaFRADIC-Methode. Auffallig war hier die geringe Ubereinstimmung der
identifizierten Peptide, die sich dadurch erkldaren lasst, dass beide Methoden auf
unterschiedliche Peptidpopulationen abzielen. So scheint ChaFRADIC generell eher fir
Peptide geeignet, deren ubiquitiniertes Lysin sich zwischen zwei nicht zu weit entfernten
Argininen befindet. Diese Limitierung gilt nicht fur die standardmaRige IP, bei der sowohl auf
Arginin-/ als auch auf Lysin-endende Peptide generiert werden. Dennoch sind hier wiederum
diejenigen Peptide nicht zugéanglich, deren ubiquitiniertes Lysin sich unmittelbar zwischen
zwei unmodifizierte Lysinen befindet (z.B. ®2YKKKe@iyciy)KR® in Q9H5J8): eine solche
Sequenz flihrt beim proteolytischen Verdau in der klassischen IP zur Erzeugung sehr kurzer
Peptide, die dann mdglicherweise in der massenspektrometrischen Analyse nicht optimal
detektiert oder auf Grund der geringen L&nge nicht einwandfrei identifiziert werden kénnen.
Folglich wird die geringe Ubereinstimmung beider Experimente durch die unterschiedliche
Methodik begriindet. Nichtsdestotrotz wurde beim Vergleich auch deutlich, dass nahezu 10-
mal weniger ubiquitinierte Peptide im kombinierten IP+ChaFRADIC-Ansatz identifiziert
wurden. Ein Grund konnte zum einen die Kombination beider Methoden sein, da dann
deutlich mehr Aufarbeitungsschritte nétig sind, die wiederum Probenverluste beginstigen.
Zudem sind auch die Probenmengen nach IP-Anreicherung im Vergleich zu den sonst
verwendeten Peptidmengen in der ersten Dimension sehr gering, so dass Probenverluste hier
starker ins Gewicht fallen. Zum zweiten basiert der ChaFRADIC-Ansatz auf mehrfacher
Acetylierung der Peptide, so dass diese hydrophober und ladungsérmer werden, beides kann
die Loslichkeit herabsetzen und sich zudem negativ auf lonisierungs-/ und
Fragmentierungsverhalten im MS auswirken. Es musste daher eingehender geprift werden,
ob beim alleinigen Einsatz der ChaFRADIC-Methode diese Limitierungen einen &hnlich
starken Effekt haben und ob ggf. weitere Optimierungen notwendig sind. Generell sollte
dieses Experiment jedoch dazu dienen, das Elutionsverhalten der Ubg-Peptide genauer zu

untersuchen. Dabei wurde deutlich, dass die meisten ubiquitinierten Peptiden tatséchlich in
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der Hauptfraktion +3/+4/+5 eluierten, zudem befanden sich auch einige im Ubergangsbereich
der +2/+3 Fraktion. Dies korrelierte vollstens mit dem theoretisch erdachten Ablauf des
Experimentes, so dass die Plausibilitat des ChaFRADIC-Ansatzes damit tberpruft wurde und
diese fur den Einsatz einer reellen Probe verwendet werden konnte. Durch Einsatz
unterschiedlich grofRer Mengen sollte bereits in diesem Experiment geprift werden, in wie
weit sich die Probenkomplexitat auf die Spezifitdt der Methode auswirkt. Die Ergebnisse
zeigten jedoch, dass mit allen drei gewahlten Mengen (20, 200 und 1000 pg Peptid) keine
zufriedenstellenden Resultate erzielt werden konnten. Die Spezifitdten sind fir eine
Anreicherungsmethode mit unter 10% deutlich zu gering, zudem ist auch die Gesamtanzahl
an identifizierten Peptiden nicht ausreichend hoch. Obwohl eine alternative Methode nicht
zwangslaufig gleichwertige oder bessere Ergebnisse liefern muss, wenn sie andere Vorteile
besitzt (z.B. geringere Probenmenge oder deutlich gunstiger), sollte dennoch ein gewisser
Anreicherungseffekt sichtbar sein. Das ChaFRADIC liefert hier jedoch 20-25-mal mehr
Kontaminationen als ubiquitinierte Peptide, so dass mit diesem Ergebnis eine Verwendung als
Anreicherungsmethode nicht sinnvoll erscheint. Das Hauptproblem schienen dabei, wie in
Abschnitt 4.4. beschrieben, die generierten Peptidspezies zu sein, die auf Grund ihrer
Aminosaurezusammensetzung sowohl in der ersten als auch der zweiten Dimension keine
exakte Ladungstrennung zeigten. Um das Problem genauer zu charakterisieren wurden im
Rahmen dieser Arbeit weitere, bereits im Abschnitt 4.4. erlduterte, Strategien getestet, wobei
auch diese keine nennenswerte Besserung der Resultate lieferten, so dass schlussendlich die
Etablierung eines solchen Ansatzes zum damaligen Zeitpunkt eingestellt wurde. Um dennoch
eine alternative Methode zur klassischen IP zu liefern, wurde versucht die bis dahin
eingesetzten extrem hohen Probenmengen und damit auch den Verbrauch an kostspieliger
Antikorper-Suspension zu reduzieren. Dies gelang erfolgreich unter Einsatz von nur 1 mg
Peptid und lieferte zudem zufriedenstellende Ergebnisse. Obwohl 20-mal weniger Material
eingesetzt wurde konnte die Spezifitat weitgehend erhalten werden. Zudem war nicht zu
erwarten, dass bei dieser deutlich reduzierten Probenmenge und unter Einsatz von 20-mal
weniger Antikorper-Molekdlen dieselbe Anzahl an ubiquitinierten Peptiden zu identifizieren
sei, so dass eine Abdeckung von etwa 40% der mit klassischer IP erzielten Resultate durchaus
als zufrieden stellend angesehen werden kann. Zudem zeigte sich auch eine hohe
Reproduzierbarkeit zu andernorts produzierten Proben und das Protokoll liel3 sich zusétzlich
zur Anreicherung von Proben verwenden, die nicht proteasominhibiert wurden. Insgesamt
wurde eine gute Alternative zur klassischen IP geschaffen, die es erlaubt statt der

ublicherweise 5 mdglichen IPs aus demselben Kit etwa 100 IPs mit jeweils 1 mg Startmaterial
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durchzufihren. Damit handelt es sich um eine sehr kosteneffiziente Methode, die zudem auch

fir mengenlimitierte Proben anwendbar ist.

5.5. ANWENDUNG DER ETABLIERTEN METHODEN ZUR
CHARAKTERISIERUNG DER WECHSELWIRKUNG POST-
TRANSLATIONALER MODIFIKATIONEN

Die in Abschnitt 4.2. bis 4.4. etablierten Methoden scheinen ein enormes Potential fir die
zukiinftige Analyse von PTMs und deren Wechselwirkungen zu bieten. Bislang wurden in
nahezu allen Grol3formatstudien nur einzelne PTM-Subproteome charakterisiert [14] und nur
sporadisch versucht, bestimmte Anreicherungstechniken zu kombinieren, um die gegenseitige
Beeinflussung zweier PTMs zu untersuchen [192, 209-211]. Die Hauptgriinde dafir sind
vermutlich, dass zum einen adaquate Anreicherungstechniken fehlen und zum zweiten die
vorhandenen Methoden hochspezifisch fur eine bestimmte PTM-Spezies und gleichzeitig
wenig variabel sind. So sind beispielsweise Antikorper-basierte Verfahren auf Grund der
spezifischen Bindung nicht fiir andere PTM-Peptide erweiterbar. Das ChaFRADIC bildet hier
mit wenigen anderen chromatographischen Anreicherungstechniken, wie z.B. dem
COFRADIC, eine Ausnahme. Durch die Variation des experimentellen Ablaufs zeichnen sich
diese Methoden durch hohe Spezifitat fir die jeweils anzureichernde Peptidklasse aus, sind
jedoch gleichzeitig auch zur Anreicherung anderer Peptide verwendbar. Die im Abschnitt 4.5.
theoretisch beschriebenen Methoden, sind Beispiele fir einen méglichen kombinatorischen
Einsatz von ChaFRADIC-basierten Methoden und anderen bereits etablierten Methoden, wie
TiO2-Anreicherung oder Immunaffinitats-basierter Anreicherung. Dies zeigt, dass die im
Rahmen dieser Arbeit etablierten Methoden das bestehende Methodenrepertoire sinnvoll
erganzen, gleichzeitig wird deutlich, dass die Anzahl geeigneter Anreicherungsmethoden
gegenlber der enormen Zahl an PTMs deutlich unterreprasentiert ist. Chromatographie-
basierte Verfahren wie ChaFRADIC oder auch COFRADIC bieten dabei ein enormes
Potential, um auch bislang nicht anreicherbare PTM-Subproteome zuganglich zu machen.
Gleichzeitig werden in den gezeigten Kombinationen auch aktuell verwendete
Markierungsstrategien wie iTRAQ bertcksichtigt, die eine quantitative Analyse ermdglichen
wirden. Eine solche quantitative Co-Anreicherung wurde bisher in keiner Studie durchgefiihrt
und wirde moglicherweise vollig neue Einblicke in die Stochiometrie von einzelnen PTMs
liefern, besonders wenn man diese Daten mit einer globalen Analyse, wie in Abb.4.5.2. und
Abb.4.5.3. gezeigt, korrelieren konnte. Generell wird ein zukinftiges Ziel in der PTM-

fokussierten Proteomforschung sein (i) bestehende Methoden in Bezug auf Sensitivitat und
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Selektivitat zu verbessern, aber auch (ii) neue Methoden zur Anreicherung zu entwickeln
[101]. Im besten Fall wéaren diese Methoden dann durch Anpassung des experimentellen
Designs fir verschiedene PTM-Peptide anwendbar. Obwohl die gegenseitige Beeinflussung
von PTMs und auch der Bedarf an neuartigen Technologie zur Charakterisierung solcher
Zusammenhange erkannt wurde, wurden bisher nur in wenigen Studien verschiedene PTMs
co-angereichert. Ein nicht zu unterschatzender Faktor ist dabei natirlich die
Dateninterpretation: ist diese fir eine einzelne PTM-Spezies durch spezifische Software und
die Routine der letzten Jahre bereits gut durchfuhrbar, so wird es nur durch Analyse einer
weiteren ungleich komplexer. Viele PTMs treten an denselben Aminoséuren auf und l6sen
dann verschiedene nachgeschaltete Prozesse aus [212], solche Prozesse quantitativ fur
mehrere PTMs moglicherweise auch zeitaufgeldst tber mehrere Proben hinweg zu monitoren,
scheint manuell nahezu unmdglich zu sein und wirde selbst bei bioinformatischer
Unterstitzung einen enormen Aufwand bedeuten. Ein weiteres Problem zeigt sich bei der
Betrachtung einer Studie von Mertins et al.,, bei der durch serielle Anreicherung
phosphorylierter, ubiquitinierter und acetylierter Peptide unter Einsatz von einigen mg
Startmaterial aus proteasom-inhibierten Jurkat-Zellen mehrere tausend verschiedene PTM-
Peptide angereichert werden konnten. Die Datenanalyse ergab dabei, dass nur bei einem
kleinen Anteil der Peptide (unter 0,5%) das gleichzeitige Auftreten mehrerer PTMs
nachgewiesen werden konnte [192]. Gerade jedoch das Auftreten zweier PTMs in
unmittelbarer Nachbarschaft, ist ein starker Hinweis auf PTM-Crosstalk, wie beispielsweise
in der einer Studie von Swaney et al. gezeigt wurde [213]. Dabei wurden durch Einsatz
alternativer Anreicherungsmethoden basierend auf SCX, IMAC und einem GIlyGly-
Antikorper 1,008 ubiquitinierte Phosphopeptide identifiziert, was den Hinweis lieferte, dass
Phosphorylierung h&ufig einer Ubiquitinierung vorangehen kann. Dies zeigt deutlich, in wie
weit die Charakterisierung von PTM-Crosstalk noch in den Kinderschuhen steckt. So ist nicht
nur das Fehlen von geeigneten Anreicherungsmethoden sondern ebenso die Eignung zur
Analyse solcher zeitgleich auftretender PTMs ein wichtiges Zukunftsziel. Ein mdglicher
Ansatzpunkt wére dabei die Etablierung sogenannter Middle-Down-Ansatze. Dabei werden
zum proteolytischen Verdau alternative Enzyme eingesetzt, die zur Generierung langerer
Peptide im Vergleich zum klassischen Trypsinverdau fiihren. Dies hat den Vorteil, dass in
unmittelbarer Nachbarschaft auftretende PTMs bei diesem Ansatz eher an demselben Peptid
nachgewiesen und somit eventuelle Abhangigkeiten gezielter erkannt werden kénnten. Bisher
wurden vor allem Asp-N, Lys-C und Glu-C-Verdaue durchgefihrt, bei denen generell l&ngere
Peptide entstehen, die sich aber in ihrer durchschnittlichen GroRe (2,2 bis 3 kDa) nicht
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wesentlich  von  Trypsin-generierten  Peptiden (~1,8 kDa) unterscheiden. Eine
vielversprechende Alternative konnte der chemische Verdau, z.B. mit Cyanbromid (CNBr),
liefern, da vorzugsweise Peptide an den Aminosdauren Met, Cys und Trp gespalten werden,
die sehr viel seltener im humanen Proteom auftreten als Lys oder Arg und somit deutlich
ldngere Peptide im middle-down-Bereich von 3-15 kDa entstehen [214]. Ebenfalls
hochinteressant waren Proteasen wie OmpT, die spezifisch innerhalb bibasischer Arg und
Lys-Kombinationen schneidet und damit Peptide von etwa 7,8 kDa L&nge liefert [215].
Generell misste die Verwendung solcher seltener spaltenden Enzyme jedoch flr den Einsatz
in einem Experiment zur Charakterisierung von PTM-Crosstalk zundchst eingehend geprift
werden. Auch der Einsatz fur ChaFRADIC-basierte Verfahren musste zunachst eingehender
untersucht werden, da es sich um ladungsbasierte Anreicherungen handelt und veranderte
Enzymspezifitdten sich negativ auf den Anreicherungsmechanismus auswirken konnten.
Generell befinden sich solche Art von Studien noch im Anfangsstadium und es gilt einige
Herausforderungen zu bewaltigen: (i) so missten zundchst weitere geeignete Methoden
etabliert, (ii) aber auch bereits bestehende in sinnvoller Weise kombiniert werden. Im Idealfall
sollte darliber hinaus ein solches Experiment (iii) zeitaufgelGst quantitative Veranderungen
von PTM-/ und Proteinabundanzen darstellen kdnnen, (iv) absolute Quantifizierung zur
Bestimmung von PTM-Stochiometrien beinhalten und (v) eine gewisse Robustheit aufweisen,
so dass sie nicht nur auf homogene Zellkultur-basierenden sondern beispielsweise auch auf
klinische Proben angewendet werden koénnen. (vi) Schlussendlich gilt es die entstehenden
enormen Datenmengen zu integrieren, um eine sinnvolle Datenauswertung zu ermdglichen
und einzelnen PTM-Mustern bestimmte Funktionen zuzuordnen [14]. Unter Berticksichtigung
all dieser ausstehenden Entwicklungen, kann jedoch bereits jetzt zusammenfassend gesagt
werden, dass die im Rahmen dieser Arbeit etablierten Methoden einen wichtigen Beitrag eben
dazu leisten. Mit ChaFRADIC wurde eine sensitive, robuste und vor allem wandlungsfahige
Methode geschaffen, mit der die Anreicherung unterschiedlicher PTM-Peptide unter
Beibehaltung des grundlegenden Prinzips gelingt. Darlber hinaus konnte sie auch in
Kombination mit anderen bestehenden Methoden verwendet werden und damit Subproteome
abdecken, die bisher nur unzureichend erfasst wurden. So ist das ChaFRADIC zur
Anreicherung N-terminaler Peptide beispielsweise die zurzeit sensitivste Methode und die
abgewandelte Form zur Kartierung von Disulfidpositionen die einzige Chromatographie-
basierte Technik (berhaupt. Zudem vereinfacht die hier durchgefiihrte Optimierung des
bestehenden  IP-Protokolls ~ zur  Anreicherung  ubiquitinierter ~ Peptide,  solche

Kombinationsexperimente enorm, da auf Grund der reduzierten Probenmengen sich auch der
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DISKUSSION

Einsatz des Gesamtmaterials fiir solche Versuche deutlich verringert. Wie in Abschnitt 4.4.
bereits gezeigt, lassen sich die etablierte Methoden auch relativ einfach mit anderen
bestehenden Chromatographie-/ (TiO2-Anreicherung) sowie Immunaffinitats-basierten
Verfahren (Anti-GlyGly-Antikorper) kombinieren. Damit zeigen sie ein enormes Potential fur
die Aufklarung der PTM-gesteuerten Kontrolle von zelluldaren Prozessen und ihrer
Abhangigkeiten. Ein wichtiger Schritt fur die Zukunft ware zudem, die apparativ aufwendige
Methode, die eine gut gewartete dedizierte HPLC bendtigt, auf eine einfachere Plattform, z.B.
ein SPE-basiertes Verfahren zu transferieren, was aktuell Gegenstand der Forschung ist und

womit erste Ergebnisse erzielt werden konnten [216].
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Promotion konnte das neuartige ChaFRADIC zur Anreicherung post-
translational modifizierter Peptide aus komplexen biologischen Proben etabliert werden. Das
entwickelte Prinzip basiert dabei auf einer optimierten und reproduzierbaren Auftrennung von
Peptiden nach ihrem Ladungszustand mittels zwei-dimensionaler
Kationenaustauschchromatographie bei pH 2,7. Die wéhrend der ersten Auftrennung
erhaltenen Fraktionen mit Peptiden unterschiedlicher Ladung (+1, +2, +3, +4, >+4) werden
einzeln spezifisch derivatisiert und rechromatographiert. Diese Derivatisierung dient dazu,
gezielt den Ladungszustand einer Subklasse von Peptiden zu verdndern, und induziert somit
eine Veranderung des Retentionszeitfensters bei der Rechromatographie. Dieses Prinzip
konnte zur Anreicherung N-terminaler sowie Disulfid-verbriickter Peptide eingesetzt werden
und kann durch geringe Abwandlungen zudem auf weitere PTM-Subklassen Ubertragen
werden. Durch Einsatz fir eine differentielle Analyse proteolytisch prozessierter N-Termini in
S. cerevisiae und Arabidopsis thaliana konnten 88 bisher unbekannte Substrate der Peptidase
icp55 identifiziert werden, was neue Einblicke in die molekularen Prozesse zur Stabilisierung
des mitochondrialen Proteoms lieferte. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ChaFRADIC
bereits etablierte Methoden in Bezug auf Sensitivitat und Reproduzierbarkeit Gbertrifft und
eine differentielle Analyse von fast 3000 N-terminalen Peptiden aus bis zu 8 verschiedenen
Proben in nur einem Experiment erlaubt. Damit stellt es eine wertvolle Alternative zur
Charakterisierung des N-Terminoms dar. Durch Transfer der Methode auf Disulfid-
verbriickte Peptide, konnten zudem erstmalig Disulfidpositionen fiir Gber 2400 Peptide in 6
verschieden Proben quantifiziert werden, da bisher keine alternative Methode zur
Anreicherung aus komplexen Gemischen existierte. Weiterhin wurde ein bestehendes
Protokoll der Immunaffinitats-basierten Anreicherung ubiquitinierter Peptide grundlegend
optimiert, so dass 20-mal weniger Ausgangsmaterial eingesetzt werden musste und damit eine
deutlich kosteneffizientere Technik geschaffen wurde. Alle hier entwickelten Methoden
bieten ein enormes Potential fir die PTM-fokussierten Proteomanalyse, da sie (i) das
Methodenrepertoire erweitern, (ii) bestehende Methoden in Bezug auf Sensitivitat und
Wandelbarkeit Ubertreffen und (iii) in Kombination mit existierenden Methoden eine

umfassende Analyse von PTM-Crosstalk und dessen Einfluss auf zellulare Ablaufe erlauben.
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SUMMARY

7 SUMMARY

In this work, a novel method ChaFRADIC could be established for the enrichment of post-
translationally modified peptides out of complex biological samples. The principle developed
here is based on an optimized separation of peptides according to their charge states using
two-dimensional strong cation exchange chromatography at pH 2.7. Each charge state fraction
(+1, +2, +3, +4, >+4) obtained from the 1% dimension HPLC separation was specifically
derivatized which serves to selectively change the charge state of a subclass of peptides, thus
inducing a shift in the retention time during rechromatography (2" dimension). This principle
was used for the enrichment of N-terminal and disulfide-bridged peptides and can be
transferred to enrich other PTM subclasses with minor modifications. Applying ChaFRADIC
for differential analysis of proteolytically processed N-termini in S. cerevisiae and A. thaliana
88 so far unknown substrates of the peptidase icp55 could be identified, which provides novel
insights into the molecular processes involved in stabilization of the mitochondrial proteome.
Furthermore, it has been shown that ChaFRADIC exceeds established methods in terms of
sensitivity and reproducibility and permits a differential analysis of almost 3,000 N-terminal
peptides from up to 8 different samples in one experiment providing a valuable tool for
characterization of the N-terminome. Next, applying the method to disulfide-bond peptides
led to quantification of over 2,400 disulfide positions in 6 different samples for the first time
due to the absence of an alternative method. Lastly, optimization of an existing protocol for
immunoaffinity-based enrichment of ubiquitinated peptides enabled to reduce the amount of
starting material by 20-times. To summarize, these established methods have tremendous
potential for PTM-focused proteome research since they (i) broaden the method repertoire, (ii)
surpass existing methods regarding sensitivity and variable use, and (iii) in combination with
existing methods, allow a comprehensive analysis of PTM-crosstalk and its involvement on

cellular processes.
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Tab.1.: Ubersicht aller mittels ChaFRADIC identifizierter Icp55 Substrate aus Arabidopsis
thaliana. Fur die gefundenen N-terminalen Peptide wurde jeweils angegeben, ob sie hoch-/ (11)
oder runterreguliert (]]) waren. Herunterregulierte Peptide reprasentieren das normal
prozessierte Protein, so dass anhand dieser die genaue Schnittstelle ermittelt werden konnte, die
entfernte Aminosaure wurde jeweils angegeben.

TAIR Datenbank . Entfernte

Nr Name Aicp55 Aminosiure Identifizierte Sequenz
1 AT1G17290 ™M L LSSSSSSDMSASDSSSSLPVTLDTINPKVIKCEYAVR
N/ SSSSSSDMSASDSSSSLPVTLDTINPKVIKCEYAVR
2 AT1G23800 ™M Y YSNLAAAVENTITPPVKVEHTQLLIGGR
N/ SNLAAAVENTITPPVKVEHTQLLIGGR
3 AT1G32350 ™M L LSSDTSSPVSGNNQPENPIR
N/ SSDTSSPVSGNNQPENPIR
4 AT1G50940 ™M ISISITSLSR
N/ SISITSLSR
5 AT2G14170 ™M L LSTSPEQSTQPQMPPR
NN STSPEQSTQPQMPPR
6 AT2G20360 ™M Y YSSSLATKGVGHLAR
N/ SSSLATKGVGHLAR
7 AT3G06050 ™M F FSKLAEGTDITSAAPGVSLQKAR
N/ SKLAEGTDITSAAPGVSLQKAR
8 AT3G13860 ™M Y YAAKDISFGIGAR
NN AAKDISFGIGAR
9 AT3G13930 ™M F FSSSSDLPPHQEIGMPSLSPTMTEGNIAR
NN SSSSDLPPHQEIGMPSLSPTMTEGNIAR
10 AT3G23990 ™M Y YAAKEIKFGVEAR
NN AAKEIKFGVEAR
11 AT3G44370 ™M F FSTPSDLDSELTR
NN STPSDLDSELTR
12 AT3G45770 ™M F FSTIMSPPSKAIVYEEHGSPDSVTR
NN STIMSPPSKAIVYEEHGSPDSVTR
13 AT3G54980 ™M FC FCSQSQFPKESENPSQEQR
NN SQSQFPKESENPSQEQR
14 AT4G08900 ™M FT FTSVSASSIEKGQNR
N/ SVSASSIEKGQNR
15 AT4G35460 ™M F FSSSAVMNGLETHNTR
NN SSSAVMINGLETHNTR
16 AT4G36400 ™M F FGSSAASLIQR
N/ GSSAASLIQR
17 AT4G37910 ™M FC FCSRPVGNDVIGIDLGTTNSCVSVMEGKTAR
NN SRPVGNDVIGIDLGTTNSCVSVMEGKTAR
18 AT5G09450 ™ YN YNADAAIGNSLVEESEEKDDLKSR
NN ADAAIGNSLVEESEEKDDLKSR
19 AT5G47630 ™ FT FTSEAAADGGQDQILSR
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SEAAADGGQDQILSR
YAAGAKEMTVR
AAGAKEMTVR
FSSDSGDVVEAVVPHMGESITDGTLAAFLKKPGDR
SSDSGDVVEAVVPHMGESITDGTLAAFLKKPGDR
FNSTTAATKSSSSDPDQLKNAR
STTAATKSSSSDPDQLKNAR
LVTASFANENR
VTASFANENREFVIVGGGNAAGYAAR
FSSSAAYSPPKMR
SSSAAYSPPKMR
ISVLASYDQEEVSPGR
SVLASYDQEEVSPGR
YATSSPASSAAPSSAPAKDEGKKTYDYGGKGAIGR
ATSSPASSAAPSSAPAKDEGKKTYDYGGKGAIGR
YSSDSDSSVLQPPDVAR
SSDSDSSVLQPPDVAR
FVTTSSSSVTPLSPQDR
VTTSSSSVTPLSPQDR
STTIPPPTANVR
GSAAADTAVKKR
ATKYVAKVTSSSPSGR
STFTKPSSSIAPGDFLVR
SVKPISNVDDAKFR
FSTATGIDSQTTAYPGAITMSKAKSKLR
STATGIDSQTTAYPGAITMSKAKSKLR
QSSYVGSFAR
SSYVGSFAR
SSSYAAHQVDQIKDNPVSDMLIDKFGR
SSTSQAATASVKDSDEFQAR
STAIDRISSEQTLIR
YSSLSAASAEAER
SSLSAASAEAER
STSFREERDTFGPIQVPSDKLWGAQTQR
ASPHPILASHNHILSAPETR
LSSIADAKDKGDEVVR
SSIADAKDKGDEVVR
SSITEAKLSYKER
SLKLTSEDLDYQVLVEGSGCSR
SALPNYSASDADFEDQVLVEGKAKSR
STSSPANSAAPSSAPAKDEGKKTYDYGGKGAIGR
STSSPASSSSSSLGNDSAIPR
SLIPMVIEHSSR
SSETNAESESLDSNEIALSFSKELTGNPDAESQTISQR
FSGTAMTDTKDAGMDAVQR
SGTAMTDTKDAGMDAVQR
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ADGSERDPSVVCEAVKR
SFATQEEAAAERR
YSSAASSPTVSLNPSGR
FASSGSDENDVVIIGGGPGGYVAAIKASQLGLKTTCIEKR
ASSGSDENDVVIIGGGPGGYVAAIKASQLGLKTTCIEKR
ICSHSSSEIISEHPPFVR
FSSGSDLPPHQEIGMPSLSPTMTEGNIAR
FSEEVRGSFLDKSEVTDR
SEEVRGSFLDKSEVTDR
FSSGKVLSEEER
SSGKVLSEEER
FSSHDDHLSR
FSVATTQLGIPTDDLVGNHTAKWMOQDR
SVATTQLGIPTDDLVGNHTAKWMQDR
FASESVPDR
FSSDSVETPATKKVEDVMPIATGHEKEELEAELEGR
SSDSVETPATKKVEDVMPIATGHEKEELEAELEGR
FASSGSDDNDVVIIGGGPGGYVAAIKAAQLGLKTTCIEKR
ASSGSDDNDVVIIGGGPGGYVAAIKAAQLGLKTTCIEKR
FSSIPTSDLLR
FGTSSAAAEEIINPSVQVSHTQLLINGNFVDSASGKTFPTLD
GTSSAAAEEIINPSVQVSHTQLLINGNFVDSASGKTFPTLD
FSAETGDTVEAVVPHMGESITDGTLATFLKKPGER
SAETGDTVEAVVPHMGESITDGTLATFLKKPGER
FASSPEEIAKR
ASSPEEIAKR
FASDPHPPAAVFVDKNTR
ASDPHPPAAVFVDKNTR
FSSKPAGNDVIGIDLGTTNSCVAVMEGKNPKVIENAEGAR
SSKPAGNDVIGIDLGTTNSCVAVMEGKNPKVIENAEGAR
FGTTPPPPAAVFVDKNTR
GTTPPPPAAVFVDKNTR
FATDAVVESDYKR
ATDAVVESDYKRGEIGKVSGIPEEHLSR
FAVVACSTPVNNGGSVR
AVVACSTPVNNGGSVR
FSSGSVPER
FSDGESAVYHHAR
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Tab.2.: Ubersicht der mittels ChaFRADIC identifizierten Oct-1 Substrate in Arabidopsis
thaliana. Fir die gefundenen N-terminalen Peptide wurde jeweils angegeben, in welcher
Mutante (Oct-1-1 oder Oct-1-2) sie hoch-/ (11) oder runterreguliert (|]) waren.

Nr

v A W N =

TAIR Datenbank

Name

AT1G14610
AT1G80550
AT2G32230
AT3G22310
AT3G22330

AT5G52840
AT3G48110

Aoct

4,244
WV, 244
4,244
27

27

1™, 211
1™, 211
1™, 211
Wy, 244
4,244
Wy, 244
244

Identifizierte Sequenz

ESEKKILTEEELER
SVKPISNVDDAKFR
AAKQSAASPSENLSR
FHVKSVPSEFR
IHFQSGPLDFR
MVSQAGFAISESSER
VSQAGFAISESSERR
SQAGFAISESSERR
AGFAISESSERR
GFAISESSER
AKVKQTTGIVGLDVVPNAR
AVHHQSYRNPDDDVTR
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