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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde auf Basis des so genannten proteomic identification of
cleavage sites (PICS)-Ansatzes eine massenspektrometrische Methode, der Q-PICS Ansatz
entwickelt. Dieser Ansatz kann zur Bestimmung der Spaltspezifitat (unbekannter) Proteasen
und gleichzeitig zur Quantifizierung proteolytischer Prozesse verwendet werden. Wahrend im
klassischen PICS-Ansatz biotinylierte Peptide identifiziert werden, werden im Q-PICS Ansatz
TMT-markierte Peptide analysiert. Dadurch kénnen bis zu sechs verschiedene TMT-
Reporterionenkandle verwendet werden, die dann zur relativen Quantifizierung genutzt
werden. Die Analysen wurden mit einem MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer
durchgefuhrt.

Zunéchst musste eine Optimierung der LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Methode durchgefihrt
werden, wobei folgende Parameter untersucht wurden: i) Anzahl der akkumulierten
Laserschiisse zur Generierung der MS/MS-Spektren, ii) Gasdruck in der CID-Kaollisionszelle
und iii) Reihenfolge der precursor-Auswahl fiur die Fragmentierung in der MS/MS-Analyse.
Durch die Verwendung von Proteom- bzw. Standardprotein-basierten Peptidbibliotheken
wurde die beste Parameterkombination an akkumulierten Laserschiissen pro MS/MS
Spektrum, dem Gasdruck in der CID-Kaollisionszelle und der Reihenfolge bei der precursor-
Auswahl fur die Fragmentierung ermittelt. Als Auswahlkriterien wurden die Anzahl an
identifizierten Spaltsequenzen, die Standardabweichung der Quantifizierungsdaten und die
benotigte Messzeit des MALDI-Massenspektrometers herangezogen.

Das quantitative Potential des Q-PICS Ansatzes wurde anschlieBend mit der optimierten LC-
MALDI-TOF/TOF MS/MS Methode am Beispiel der Endoprotease GIuC in zwei
verschiedenen Puffersystemen (HEPES- und TEAB-Puffer) gezeigt. In diesen Experimenten
wurde die These bestatigt, dass GIuC eine hohere Affinitat fur Glu-X gegeniiber Asp-X
Peptidbindungen unabhédngig von dem verwendeten Puffersystem aufweist. Dabei resultiert
ein inhibitorischer Effekt von Bicarbonatpuffer auf die GluC Gesamtaktivitdt in einer
scheinbar ausschlieBlichen Affinitat fir Glu-X Peptidbindungen in diesem Puffer.

Da die generelle Anwendbarkeit des Q-PICS Ansatzes gezeigt wurde, sollten sich nun die
unterschiedlichsten Problemstellungen analysieren lassen. Als Beispiel seien hier die Analyse
einer Protease unter Verwendung verschiedener Inhibitoren, oder die Analyse des Einflusses
verschiedener Bedingungen des Verdaus wie Temperatur, Inkubationszeiten (oder wie

gezeigt: Puffersysteme) auf die Spaltspezifitat einer Protease genannt.

VIl



Zusammenfassung

Dariiber hinaus wurde in einem weiteren Projekt die TACE-Spaltstelle innerhalb des Proteins
ARTC2.2 identifiziert. Bei diesem Protein handelt es sich um ein GPIl-verankertes Ekto-
Enzym, das nach Aktivierung des P2X7 Rezeptors durch ATP oder NAD (ber eine
Metalloprotease (vermutlich TACE bzw. ADAM 17) proteolytisch prozessiert wird. Durch
die Durchfiihrung eines In-Gel-Verdaus des Proteins ARTC2.2 mit unterschiedlichen
Proteasen in *0-markiertem Wasser konnten verschiedene Peptide identifiziert werden, die
zur Bestimmung der TACE-Spaltstelle nach Phe270 fiihrten. Nur die TACE-Spaltstelle kann
unter diesen Bedingungen keine *0-Markierung am C-Terminus enthalten.

In einem weiteren Projekt konnte gezeigt werden, dass ein peak picking Problem besteht,
wenn LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Rohdaten auf Basis einer Quantifizierung Uber isobare
Isotopenmarkierung in mgf-Dateien exportiert werden. Dieses Problem besteht darin, dass
Signale eines Reporterionenkanals mit geringer Intensitat teilweise nicht in die mgf-Datei
exportiert werden, wenn sie auf ein Signal eines Reporterionenkanals mit einer hohen
Intensitat folgen. Insgesamt wurden drei verschiedene isobare tags (iTRAQ 4-plex, iTRAQ 8-
plex und TMT 6-plex) und drei data conversion Programme LPtMt, TS2Mascot und MS
DATA Converter untersucht. Das Problem konnte durch die Verwendung eines Perl-Skriptes

umgangen werden.




Abstract

Abstract

This work was focused on the development, optimization and evaluation of a mass
spectrometric approach, the Q-PICS method, which simultaneously serves as tool for the
determination of unknown cleavage site specificities —based on the so called PICS assay- and
the quantification of the proteolytic process. While the classical PICS approach used
biotinylated peptides, the application of TMT labeled peptides in the Q-PICS method offered
the possibility to compare up to 6 different reporter ion channels, which were analyzed with
MALDI TOF/TOF MS and MS/MS.

For the optimization of the LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS method the following parameters
were tested: i) number of accumulated laser shots to generate MS/MS spectra ii) CID pressure
and iii) precursor selection/fragmenting order (“weakest precursor first” VS. “strongest
precursor first”). In the experiments both a standard protein peptide library and a proteome
based library were used. The evaluation criteria were represented by the number of identified
cleavage sites, the standard deviation of quantification results and the attended measurement
time.

Using the optimized LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS conditions, the quantitative power of the
Q-PICS approach was then demonstrated by the example of endoproteinase GIuC in two
different buffer systems (HEPES- and TEAB-buffer). The results of the following
experiments confirmed the theory assuming that GluC exhibits a higher affinity for Glu-X
peptide bonds compared to Asp-X bonds without a relation to the reaction buffer. The thesis
additionally states an inhibitory effect of bicarbonate buffer on the GIuC activity in general,
that finally pretend an exclusively affinity for Glu-X bonds.

In conclusion, the general capability of the Q-PICS approach was shown here, the prerequisite
to use it as tool for manifold questions, concerning proteolytic processes. For example the
influence of different inhibitors or different reaction conditions like temperature, incubation
times could be analyzed on the cleavage site specificity in a quantitative manner.

In a further project the TACE cleavage site inside of the protein ARTC2.2 was identified.
ARTC2.2 represents a GPl-anchored ecto-enzyme, which is subjected to proteolytic
processing after the activation of receptor P2X7 through ATP or NAD by a metallo protease
(proposingly TACE/ADAM 17).Due to the identification of several carboxyterminal
unlabeled peptides by the in-gel-digestion of ARTC2.2 in the presence of H,'®0 with different
proteases, the TACE cleavage site was located after Phe270. Exclusively the TACE cleavage




Abstract

site can exhibit unlabeled (**0) C-terminus under **0 conditions (unless tryptic cleavage
introduces H,'0 molecules into all other peptides).

Furthermore, a peak picking problem, concerning LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS raw data
from quantification with isobaric tags, which are exported to mgf-files, was clearly
demonstrated at a data set of a 15 protein mixture. Low intensity signals of reporter ion
channels were partially not exported to mgf-files whenever they followed high intensity
signals of another reporter ion channel in the MS/MS spectrum. Summing up, three different
isobaric tags (iTRAQ 4-plex, iTRAQ 8-plex and TMT 6-plex) and three data conversion tools
(LPtMt, TS2Mascot and MS Converter) were analyzed. The problem was extensively

characterized and finally solved or circumvented by the application of an in-house Perl script.

Xl
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Kapitel I:  Theoretischer Teil — Einleitung:

1.2 Die Proteomik

Das menschliche Genom besteht aus 20.000 bis 25.000 Genen (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2004). Aus diesen werden vermutlich mehr als 500.000 verschiedene
Proteine codiert. Die exakte Anzahl ist jedoch noch unbekannt. Ein Forschungsgebiet der
Bioanalytik, die Proteomik (Proteomanalyse), beschaftigt sich mit der ldentifizierung bzw.
Quantifizierung der Gesamtheit aller Proteine einer Zelle oder eines Gewebes inklusive ihrer
Varianten (z. B. durch posttranslationale Modifikationen) unter definierten Bedingungen und
zu einem bestimmten Zeitpunkt (Lottspeich, 1999). Diese Gesamtheit der Proteine wird durch
den Term Proteom beschrieben (Wilkins et al., 1996). Erst das Zusammenspiel der Proteomik
mit verschiedenen anderen Forschungsgebieten wie der Metabolomik, Transkriptomik oder
Genomik ermdglicht die vollstdndige Analyse fundamentaler biologischer Prozesse. Vor
allem die Proteomik und die Genomik sind dabei eng miteinander verknlpft. So wurde im
Jahr 2007 durch die Arbeitsgruppe Mann die Proteomik als potentiell neue Genomik
bezeichnet (Cox and Mann, 2007).

Die Entwicklung schonender massenspektrometrischer (MS) lonisierungsverfahren, wie die
Matrix-unterstutzte Laser Desorption/lonisierung (MALDI, (Karas and Hillenkamp, 1988,
Tanaka et al., 1988)) oder die Weiterentwicklung der Elektrospray-lonisation (ESI, (Meng et
al., 1988)) ermdglichten die Analyse biologischer Makromolekile. Zusatzlich weist das
Proteom, im Gegensatz zum eher statischen Genom, einen sehr hohen dynamischen Bereich
auf. Dieser uberspannt vermutlich bis zu zwolf GroRenordnungen (Corthals et al., 2000).
Diese hohe Komplexitat stellt eine der groten Herausforderungen der Proteomik dar. Nur mit
Analysenmethoden, welche ein hohes Auflésungsvermégen, eine hohe Peakkapazitit und ein
niedriges Detektionslimit aufweisen ist sie zu I6sen. Um solche Makromolekile tatsachlich
massenspektrometrisch untersuchen zu kdnnen, missen die meist sehr komplexen Peptid-
bzw. Proteingemische erst aufgereinigt bzw. aufgetrennt werden. Dadurch soll v. a.
lonensuppression vermieden werden. Diese kann dann auftreten, wenn wahrend der
lonisierung zu viele Probenmolekiile eines hoch abundanten Analyten in die Gasphase
Ubertragen werden. Die lonisierung niedrig abundanter Analyten kann dann unterdrickt
werden. Dies wiirde letztendlich dazu fiihren, dass die niedrig abundanten Analyten nicht

detektiert werden.
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In der Proteomik unterscheidet man im Allgemeinen zwei Strategien, um die Aufreinigung
bzw. die Auftrennung der komplexen Proben durchzufiihren, die top-down- (Kelleher, 2004,
Sze et al., 2002) und die bottom-up-Methode (Aebersold and Mann, 2003, Washburn et al.,
2001), die im speziellen auch als shotgun-Methode (Wolters et al., 2001) bezeichnet wird
(siehe Abbildung 1.1).

top-down-Ansatz bottom-up-Ansatz
klassisch shotgun

LS ' Protein-Probe Protein-Probe ’\’*“ég
Protein-Trennung (i VPrOtem‘Tfennung @ Protein-Verdau
MS-Analyse Protein-Verdau Peptid-Trennung

Identifizierung MS-Analyse MS-Analyse

Identifizierung Identifizierung

Protein-Probe

Abb. 1.1: Die beiden generellen Strategien fur die Proteomanalyse: top-down-Analyse (links) und

bottom-up-Analyse mit dem Spezialfall der shotgun-Methode (rechts).

Der wesentliche Unterschied der Methoden beruht auf den Analyten, die
massenspektrometrisch untersucht werden. Wéhrend in der top-down-Methode die Analyse
von intakten Proteinen erfolgt, werden in der bottom-up-Methode zuerst die Proteine
(enzymatisch) gespalten und dann eine MS-Analyse der resultierenden Peptide durchgefiihrt.
Die massenspektrometrische Analyse intakter Proteine kann sowohl mit MALDI, als auch mit
ESI MS bzw. MS/MS durchgefiihrt werden. ESI-Instrumente konnten sich jedoch
durchsetzen, da FT-ICR- oder Orbitrap-Massenspektrometer eine hohe Massengenauigkeit
und Auflésung besitzen (Reid and McLuckey, 2002, Scigelova and Makarov, 2006).
Zusétzlich verfiigen diese Massenspektrometer haufig uber  zusétzliche
Fragmentierungsmethoden wie die Elektronen Transfer Dissoziation, die oft Anwendung fir
top-down-Experimente findet (Bunger et al., 2008).

In der Kklassischen bottom-up-Methode wird die 2D-GE verwendet, bei der die Auftrennung

der Analyte zundchst noch mit den intakten Proteinen durchgefuhrt wird (Klose, 1975,
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O'Farrell, 1975). In dieser Methode wird in der 1. Dimension eine isoelektrische Fokussierung
und in der 2. Dimension eine klassische SDS-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die beiden
Trenntechniken basieren auf der Auftrennung nach dem isoelektrischen Punkt bzw. nach der
GroRe der Proteine und sind somit orthogonal zueinander. Durch diese Orthogonalitat wird
eine grolRe Auflésung erreicht.

Zur ldentifizierung werden die intakten Proteine nach der Auftrennung mit einer Protease
(z. B. Trypsin oder Chymotrypsin) zu Spaltpeptiden hydrolysiert. Diese werden anschliefend
massenspektrometrisch untersucht, wobei man von einer so genannten Fingerprint-Analyse
(PMF, peptide massfinger print, (Pappin et al., 1993)) spricht. Die Spaltpeptide kdnnen
zusétzlich mittels Tandem Massenspektrometrie (MS/MS) untersucht werden. Dabei werden
direkte Sequenzinformationen (ber die einzelnen Peptide erhalten (Eng et al., 1994). Die
Identifizierung erfolgt i. d. R. Uber eine Datenbanksuche (Aebersold and Mann, 2003).

Einen Spezialfall der bottom-up-Methode hingegen stellt die so genannte shotgun-Methode
dar. Hier wird die Hydrolyse der intakten Proteine zu Spaltpeptiden als erster Schritt vor der
Trennung der Analyte durchgefuhrt. In der sogenannten multi-dimensional protein
identification technology (MudPit) erfolgt die Auftrennung mittels HPLC Uber starken
Kationenaustausch in der 1. Dimension (SCX), gefolgt von Umkehrphasen-Chromatographie
(RPC) in der 2. Dimension (Wolters, et al., 2001). In diesem speziellen Beispiel wird die
Elektrospray-Kapillare direkt mit den beiden unterschiedlichen Materialien an stationaren
Phasen (SCX- und RPC-Material) gefillt. Man erhélt demnach zwei verschiedene Bereiche
an stationdren Phasen wodurch die 2D Trennung online erfolgt. Sie kann jedoch auch uber
zwei verschiedene S&ulen getrennt, offline, durchgefuhrt werden.

Prinzipiell sind sowohl fiir die top-down-, als auch fur die bottom-up-Methode die

unterschiedlichsten Kombinationen an Trenntechniken anwendbar (siehe Tabelle 1.1).

Tab. 1.1: Kombinationsmdglichkeiten verschiedener Modi der Trenntechniken Hochleistungs-
Flissigkeitschromatographie (HPLC), Kapillarelektrophorese (CE) und Gelelektrophorese

(GE) zur Auftrennung von Peptid- oder Proteinmischungen.

1. Dimension 2. Dimension
SDS Gel Elektrophorese oder
Umkehrphasen HPLC (Proteine)
Umkehrphasen HPLC oder
lonenaustausch (Proteine oder Peptide)
Dichtegradientenzentrifugation (Proteine) Umkehrphasen HPLC (Proteine und Peptide)
Umkehrphasen HPLC (Proteine und Peptide) = Kapillarelektrophorese (Proteine und Peptide)
Affinitadtschromatographie (Proteine, Peptide) Umkehrphasen HPLC (Peptide)
lonenaustausch HPLC (Proteine und Peptide) Umkehrphasen HPLC (Proteine und Peptide)

Isoelektrische Fokussierung (Proteine)

GroRRenausschluss HPLC (Proteine)
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1.2 Die quantitative Proteomik

Neben der Identifizierung von Proteinen spielt auch ihre Quantifizierung eine wichtige Rolle
im Feld der Bioanalytik. Prinzipiell kann man bei Quantifizierungen zwischen der absoluten
und der relativen bzw. differentiellen Quantifizierung unterscheiden. Obwohl durch letztere
keine Aussagen uber die absoluten Konzentrationen von Proteinen in einer Zelle oder einem
Gewebe getroffen werden, sondern Proteinkonzentrationen verschiedener Zellen oder
Geweben miteinander verglichen werden, zé&hlen solche Untersuchungen zu den am
h&ufigsten angewendeten. Traditionell wurde die quantitative Proteomik zu Beginn mittels 2D
GE durchgefuhrt. Wahrend die ldentifizierung der Proteine dabei wieder Uber eine MS-
Analyse erfolgt, wurde die quantitative Analyse Uber spezielle Programme wie z. B. Tycho
durchgefuhrt (Anderson et al., 1981). Dabei wird eine statistische Analyse eines Satzes an
reproduzierten Gelen angewendet, in der die Spotintensitaten bzw. -volumina der Kontroll-
Gele und der eigentlichen Proben miteinander verglichen werden. Ein grof3er Nachteil der
Methode ist jedoch der grolRe préparative Aufwand, da auf Grund der hohen Gel-zu-Gel-
Variabilitat mehrere Replikate angefertigt werden mussen (Righetti et al., 2004).
Die Differentielle Gelelektrophorese (DIGE) umgeht dieses Problem, da in dieser Methode
die Kontrolle und die zu untersuchende Probe mit zwei unterschiedlichen Cyanin-Farbstoffen
(CyDye) markiert und gleichzeitig in einem 2D-Gel analysiert werden. Dadurch wird der
experimentelle Fehler minimiert. Uberlagern sich Proteine aus zwei verschiedenen Proben, so
entstehen fluoreszierende Mischfarben, aus denen die Konzentrationen der Proteine beider
Proben relativ zueinander bestimmt werden kénnen (Unlu et al., 1997). Dennoch weisen die
Gel-basierten Strategien eine Reihe von anwendungstechnischen Grenzen auf. Die Analyse
von Membran- oder niedrig abundanten Proteinen erweist sich z. B. als sehr schwierig.
Deshalb wurden flr die quantitative Proteomik zunehmend MS-basierte Methoden entwickelt,
die v. a. auf der Markierung mit Verbindungen, welche stabile Isotope besitzen, beruhen. Es
konnen aber auch markierungsfreie (label-free) Quantifizierungen durchgefiihrt werden
(Bantscheff et al., 2007, Ong and Mann, 2005, Zhu et al., 2010).
Die MS-basierte Quantifizierung kann prinzipiell in zwei verschiedene Methoden unterteilt
werden:

)} Quantifizierung auf MS-Ebene

i) Quantifizierung auf MS/MS-Ebene

Wahrend bei Strategien, die auf stabiler Isotopenmarkierung beruhen, auf MS-Ebene und bei
denjenigen, die auf isobarer stabiler Isotopenmarkierung beruhen, auf MS/MS-Ebene
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quantifiziert wird, kann bei der markierungsfreien Strategie die Quantifizierung auf beiden
Ebenen erfolgen. Im Zusammenhang der vorliegenden Arbeit wird auf die markierungsfreie

Quantifizierung nicht weiter eingegangen.

1.2.1 Quantifizierung auf MS-Ebene

Die Einfuhrung der stabilen Isotope kann auf verschiedene Arten erfolgen. In Experimenten
mittels des protein metabolic labeling wird beispielsweise die Proteinbiosynthese genutzt und
die Einflhrung erfolgt in vivo (siehe Abbildung 1.2). Hierzu werden Organismen wie Hefen
(Oda et al., 1999) mit*>N-isotopenmarkierten Substraten, die in Form anorganischer Salze ins
Medium gegeben werden, herangezogen. Selbst der S&ugetierorganismus Rattus norvegicus
wurde mit zuvor °N-isotopenmarkierten Algenzellen gefiittert und fir eine protein metabolic
labeling-Studie analysiert (Wu et al., 2004). Damit die unmarkierten Proteine wahrend des
Zellwachstums durch Proteinumsatz ausschlieflich durch isotopenmarkierte ersetzt werden,
darf nur N als Stickstoffquelle zur Verfiigung stehen. Dadurch erhilt man eine ,,schwere*
Probe (siehe Abbildung 1.2, Zustand B). Nach Vereinigung, mit der unmarkierten ,,leichten‘
Probe konnen beide relativ zueinander quantifiziert werden. Die sogenannte Stable isotope
labeling by amino acids in cell culture (SILAC)-Methode beruht auf dem gleichen Prinzip
wie das protein metabolic labeling. Hier werden jedoch nicht alle Substrate mit einem
stabilen Isotop markiert, sondern isotopenmarkierte essentielle Aminosdauren ebenfalls tber

biosynthetische Stoffwechselreaktionen in die Proteine eingebaut (Ong et al., 2002).

Relative
Medium mit Quantifizierung
(** NH4)2S04 mittels MS

- | A
14 15

Vereinigung ——» Verdau —»

—»"°N-Proteine / ‘ | ‘ ‘ I

Medium mit m/z
(** NH,)2S0,

Abb. 1.2: Vorgehensweise in der relativen Quantifizierung mittels protein metabolic labeling auf
MS-Ebene (Tholey, 2006).
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Neben der Einfihrung der stabilen Isotope in vivo gibt es auch zahlreiche Methoden, in denen
diese Einflihrung in vitro erfolgt. In der sogenannten isotope-coded protein label (ICPL)-
Methode erfolgt die Derivatisierung auf Proteinebene (Schmidt et al., 2005). Hierzu werden
alle freien Aminogruppen der N-Termini und die e-Aminogruppe der Lysinseitenketten tber
den Einsatz von N-Hydroxysuccinimid (NHS-Chemie) mit den unterschiedlichen ICPL-
Reagenzien markiert. Bei diesen Reagenzien handelt es sich um durch verschiedene Isotope
substituiertes Nicotinoyl-NHS (siehe Abbildung 1.3). Die Proben werden nach der
Derivatisierung vereinigt und kénnen danach z. B. Uber 2D-GE aufgetrennt werden. Nach
enzymatischem Verdau erfolgt die MS-Analyse. Die Identifizierung erfolgt dabei auf
MS/MS-Ebene wahrend die Quantifizierung auf MS-Ebene durchgefihrt wird. Bis zu vier
verschiedene Proben lassen sich auf diese Weise miteinander vergleichen.

vop
Y\|>|</ \)l(/X\O/N
VN o

Abb. 1.3: Strukturformel des ICPL-Reagenzes. Insgesamt gibt es vier verschiedene ICPL-
Reagenzien, bei denen der Kohlenstoff (X) und Wasserstoff (Y) folgendermaBen
substituiert sind: 1) *2Cg*Ha, 2) C6°D4, 3) *Cs'H, und 4) 1*C¢’Da.

Eine mit dieser Strategie eng verwandte Methode, stellt die sogenannte isotope coded affinity
tag (ICAT)-Strategie dar (Gygi et al., 1999). Hier erfolgt die Derivatisierung nicht Amin-,
sondern Cystein-spezifisch. Normalerweise wird vor der enzymatischen Hydrolyse intakter
Proteine zu Spaltpeptiden die hoch reaktive Thiolgruppe der Cysteinseitenketten durch
Alkylierung mittels lodacetamid oder lodessigsaure geschutzt. Dadurch soll die Riickbildung
von Disulfidbriicken der Proteine und damit verbundene Kreuzkupplungen unterbunden
werden. Genau diese hohe Reaktivitat der Thiolgruppe kann aber auch dazu genutzt werden,
unterschiedliche stabile Isotopenmarkierungen wie das ICAT-Reagenz, einzufligen. Auch hier
erfolgt die Derivatisierung auf Proteinebene. Nach der Auftrennung wird ein enzymatischer
Verdau durchgefihrt. Der groRe Vorteil und zugleich Nachteil des ICAT-Reagenzes besteht
darin, dass es ein Biotin tag enthalt. Uber dieses tag kann eine Aufreinigung bzw.
Anreicherung durch Affinitdtschromatographie tiber Streptavidin-Séulen erfolgen. Auf diese
Weise konnen cysteinhaltige Peptide, die mit dem ICAT-Reagenz markiert wurden,
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angereichert werden. Allerdings koénnen auch nur solche zur Generierung quantitativer
Datenherangezogen werden. Zudem lassen sich mit dem ICAT-Reagenz nur zwei
unterschiedliche Proben miteinander vergleichen.

Eine weitere Methode, mit der auch ein multiplexing durchfiihrbar ist, stellt die
Quantifizierung von Proteinen mittels Element-coded Affinity Tag (ECAT, (Whetstone et al.,
2004)) bzw. Metal-coded Affinity Tag (MeCAT)-Lanthanid-Markierung dar (Ahrends et al.,
2007). Hierzu wird z. B. der makrozyklische Chelat-Komplexbildner 1,4,7,10-
Tetraazacyclododekan-1,4,7,10-tetraessigsdure (DOTA) Cystein- oder Amin-spezifisch an
Peptide bzw. Proteine angebracht. Dieser kann dann mit den verschiedenen Lanthaniden
komplexiert werden. Der grofie Vorteil dieser Methode besteht v. a. in der Moglichkeit des
multiplexing und der Tatsache, dass mittels ICP MS auch absolut quantifiziert werden kann.
Dies ist prinzipiell jedoch nur dann mdglich, wenn eine Basislinientrennung der Analyten
innerhalb der chromatographischen Trennung erreicht wird. Das Fragmentierungsverhalten
von DOTA-markierten Peptiden wurde sowohl mit ESI (Pieper et al., 2009) als auch mit
MALDI MS (Gregorius et al., 2010) untersucht. Dabei wurde bestétigt, dass sich beide MS-
Plattformen fur die Identifizierung und Quantifizierung DOTA-markierter Peptide eignen.
Auch Methoden, in denen die Quantifizierung Uber eine Markierung der Carboxylgruppe
erfolgt, wurden etabliert. Hier kann auf Peptid-Ebene z. B. eine Derivatisierung durch die
Veresterung der Carboxylgruppen mittels do/ds-Methanol/Salzsédure durchgefiihrt werden
(Goodlett et al., 2001).

Aber auch die Grundlage einer jeden bottom-up-Analyse, die enzymatische Hydrolyse der
Proteine zu Peptiden, kann zur Einfuhrung stabiler Isotopen genutzt werden. Wahrend der
Spaltung der Peptidbindung werden formell ein (oder zwei) Wassermolekiil(e) an diese
addiert. Findet der Verdau also mittels H,*20 als Lésungsmittel statt, so kann auf diese Weise
das schwerere *20-Sauerstoffisotop in die Carboxylgruppe eingefiihrt werden. Wird parallel
der Verdau der zu vergleichenden Probe in normalem bzw. unmarkiertem H,'°0 als
Losungsmittel durchgefiihrt, so kdnnen die beiden Proben ebenfalls relativ zueinander

quantifiziert werden (Schnolzer et al., 1996).

1.2.2 Quantifizierung auf MS/MS-Ebene

Wie zuvor bereits kurz beschrieben, handelt es sich bei den Methoden, in denen auf MS/MS-
Ebene quantifiziert wird, um so genannte isobare stabile Isotopenmarkierungen. Hier sind

v. a. die ,,Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification (iTRAQ, (Ross et al.,

7
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2004)) und ,,Tandem Mass Tags* (TMT, (Thompson et al., 2003)) zu nennen. Diese beiden
Reagenzien unterscheiden sich lediglich in ihrer Struktur und der Masse der daraus
resultierenden Reporterionen. Wéhrend iTRAQ als Amin-spezifisches Reagenz fiir vier bzw.
acht verschiedene Proben zur Verfligung steht, gibt es TMT sowohl Amin- als auch Cystein-
spezifisch fur bis zu sechs verschiedene Proben. Die generelle VVorgehensweise ist bei beiden
Quantifizierungsreagenzien gleich und am Beispiel fir das Amin-reaktive TMT in
Abbildung 1.4 dargestellt. Beide Quantifizierungsreagenzien bestehen aus einer Reporter-,
einer Balance- und einer Amin- (bzw. Cystein-) reaktiven-Gruppe. Die Reporter- und
Balance-Gruppe bilden das isobare tag, das Uber die reaktive Gruppe an die Peptide bzw.
Proteine gebunden wird. Die isobaren tags besitzen eine identische Struktur und Uber die
verschiedene Isotopenmarkierungen in der Reporter- und Balance-Gruppe auch die gleiche
Molekllmasse. Deshalb weisen sie auch identische physikochemische Eigenschaften auf.
Dies hat den Vorteil, dass sie beispielsweise unter chromatographischen Bedingungen, sowie
in der Analyse auf MS-Ebene nicht zu unterscheiden sind. Erst wahrend der MS/MS-Analyse
fragmentiert die Reporter-Gruppe in Form der unterschiedlichen Reporterionen an einer
bestimmten MS/MS-Spaltstelle. Uber die Intensititen bzw. Flachen der Reporterionen kénnen

die unterschiedlichen Proben dann relativ zueinander quantifiziert werden.

A TMT - tandem mass tag B Proteomprobe: Zustand 1- 6

((\(JL «AONﬁ

MS/ S- Spaltstelle O

Y Y
Reporter- Balance- Amin-reaktive

enzymatischer
Verdau &
J

126 120 Gruppe Derivatisierung
119 5
128 118
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116 |
131 115/ |2
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\zoom
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Abb. 1.4:  Schematische Darstellung der Amin-spezifischen TMT-Methode. A) Aufbau des Amin-

spezifischen TMT-Reagenzes: Es ist in eine Reporter-, eine Balance- und eine Amin-
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reaktive-Gruppe unterteilt. Reporter- und Balance-Gruppe ergeben das isobare tag mit
einer Masse von 246 Da. Dieses wird Uber die Amin-spezifische Gruppe an die Peptide
bzw. Proteine gebunden. Insgesamt stehen sechs verschiedene tags zur Verfligung, die
sich in der Isotopenmarkierung der Reporter- und Balance-Gruppe unterscheiden. B) Bis
zu sechs verschiedene Proteomproben konnen vor oder nach dem enzymatischen Verdau
mit den TMT-Reagenzien markiert werden. Wahrend der massenspektrometrischen
Analyse auf MS-Ebene erhalt man fir alle unterschiedlich markierten Peptide auf Grund
der gleichen physikochemischen Eigenschaften nur ein Signal. Erst wahrend der Analyse
auf MS/MS-Ebene fragmentieren die isobaren tags an der MS/MS-Spaltstelle und setzen
somit die unterschiedlichen Reporterionen frei. Eine relative Quantifizierung kann dann

Uber die Intensitaten bzw. Flachen der Reporterionen durchgefihrt werden.

Im Vergleich dazu kann es unter der Verwendung von Methoden der Quantifizierung auf MS-
Ebene schnell zu einer unerwiinschten Erhéhung der Probenkomplexitdt kommen, da hier
jedes unterschiedlich markierte Peptid als ein einzelnes Signal detektiert wird. Dies ist
beispielsweise fur Experimente mit DOTA-markierten Peptiden der Fall (Gregorius et al.,
2013).

Das so genannte Isobaric Peptide Termini Labeling (IPTL, (Arntzen et al., 2011, Koehler et
al., 2009)) stellt ebenfalls eine MS/MS-basierte Quantifizierungsmethode dar. Mit dieser
Methode konnen allerdings nur zwei verschiedene Zustande miteinander verglichen werden.
Um Peptide zu erhalten, die C-terminal mit einem Lysin enden, muss der enzymatische
Verdau zweier unterschiedlicher Proteomproben A und B mit der Protease Lys-C
durchgefuhrt werden. Die Lysine der Proteomprobe A werden mit 2-Methoxy-4,5-dihydro-
(1H)-imidazol (MDHI) und die der Proteomprobe B mit vierfach deuteriertem MDHI-d,
derivatisiert. Isobare Peptide werden erzeugt, indem die N-Termini in Proteomprobe A mit
vierfach deuteriertem Succinanhydrid (SA-ds) und die in Proteomprobe B mit unmarkiertem
SA derivatisiert werden. Der groRe Vorteil der Methode besteht nun darin, dass man fir jede
Probe nicht nur einen Quantifizierungswert, ndmlich das Reporterion erhélt. Fir jedes b- und
y-lon erhdlt man also ein Signalpaar, das einen Abstand von 4 Da aufweist. Auf diese Weise
kann man Uber jedes dieser Paare relativ zueinander quantifizieren, und erhadlt somit eine
Vielzahl an quantitativen Daten.

Diese Technik wurde dann zum so genannten triplex-IPTL weiterentwickelt. Durch eine
abgedanderte Derivatisierung der Peptide konnen mit diesem Ansatz drei verschiedene Proben

bzw. Zustdnde miteinander verglichen werden (Koehler et al., 2013).
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1.3 Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie fur die Auftrennung von
Peptid- bzw. Proteingemischen

Neben der Gaschromatographie (GC) stellt die Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie
(HPLC) die wohl wichtigste Trenntechnik im Bereich der Bioanalytik dar. Durch die Vielfalt
an physikochemischen Eigenschaften wie GroRe, Ladung, Polaritat oder biologischer Affinitat
kdnnen Peptide bzw. Proteine durch eine Vielzahl unterschiedlichster chromatographischer
Methoden aufgetrennt werden (Creighton, 1993). Da in der vorliegenden Arbeit
ausschlieBlich lonenpaar-Umkehrphasen- (IP-RP)-HPLC verwendet wurde, sollen die tbrigen

Methoden nur kurz genannt werden und sind in Tabelle 1.2 aufgelistet.

Tab. 1.2: Aufzdhlung chromatographischer Trennmethoden in der Peptid- und Proteinanalyse und
deren Trennprinzipien. Mit Ausnahme der SEC findet in allen Methoden eine

Wechselwirkung zwischen den Analyten und der jeweiligen stationédren Phase statt.

Trennmethode Abkilrzung Trennprinzip
Affinitatschromatographie AC biospezifische Wechselwirkung
Chromatofokussierung CF unterschiedliche isoelektrische Punkte
lonenaustauschchromatographie IEC elektrostatische Wechselwirkungen
Metallchelat-Affinitdtschromatographie IMAC Komplexbildung
lonenpaar-Umkehrphasen- elektrostatische und solvophobe
chromatographie P-RPC Wechselwirkungen
Normalphasenchromatographie NPC polare Wechselwirkungen
Umkehrphasenchromatographie RPC solvophobe Wechselwirkungen
GroRenausschlusschromatographie SEC Unterschiede in der MolekuilgréRe

Vergleicht man die physikochemischen Eigenschaften von kleinen Molekilen, die meistens in
der Metabolomik oder der organischen Analytik untersucht werden, mit denen von Peptiden
bzw. Proteinen, so unterscheiden sich diese stark in ihrer Grof3e und den damit verbundenen
komplexen Strukturen. Biologische Makromolekile wie Peptide und Proteine adsorbieren
nicht nur an einer, sondern an mehreren Stellen der jeweiligen stationdren Phase. Man spricht
in diesem Zusammenhang von der so genannten Mehrpunktsadsorption (Geng and Regnier,
1984). Aufgrund der Mehrpunktadsorption erfolgt eine komplette Desorption der
Makromolekiile erst dann, wenn die Stdrke des Elutionsmittels ausreicht, um alle
Adsorptionspunkte zwischen dem Peptid oder dem Protein und der stationdren Phase zu l0sen.

Deshalb spricht man hier vom so genannten ,,On-Off*-Modell.

10
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Wahrend fir kleine Molekiile meist eine isokratische Elution durchgefiihrt wird, verwendet
man fir Analyten mit Mehrpunktsadsorption ausschlieBlich eine Gradientenelution. Dadurch
kann wahrend der Peptid- bzw. Proteinauftrennung mittels (IP-) RPC eine Aufkonzentrierung
und/oder Entsalzung der Probe bei niedriger Elutionsstéarke auf einer so genannten Trap- bzw.
Aufkonzentriersaule durchgefihrt werden. Auf diese Weise lassen sich auch groRere
Probenvolumina bei vergleichsweise geringerer Bandenverbreiterung injizieren.

Die Bandenverbreiterung und die damit verbundene Effizienz einer chromatographischen
Trennung werden durch die Van-Deemter-Kurve beschrieben. Diese setzt sich aus A-, B- und
C-Term zusammen und ist in Abbildung 1.5 und Gleichung 1.1 dargestellt. Wéhrend der A-
Term (Eddy-Diffusion) die Inhomogenitat der Teilchengrofle bzw. des monolithischen
Trennmediums berlcksichtigt, beinhaltet der B-Term (Longitudinaldiffusion) die Diffusion
des Analyten wahrend der Verweilzeit in der mobilen Phase. Der C-Term (verzigerter
Massentransfer) beschreibt den unterschiedlichen Stoffaustausch zwischen mobiler und

stationarer Phase.

Cxu

Abb. 1.5: Auftragung der Bodenhohe H gegen die FluRgeschwindigkeit u einer klassischen Van-
Deemter Kurve..(Quelle: Prof. Dr. C.G. Huber, Universitat Salzburg; per Abbildung).
H= A+E+C><u (Gleichung 1.1)
u

H = Bodenhdhe

A=A-Term

B =B-Term

C=C-Term

u = FluRgeschwindigkeit

11



Kapitel |

1.3.1 Umkehrphasen- und lonenpaar-Umkehrphasen-HPLC

Wie in Tabelle 1.2 bereits gezeigt, werden Analyten, wie Peptide bzw. Proteine in der RP-
HPLC auf Grund ihrer unterschiedlichen solvophoben Eigenschaften aufgetrennt. Dabei
spielen zum einen hydrophobe Wechselwirkungen zwischen dem Analyten und der unpolaren
stationdren Phase und zum anderen solvophobe Wechselwirkungen zwischen Analyt und
mobiler Phase eine wichtige Rolle. Wahrend sich die mobile Phase aus einem polaren
(Wasser) und einem apolaren (i. d. R. ACN oder Methanol) Losungsmittel zusammensetzt,
handelt es sich bei der stationdren Phase um unpolares Material. Dieses besteht meist aus
alkyliertem Kieselgel mit Kettenlangen von C4 bis C18. Aber auch organische Polymere wie
Polystyrol-Divinylbenzol (PS-DVB) kommen als Séulenmaterial zum Einsatz. Die
prinzipiellen Wechselwirkungen zwischen dem Analyten und der mobilen bzw. stationéren
Phase sind in Abbildung 1.6 dargestellt.

In der lonenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie (IP-RP-HPLC) ist neben der Hydrophobie
der Peptide bzw. Proteine auch ihre Ladung ein wichtiger Faktor fir die Trennung der
Analyten. Durch die Zugabe so genannter lonenpaar-Reagenzien und deren Adsorption an der
stationdren Phase wird ein elektrisches Oberflachenpotential erzeugt (Patthy, 1994). Als
lonenpaar-Reagenzien konnen dabei Amphiphile wie hydrophobe Séuren (z. B.
Trifluoressigsaure) oder hydrophobe Basen (z. B. Triethylammoniumacetat) eingesetzt

werden.

\ \T 7 -
polagﬁggblle ‘ \
(d) (e)

Abb. 1.6: Schematische Darstellung der prinzipiellen Wechselwirkungen zwischen dem Analyten

aseyd aleuole)s asejode

mit der polaren mobilen bzw. apolaren stationdren Phase wahrend einer Trennung Uber
RP-HPLC. Um den Analyten in der mobilen Phase (Wasser) zu lésen (a), muss zunachst
eine Kavitat in der mobilen Phase geschaffen werden (b). Da hierzu erst die
Wasserstoffbriicken aufgebrochen werden missen, handelt es sich dabei um einen

energetisch &uBerst ungunstig Zustand (c). Wird die Kavitadt an der stationdren Phase

12
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gebildet (d), ist dies ein energetisch glnstigerer Zustand, da zum einen hydrophobe
Wechselwirkungen aufgebaut werden (e) und zum anderen weniger Wasserstoffbriicken
aufgebrochen werden mussen. (Quelle: Prof. Dr. C.G. Huber, Universitat Salzburg; per
Abbildung).

In Abbildung 1.7 ist der Mechanismus der IP-RP-HPLC am Beispiel von Trifluoressigsaure

als lonenpaar-Reagenz gezeigt.

CF. 3*COO-

Abb. 1.7: Mechanismus der IP-RP-HPLC mit Trifluoressigsdure als verwendetes lonenpaar-
Reagenz (Quelle: Prof. Dr. C. G. Huber, Universitéat Salzburg, per Abbildung).

Die Konzentration des lonenpaar-Reagenzes reicht nicht aus, um die gesamte Oberflache der
stationdren Phase zu bedecken. Die Trennung der Analyten findet daher sowohl Uber
hydrophobe bzw. solvophobe Wechselwirkungen (wie in der RPC) als auch (ber
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Analyt und dem, an der stationdren Phase
adsorbiertem lonenpaar-Reagenz (wie in der IEC), statt (Chen et al., 1993, Melander et al.,
1989).

Durch die denaturierenden Bedingungen und das dadurch verhinderte Auftreten von
Isomerenpeaks werden in der RP- bzw. in der IP-RP-HPLC, verglichen mit anderen
chromatographischen Trennmethoden, die hoéchsten Trenneffizienzen und Peakkapazitaten
erreicht. Dies wird v. a. durch die groRere Molekiloberfliche erreicht, die flr
Wechselwirkungen mit der stationdren Phase zur Verfugung steht (Mehrpunktsadsorption).
Verschiedene stationdre und mobile Phasen, lonenpaar-Reagenzien oder Parameter, wie z. B.
Séulentemperatur, ermoéglichen die Bearbeitung der unterschiedlichsten Aufgabenstellungen
in der Peptid- bzw. Proteinanalytik. Ein weiterer, entscheidender Vorteil z. B. gegeniiber der
IEC besteht in der Verwendung fllichtiger Komponenten wie Wasser oder ACN als mobile
Phase oder Trifluoressigséure als lonenpaar-Reagenz. Dadurch entsteht die Mdoglichkeit der

Kopplung mit verschiedenen Massenspektrometern. So kénnen die RP- bzw. die IP-RP-
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HPLC sowohl online mit ESI MS (Banks, 1996, Whitehouse et al., 1985) als auch offline mit
MALDI MS (Hsieh et al., 1998) gekoppelt werden.

1.3.2 Stationare Phasen fur die Trennung von Peptid- bzw. Proteingemischen in
Verbindung mit Mikro-Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie

Eines der groRten Probleme wéhrend der Trennung von Peptid- bzw. Proteingemischen stellt
der langsame Massentransfer dar (vgl. Van-Deemter-Kurve in Abbildung 1.5). Dieser
begrundet sich auf den sehr viel niedrigeren Diffusionskoeffizienten der biologischen
Makromolekdiile im Vergleich zu niedermolekularen organischen Verbindungen. Durch den
langsamen Ein- und Austritt in die Poren der stationdren Phase tber Diffusion entsteht eine
Bandenverbreiterung der chromatographisch aufgetrennten Peaks. Um dem Problem des
verzogerten Massentransfers entgegenzuwirken, kann man die PartikelgroRe der stationdren
Phase reduzieren. Dadurch werden die Diffusionswege verringert (Abbildung 1.8, (a)). Je
kleiner jedoch die PartikelgroRRe, desto groRer ist der Druckabfall Gber der Séule. Verwendet
man eine bimodale Packung, die aus Perfursionsteilchen aufgebaut ist (Abbildung 1.8, (b)), so
fuhrt dies zu einer hoheren Permeabilitdt und damit zu einem schnelleren Massentransfer.
Kleinere, nicht-pordse Teilchen als stationdre Phase wirken sich ebenfalls positiv auf den
verzogerten Massentransfer aus. Hier findet eine Adsorption der Analyten ausschlieBlich an
der Oberflachenschicht der stationdren Phase statt. Dies ist allerdings mit einer geringeren
Beladungskapazitat verglichen mit der poréser Partikel verbunden (Abbildung 1.8, (c)). Einen
Spezialfall stellen die so genannten monolithischen Packungen dar (Abbildung 1.8, (d)).
Diese bestehen nicht aus spharischen Teilchen, sondern aus einem zusammenhangenden
Partikel, der z. B. durch in situ Polymerisation hergestellt werden kann (Hansen and Sievers,
1974, Svec and Frechet, 1992).

Da somit keine Zwischenkornvolumina auftreten, kann das gesamte Laufmittel durch die
Porenkandle der stationdren Phase strémen, wodurch die diffusionsabhangige
Bandenverbreiterung verringert wird (Viklund et al., 1996). Eine Reihe von Studien konnte
zeigen, dass durch die hohe Permeabilitit und den schnellen Massentransfer in
monolithischen Sdulen eine schnelle Trennung von Peptiden bzw. Proteinen mit hohen
Flussgeschwindigkeiten mdglich ist (Huber et al., 1993, Huber et al., 1997, Premstaller et al.,
2001). Da die Van-Deemter-Kurve mit hohen Flussgeschwindigkeiten relativ flach verlauft,
werden bei Verwendung monolithischer Sdulen sehr gute Trennleistungen erreicht, die nur

kurze Analysenzeiten benétigen (Oberacher et al., 2004).
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Wahrend sich auf Grund ihrer Robustheit und einfachen Handhabung in der klassischen
HPLC uberwiegend Saulen von 2,0 bis 4,6 mm Innendurchmesser durchgesetzt haben,
werden v. a. im Bereich der Bioanalytik haufig so genannte mikro- oder nanoHPLC-Systeme
eingesetzt (Vissers, 1999). Diese ermoglichen auch eine direkte Kopplung der
Chromatographie ohne Split-System mit der Massenspektrometrie (Whitehouse, et al., 1985).
Das downscaling der eingesetzten Apparaturen fihrt zusatzlich zu einer verbesserten
Trenneffizienz (Karlsson and Novotny, 1988). Zusétzlich wird weniger Probe bendtigt und
unter Verwendung von Split-freien Pumpen-Systemen wird auch der Verbrauch an mobiler
Phase deutlich minimiert. So werden in modernen nanoHPLC-Systemen Saulen mit bis zu 15

pm Innendurchmesser verwendet (Premstaller, et al., 2001, Walcher et al., 2004).

@

(b) ()
/w undurchldssiger Kern
d’"“s“’e Poren diinne Schicht
konvective Poren stationdrer Phase

| 2-3 um | I1-2pm| | 20,um-2l:lmm|
makropdse Packung bimodale Packung nichi-porése Packung  monolithische Packung

Abb. 1.8: Darstellung verschiedener stationdrer Phasen zur chromatographischen Auftrennung von
Peptid- bzw. Proteingemischen (Quelle: Prof. Dr. C. G. Huber, Universitat Salzburg, per
Abbildung).

Zusammenfassend kann man sagen, dass in Kapillarsdulen alle chromatographischen
Trennungen, die auch in herkdmmlichen HPLC-S&ulen Verwendung finden, durchgefihrt
werden kénnen. Es ist jedoch zu beachten, dass mikro- bzw. nanoHPLC-Systeme generell
anfalliger fir Storungen sind. So mussen beispielsweise Totvolumina unbedingt minimiert
werden, da sich diese in zusétzlichen Bandenverbreiterungseffekten auf3ern, die die

Trenneffizienz stark verringern kénnen (Novotny, 1988).

1.4 Massenspektrometrie in der Peptid- bzw. Proteinanalytik

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine physikalische Detektionsmethode. Sie hat nicht nur
im Bereich der Peptid- und Proteinanalytik in den letzten Jahren und Jahrzehnten immer

grollere Bedeutung erlangt und stellt derzeit eine der wichtigsten Methoden der analytischen
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Chemie dar. Mit ihrer Hilfe werden Molekilmassen von lonen im Hochvakuum bestimmt.
Hierdurch, sowie durch die Analyse von Fragmentierungsmustern, konnen auch
Informationen (ber die Struktur der Analyten erhalten werden. Einen zuséatzlichen
Informationsgehalt stellt die Mdoglichkeit der Bestimmung der Elementzusammensetzung
eines Analyten aus der Isotopenverteilung dar. Es sind Nachweisgrenzen bis in den zeptomol-
Bereich moglich (Andren et al., 1994). Wie zuvor bereits kurz beschrieben, war es zunéchst
nicht bzw. kaum mdglich die Massenspektrometrie in der Peptid- und Proteinanalyse
einzusetzen. Erst die Entwicklung schonender massenspektrometrischer
lonisierungsverfahren, wie die MALDI (Karas and Hillenkamp, 1988, Tanaka, et al., 1988)
oder die Weiterentwicklung der ESI MS, (Meng, et al., 1988) konnten hierbei Abhilfe
schaffen. Ab diesem Zeitpunkt konnten auch biologische Makromolekiile ausreichend in der
Gasphase ionisiert werden. Die Molekiile blieben dabei tberwiegend intakt erhalten. Dies war
entscheidend, um die unfragmentierten Analyten untersuchen zu kénnen.

Der generelle Aufbau eines Massenspektrometers ist in Abbildung 1.9 schematisch
dargestellt. Es besteht prinzipiell aus drei verschiedenen Bauteilen, die in ein Vakuumsystem
eingebunden sind. In der so genannten lonenquelle werden die Analyten in der Gasphase in
lonen Gberfiihrt (lonenerzeugung). Diese lonen werden dann im Massenanalysator
hinsichtlich ihres m/z-Verhéltnisses aufgetrennt (lonentrennung). AnschlieBend werden die
lonen in einem Detektor aufgezeichnet (lonennachweis). Beispiele fiir verschiedene
lonenquellen, Massenanalysatoren und Detektoren eines Massenspektrometers sind in Tabelle

1.3 aufgelistet.

lonenquelle Massenanalysator Detektor

- 0—

Abb. 1.9: Schematischer Aufbau eines Massenspektrometers.

Da in der vorliegenden Dissertation ausschlieBlich ein MALDI-TOF/TOF MS verwendet
wurde, wird in den folgenden Abschnitten néher auf diese Technik eingegangen.
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Tab. 1.3: Aufzdhlung verschiedener lonenquellen, Massenanalysatoren und Detektoren eines

Massenspektrometers.
lonenquelle Massenanalysator Detektor
Elektronenstol3-lonisation (EI) Flugzeitanalysator (TOF) Faraday-Cup
Fouriertransformations- Konversionsdynode mit
Elektrospray-lonisation (ESI) lonenzyklotronresonanz- Sekundérelektronen-
Massenspektrometer (FT-ICR) vervielfacher (SEV)
Chemische lonisation (CI) lonenfalle-Massenspektrometer Szintillationszahler

lonenfalle-Orbitrap-

Fast Atom Bombardement (FAB) Hybridmassenspekirometer

Vielkanalplatte

Matrix-assisted Laser

. L adrupol-Massenspektrometer
Desorption/lonisation (MALDI) Quadrup P

1.4.1 Die MALDI-Technik

Seit dem ersten Aufkommen der MALDI MS im Bereich der Peptid- bzw. Proteinanalytik
(Karas and Hillenkamp, 1988, Tanaka, et al., 1988) sind ihre fundamentalen Prozesse
untersucht und charakterisiert worden (Dreisewerd, 2003, Hillenkamp and Peter-Katalinic,
2007, Jaskolla and Karas, 2011, Karas and Kruger, 2003, Knochenmuss and Zenobi, 2003,
Lehmann, 1996).

Im Gegensatz zur ESI MS, zeichnet sich die MALDI MS v. a. durch ihre relativ hohe
Toleranz gegenliber Verunreinigungen wie Salzen und Detergenzien aus (Kussmann et al.,
1997). Die Ablaufe einer massenspektrometrischen Analyse mittels MALDI-lonisierung

lassen sich in funf verschiedene Prozesse einteilen.

i) Kokristallisation der Analyten mit einer Matrix

ii) Laserbeschuss des Kokristalls

iii) Desorption/lonisierung des Analyten und der Matrix
iv) Beschleunigung der lonen

v) Massenanalyse

Diese verschiedenen Prozesse werden nun naher erlautert.
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1) Kokristallisation der Analyten mit einer Matrix

Als Matrix werden hdufig kleine organische Verbindungen gewéhlt, die in der Lage sind UV-
Licht zu absorbieren. Dies ist fir den MALDI-Prozess entscheidend. lhre Hauptaufgabe
besteht nicht nur in der Trennung der Analytmolekiile voneinander, sondern auch in der
Absorption des Laserlichtes und einer schonenden Ubertragung der Energie auf die
Probenmolekdle. Hierbei dient sie vermutlich auch als Protonendonor bzw. —akzeptor. Die
Matrix wird im hohen molaren Uberschuss gegeniiber dem Analyten eingesetzt, wobei
Verhaltnisse von 1.000:1 (Matrix:Analyt, mol/mol) oder hoher eingesetzt werden (Stump et
al., 2002). Analyt und Matrix werden normalerweise getrennt voneinander in einem
geeigneten Losungsmittel gelost und dann auf eine Metallplatte, das so genannte Target,
pipettiert (dried droplet Methode). Die Ausbildung des Kokristalls erfolgt durch
Verdampfung des Losungsmittels. Die wichtigsten Matrices, die in der Peptid- bzw.

Proteinanalytik verwendet werden, sind in Tabelle 1.4 aufgelistet.

Tab. 1.4: Matrices, die routinemaRig in der Peptid- und Proteinanalytik mittels MALDI MS
eingesetzt werden: a-Cyano-4-Hydroxyzimtsdure (Beavis et al., 1992), 2,5-
Dihydroxybenzoesaure (Strupat et al., 1991), Nicotinsaure (Karas and Hillenkamp, 1988)
und Sinapinsaure (Beavis and Chait, 1989a, Beavis and Chait, 1989b).

Matrix Wellenlange [nm] Analyt Struktur

a-Cyano-4-Hydroxyzimtsaure

N COOH
(CHCA) 337 und 355 Peptide Hom

COOH
2,5-Dihydroxybenzoeséure Peptide, Proteine, OH
2 7 .
(DHB) 66, 337 und 355 Phosphopeptide
HO
_~~_COOH
Nicotinsaure 266 Peptide, Proteine o |
N
H3CO X COOH
Sinapinsaure (SA) 266, 337 und 355 Proteine HO]Q/\/
OCHsz

ii) Laserbeschuss des Kokristalls

Nachdem die Ausbildung des Kokristalls aus Analyt und Matrix abgeschlossen ist, kann der
Laserbeschuss erfolgen (siehe Abbildung 1.10). Je nach verwendetem Laser werden
Frequenzen zwischen 5 und 1000 Hz verwendet, wobei die Beschussdauer meistens im

Nanosekunden-Bereich liegt. Der Beschuss kann jedoch auch in kontinuierlicher Bewegung
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des Lasers Uber den Spot (continous stage motion) erfolgen. Um qualitativ hochwertige
Spektren zu erhalten, werden hdufig bis 1.000 oder mehr Einzelspektren akkumuliert. Die am
haufigsten eingesetzten Laser operieren im UV-Bereich. Stickstofflaser arbeiten
beispielsweise mit einer Wellenldnge von 337 nm und Nd:YAG-Feststoff-Laser mit einer
Wellenlange von 355 nm (Hillenkamp and Peter-Katalinic, 2007). Aber auch Infrarotlaser

kénnen zur Desorption/lonisation eingesetzt werden.

iii) Desorption/lonisation des Analyten und der Matrix

In der Literatur werden zwei verschiedene Modelle fiir die Desorption/lonisierung der
Analyten wéhrend des MALDI-Prozesses beschrieben. Zum einen wird das Modell der Lucky
Survivor (Karas et al., 2000, Karas and Kruger, 2003) und zum anderen das Modell der gas
phase protonation (Knochenmuss and Zenobi, 2003, Knochenmuss, 2006, Zenobi and
Knochenmuss, 1998) postuliert. Im ersten Modell wird davon ausgegangen, dass Peptide bzw.
Proteine bereits mit positiver Ladung zusammen mit ihren Gegenionen in dem Kokristall
eingebaut werden. Durch den Laserbeschuss werden dann so genannte Cluster aus geladenen
Analyten und ihren Gegenionen gebildet. Diese Cluster tragen insgesamt keine Ladung,
konnen aber in ungeladene oder positiv geladene Bruchstiicke zerfallen, wobei letztere durch
stabile Anionen neutralisiert werden kdnnen. Aus der Zerstorung des Kokristalls aus Analyten
und Matrix kénnen jedoch, eingeleitet durch eine Ladungstrennung, auch positiv geladene
Cluster entstehen, die dann durch den Mangel an Gegenionen nicht neutralisiert werden.
Diese werden als die Lucky Survivor bezeichnet (Karas, et al., 2000). Eine Erweiterung des
Models bietet auch eine Erklarung fur die Ausbildung von negativ geladenen Analytionen:
Die Deprotonierung der Peptid- bzw. Proteinionen ist endergon, da ihre
Carboxylsauregruppen weniger sauer sind, als die der Gegenionen wie Trifluoracetat oder
Chlorid. In dem erweiterten Modell wird die Ladungsneutralisation, die letztendlich zu den
Lucky Survivors fiihrt, sowie die Deprotonierung der Analyten durch geladene (negative oder
positive) Matrixionen durchgefihrt (Karas and Kruger, 2003). Da es sich bei negativ geladene
Matrixionen i. d. R. um Carboxylate oder delokalisierte Phenolate handelt, die ahnlich sauer
sind wie die Carboxylsauregruppen der Analyten, ist eine Deprotonierung der Analyten zwar
prinzipiell mdglich, aber nicht sehr ausgepragt.

Im Gegensatz dazu wird im Modell der gas phase protonation zunédchst von ungeladenen
Analyten in der Gasphase ausgegangen. Durch ZusammenstoRe dieser ungeladenen
Analytmolekiile mit geladenen (negativ oder positiv) Matrixionen entstehen durch Protonen-

Ubertragungsreaktionen deprotonierte oder protonierte Analytionen (Knochenmuss and
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Zenobi, 2003, Knochenmuss, 2006, Zenobi and Knochenmuss, 1998). Eine aktuelle Studie
konnte nun belegen, dass beide Modelle gleichzeitig ablaufen, und dass ihr Verhaltnis sowohl
von experimentellen Bedingungen als auch von den Eigenschaften der Matrix und den
Analyten abhdngen (Jaskolla and Karas, 2011).

Dariiber hinaus werden in der MALDI MS iiberwiegend einfach geladene lonen [M+H]"
detektiert. Unter Abh&ngigkeit der chemischen Eigenschaften der Analyten und deren
Konzentration, kommt es mit zunehmendem Molekulargewicht (z. B. bei Proteinen) neben
diesen einfach geladenen lonen auch zur Ausbildung von Dimeren der Form [2M+H]"

und/oder mehrfach geladenen Monomeren [M+nH]™.

iv) Beschleunigung der lonen

Die Analytmolekdile liegen nach der Desorption/lonisation als lonen in der Gasphase vor und
erhalten die gleiche kinetische Energie Eyi,, indem sie in einem elektrischen Feld beschleunigt
werden. Diese Energie ist u. a. von der Masse und der Ladung des jeweiligen lons abhangig.
Dies ist die Grundlage fur die Massenanalyse mittels Flugzeitanalysatoren (siehe Abbildung
1.10).

Massenanalysator

Laserimpuls

(3-4 ns) gl

= -

Matrickristall mit

o
g
=
=
; w
Analytmolekilen l
F A
< ; 1 ] X
" o I -
o S b
. -
e

Abb. 1.10: Schematischer Ablauf der Schritte ii), iii) und iv) des MALDI-Prozesses (Lottspeich and
Zorbas, 1998).
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Beim MALDI-Prozess kénnen sowohl Inhomogenitaten des Kokristalls aus Matrix und
Analyten, als auch andere Prozesse eine Energieunschérfe verursachen. Deshalb ist es
notwendig, der daraus resultierenden, reduzierten Auflosung entgegenzuwirken. Aus diesem
Grund wurden verschiedene Methoden, wie beispielsweise die verzdgerte Extraktion (delayed
extraction) der lonen entwickelt (Brown and Lennon, 1995, Colby et al., 1994). Diese
ermoglichen eine signifikante Verbesserung der Massengenauigkeit und der Auflosung.
Hierbei wird das elektrische Feld zur Beschleunigung der lonen zeitversetzt zum Laserimpuls
eingeschaltet. Durch die geeignete Wahl an Verzdgerungszeit und Extraktionsfeldstarke lasst
sich der Einfluss der Startgeschwindigkeitsverteilung auf die Flugzeitverteilung der lonen

ausgleichen.

v) Massenanalyse

Obwohl MALDI MS am haufigsten mit dem so genannten Flugzeitanalysator (TOF)
gekoppelt wird, ist sie prinzipiell auch mit anderen Massenanalysatoren kombinierbar. So gibt
es beispielsweise auch ein MALDI MS, das mit einem lonenfallen-Orbitrap

Hybridmassenanalysator ausgestattet ist.

1.4.2 Der Flugzeit-Massenanalysator

Wie zuvor bereits kurz beschrieben, ist der Flugzeit-Massenanalysator in Kombination mit
MALDI-lonisierung der wohl am h&ufigsten verwendete Massenanalysator. Nachdem die
Analytmolekile nach der Desorption/lonisation als lonen in der Gasphase vorliegen und in
einem elektrischen Feld beschleunigt wurden, erhalten sie die gleiche kinetische Energie Exin.
Analyten unterschiedlicher Masse kdnnen nun in einem feldfreien Raum, der so genannten
Flugrohre bzw. Driftstrecke, aufgetrennt werden. Grundlage hierfir ist die Abhangigkeit der
Geschwindigkeit der lonen (mit gleicher kinetischer Energie) von ihren m/z-Verhéltnissen.
Diese Abhéngigkeit wird durch Gleichung 1.2 ausgedriickt. Somit kénnen, bei bekannter
Beschleunigungsspannung und Flugstrecke durch Messung der Flugzeit, die m/z-Werte der
lonen bestimmt werden. Dies ergibt sich im Folgenden aus den Gleichungen 1.2 bis 1.4.
Typische Flugzeiten in der MALDI MS liegen zwischen wenigen us und einigen 100 ps,

wobei die Driftstrecken meist 1 bis 4 m betragen.
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E.. :%.m.vz =7.e.U (Gleichung 1.2)
Eyin= Kinetische Energie
m = Masse des lons
v = Geschwindigkeit des lons nach der Beschleunigungsstrecke im feldfreien
Flugrohr
z = Ladungszahl
e = Elementarladung

U = Beschleunigungsspannung

Die Gesamtflugzeit t ergibt sich aus der Lange der feldfreien Driftstrecke des Flugrohres L
und der Geschwindigkeit v:

t=— (Gleichung 1.3)
Vv

Durch Kombination der beiden Gleichungen erhdlt man Gleichung 1.4:

m_2-eU
z L

t? (Gleichung 1.4)

Die Ladung der detektierten lonen erhalt man mit genligend hoher Auflésung R des
Massenspektrometers aus den Isotopenpeaks, wobei es sich wie zuvor bereits beschrieben bei
MALDI MS fast ausschlieBlich um einfach geladene lonen handelt.

Die Aufldsung R stellt einen der wichtigsten Parameter eines Massenspektrometers dar. Sie
bezeichnet die Fahigkeit, lonen mit geringen Differenzen bezuglich ihres m/z-Verhaltnisses
noch getrennt voneinander detektieren zu konnen. Sie wird durch Gleichung 1.5 ausgedriickt.

m m,

R=—=__ "+
Am (mz_ml)

(Gleichung 1.5)

R = Auflésung
m; = Masse des lons 1

m, = Masse des lons 2

Verwendet man einen Flugzeit-Massenanalysator, so wird die Auflésung aus einem einzigen
Peak bestimmt und Am als die Halbwertsbreite FWHM (engl. Full width at half maximum)
des Peaks, d.h. bei 50% der Gesamtpeakhdhe, definiert.

Um einer Peakverbreiterung, die durch die Geschwindigkeitsverteilung der lonen verursacht

wird, und der daraus resultierenden geringeren Auflésung entgegenzuwirken, wurden zweli
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verschiedene Techniken entwickelt: Zum einen die bereits zuvor genannte verzogerte
Extraktion der lonen (Brown and Lennon, 1995, Colby, et al., 1994) und zum anderen die
Entwicklung des so genannten Reflektors (Mamyrin, 1994). Dieser ist in Abbildung 1.11
dargestellt. Er besteht z. B. aus einer Reihe von Metallringen mit zunehmendem Potential und
einer Ladung, die ca. 1,1-mal hoher ist, als diejenige der lonenquelle. Das dadurch aufgebaute
Feld ist gleichpolig zu der Ladung der lonen, wodurch diese abgebremst, in entgegengesetzter
Richtung wieder beschleunigt und in Richtung des Detektors weitergeleitet werden. Besitzen
lonen mit gleichem m/z-Verhaltnis auf Grund der Energieverteilung unterschiedliche
kinetische Energien, so dringen sie unterschiedlich tief in das Reflektorfeld ein (siehe
Abbildung 1.11). Dadurch wird die Energieverteilung minimiert und eine verbesserte
Auflosung erreicht (Hillenkamp and Peter-Katalinic, 2007).

Beschleunigungs-

strecke Driftstrecke
Detektor [E%—'—'-‘_'_-ﬂ;_ﬂ_-@_@___ — |
LY
- 0@ — T
H # e m, = rTl2 : |
E,<E, |

[
Probentel ler Reflektor

Abb. 1.11: Schematischer Aufbau eines Reflektor-Flugrohrs. Die lonen mit gleichem m/z-Verhaltnis
mit der groBeren Kinetischen Energie (E,) dringen tiefer in den Reflektor ein, als die lonen
mit der kleineren kinetischen Energie (E;). Sie legen damit eine langere Flugstrecke
zuriick (&ulere Trajektorie), so dass eine bessere Fokussierung am Detektor erreicht wird
(Lottspeich and Zorbas, 1998).

1.4.3 Die Vielkanalplatte als Detektor

Die Vielkanalplatte oder multi channel plate (MCP) ist der wohl am haufigsten verwendete
Detektor in Verbindung mit Flugzeit-Massenanalysatoren (siehe Abbildung 1.12).
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Elektronen

Abb. 1.12: Darstellung einer Vielkanalplatte (Quelle: Prof. DR C. G. Huber, Universitat Salzburg, per
Abbildung).

Sie besteht aus Millionen channel electron multiplier (CEM), deren Innendurchmesser in den
pm-Bereich minimiert sind. Durch die hohe Anzahl wird ein ausreichender elektrischer Strom
gewahrleistet, wobei die angelegte Spannung 1 bis 2 kV betragt. Auf diese Weise kdnnen
Verstarkungen des Elektronensignals von bis zu 10° erreicht werden (De Hoffmann et al.,
1996). Analytionen, die auf einen Kanal der MCP treffen, schlagen dort ein Elektron heraus.
Dieses fliegt innerhalb des Kanals weiter und setzt dort weitere Elektronen frei. Dadurch wird

der Elektronenstrom amplifiziert, bis ein Signal detektiert werden kann.

1.4.4 LC-MALDI MS

Im Gegensatz zu ESI MS ist die Kopplung der MALDI MS mit chromatographischen
Trennmethoden immer noch eine relativ selten verwendete Methode zur Analyse komplexer
Peptid- und Protein-Mischungen. Dennoch wurde eine Reihe von Anwendungen entwickelt
(Chen et al., 2005, Ericson et al., 2003, Mirgorodskaya et al., 2005). Diese reichen von
Studien, in denen LC-MALDI MS qualitativ fur die bottom-up-Strategie im Feld der
Proteomanalyse (Tholey et al., 2008) eingesetzt wurde bis hin zu quantitativen Analysen
(Tiberti et al., 2010). Nachdem die Analyten von der Sdule eluieren, werden sie Uber ein
p-T-Stick mit MALDI-Matrix gemischt und dann automatisch auf ein MALDI-Target
gespottet (siehe Abbildung 1.13).

Wahrend in der LC-ESI MS die Analyse online erfolgt, wird sie in der LC-MALDI MS
offline durchgefuhrt. Die Analyten eluieren hier nicht wahrend der chromatographischen
Trennung kontinuierlich in das Massenspektrometer. Vielmehr wird ein gespotteter LC-Lauf
erst nach seiner Beendigung im Massenspektrometer analysiert. Die einzelnen Spots werden i.
d. R. zuerst im MS-Modus gemessen und Vorlauferionen (precursor) anschliefend in

denjenigen Spots fragmentiert, in denen sie in der hdchsten Konzentration vorliegen.
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Abb. 1.13: Schematische Darstellung der LC-MALDI-Kopplung Uber ein p-T-Stlick. Die von der
Séaule eluierten Analyten werden lber das p-T-Stlick mit MALDI-Matrix gemischt und
automatisch auf ein MALDI-Target gespottet. Die MALDI MS- und MS/MS-Analyse
erfolgt anschlieRend offline (Tholey, 2006).

1.4.5 Peptid- bzw. Proteinidentifizierung

Prinzipiell kann zwischen zwei verschiedenen Vorgehensweisen zur ldentifizierung der
Peptide bzw. der Proteine unterschieden werden: Zum einen gibt es das so genannte de novo
sequencing und zum anderen die Datenbankanalyse. De novo sequencing wird v. a. dann
angewendet, wenn das Proteom eines Organismus noch unbekannt ist und somit keine
Datenbank zur Verfugung steht (Nesvizhskii et al., 2007, Seidler et al., 2010). Die MS/MS-
Spektren werden in diesem Fall ohne den Vergleich mit einer Datenbank interpretiert.

Im Gegensatz dazu werden die MS/MS-Spektren in einer Datenbanksuche mit theoretischen
MS/MS-Spektren verglichen.

Zusétzlich zur Fragmentierung von Analyten mittels der so genannten post source decay
(PSD) Methode, in der eine metastabile Fragmentierung in der feldfreien Driftstrecke nach
der Beschleunigungsstrecke erfolgt (Spengler et al., 1992), sind in MALDI Tandem
Massenspektrometern auch MS/MS-Experimente mittels kollisionsinduzierter Dissoziation
(CID) mdoglich (Hayes and Gross, 1990). Hier wird die Fragmentierung durch StoRe des
Analytions mit Gasmolekilen bzw. -atomen (z. B. Helium) in einer StoBkammer eingeleitet.
Die Translationsenergie der lonen wird dabei teilweise in Schwingungsenergie Uberfihrt.
Dies flhrt wiederum zu den sequenzspezifischen Fragmentierungen im Peptidriickgrat (siehe
Abbildung 1.14).
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Abb. 1.14: Mdgliche Fragmentierungsstellen des Peptidriickgrats unter Verwendung des post source
decay (PSD) oder der kollisionsinduzierten Dissoziation (CID). Die Nomenklatur der

Fragmente erfolgt nach Biemann (Biemann, 1990).

Die N-terminalen Sequenzionen a,, by, ¢, entstehen, wenn die Ladung am N-terminalen Ende
des Peptidions verbleibt. Erfolgt dies am C-terminalen Ende, so entstehen die C-terminalen
Sequenzionen Xm, Ym und zy, (Biemann, 1990, Roepstorff and Fohlman, 1984). Daruiber hinaus
kann auch eine Fragmentierung der Seitenketten erfolgen. Werden durch die
Fragmentierungen Wasser- oder Ammoniakmolekile abgespalten, spricht man von so
genannten Neutralverlusten. Genaue Kenntnisse dieser Fragmentierungen sind notwendig, um
die MS/MS-Spektren richtig interpretieren zu konnen. Hauptsachlich entstehen unter den
herkdmmlich verwendeten Fragmentierungsbedingungen, bei denen in der StoRkammer
Driicke von 5 x 107 bis 4 x 10 Torr herrschen, die a,, b, und y,, Fragmentionen.

Im Jahre 1998 wurde eine weitere Art der Fragmentierung vorgestellt, die so genannte
Elektronen Einfang Dissoziation (ECD). Diese Methode beruht darauf, dass freie Elektronen
auf ein (mehrfach) positiv geladenes lon tbertragen werden und dieses dadurch fragmentiert
(Zubarev et al., 1998). Werden die Elektronen nicht als freie Elektronen Ubertragen, sondern
stammen sie aus Radikal-Anionen von Anthracen oder Azobenzen, so spricht man von der
Elektronen Transfer Dissoziation (ETD), die ebenfalls eine sanfte Art der Fragmentierung
darstellt (Pitteri et al., 2005, Syka et al.,, 2004). Im Gegensatz zu CID- und PSD-
Fragmentierungen werden bei der ETD-Fragmentierung v. a. ¢, und z, Fragmentionen
gebildet.

Auf Grundlage der Fragmentierungsregeln wird eine Datenbank mit simulierten MS/MS-
Spektren erstellt, und jedes gemessene Spektrum wird mit den simulierten Spektren der
Datenbank verglichen. Dadurch kann die Sequenz der Peptide bestimmt und damit
letztendlich die Proteine identifiziert werden. Hierzu wird ein in silico Verdau des gesamten

Proteoms des zu untersuchenden Organismus durchgefiihrt, die theoretischen m/z-
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Verhaltnisse der Peptidfragmente berechnet und somit fiir jedes mogliche Peptid eines
Proteins ein simuliertes MS/MS-Spektrum erstellt. Zusatzlich missen auch Parameter wie z.
B. die verwendete Protease oder chemische Modifikationen berticksichtigt werden.

Beispiele fir Datenbanken sind der International Protein Index (IPI), Entrez Protein oder
UniProt/Swiss-Prot. Als erste Suchmaschine fiir Datenbanksuchen wurde SEQUEST
entwickelt (Eng, et al., 1994, Yates et al., 1995). Dieser folgten weitere Suchmaschinen wie
Mascot (Perkins et al., 1999), Protein Prophet (Keller et al., 2002) oder OMSSA (Geer et al.,
2004). In der hier vorliegenden Arbeit wurde ausschlieflich Mascot als Suchmaschine
verwendet. Diese Software nutzt eine wahrscheinlichkeitsbasierte Integration, den Mowse-
Scoring-Algorithmus (Molecular weight search, (Perkins, et al., 1999)). Je nach Grad an
Ubereinstimmung der gemessenen MS/MS-Spektren mit den simulierten MS/MS-Spektren
der Datenbank, wird ein bestimmter Wert (score) zugewiesen. Dieser drickt die
Wahrscheinlichkeit fr einen Zufallstreffer in der Peptid/Protein-ldentifizierung aus. Je mehr
MS/MS-Spektren von Peptiden eines Proteins zugeordnet werden kdnnen, desto hoher wird
der score und desto niedriger ist die Wahrscheinlichkeit eines Zufallstreffers. Um die
Wahrscheinlichkeit eines Zufallstreffers zu erniedrigen wurde beispielsweise die Abschéatzung
der so genannten falsch-positiv Rate (FDR) Uber eine reversed Datenbanksuche eingefuhrt
(Elias and Gygi, 2007). Alle Spektren werden zusétzlich auch gegen eine decoy Datenbank
gesucht, die ebenfalls die Aminoséuresequenzen der eigentlichen Datenbank enthalt. Die
Anordnung der Aminosauren erfolgt in der decoy Datenbank dann z. B. in umgekehrter
Reihenfolge, also vom C- zum N-Terminus. Unter der Annahme, dass eine falsch-positive
Zuordnung sowohl fir die eigentliche als auch die decoy Datenbanksuche gleich
wahrscheinlich ist, kann man so die Anzahl an falsch-positiven Zuordnungen abschétzen.
Uber die Bestimmung eines cutoff scores kann die maximale Anzahl an korrekten
Zuordnungen, bei minimaler Anzahl an falsch-positiven Zuordnungen, ermittelt werden. Man
beachte dabei jedoch, dass nur eine Annahme getroffen werden kann wie viele falsch-positive
Zuordnungen erfolgt sind, aber nicht, um welche es sich dabei handelt.

In Abbildung 1.15 ist das hier verwendete Massenspektrometer schematisch abgebildet.
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Abb. 1.15: Schematische Darstellung des 5800 MALDI-TOF/TOF Analyzer (AB Sciex). Die
wichtigsten Bauteile sind mit einer Nummerierung versehen. (1) Ladekammer der
Targets; (2) Laser; (3) Kamera; (4) Halterung des Targets; (5) lonenquelle 1, (6)
lonenquelle 2/Stokammer; (7) Reflektor; (8) linearer Detektor, (9) Reflektor-
Detektor. (Quelle: AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland)

1.5 Analytik von Proteasen und Proteasen-katalysierten Reaktionen

Als Proteasen werden Enzyme bezeichnet, welche die hydrolytische Spaltung von
Peptidbindungen katalysieren. Sie sind auch unter dem Namen Peptidasen oder Proteinasen
bekannt. Diese kdnnen in Abhdangigkeit der Lage der Spaltbindung im Inneren oder am
terminalen Ende der Polypeptidkette eines Proteins in so genannte Endopeptidasen und
Exopeptidasen eingeteilt werden. Da es Proteasen wie beispielsweise Cathepsin B gibt, die
sowohl eine Endo- als auch eine Exopeptidase-Aktivitat besitzen (Bond and Barrett, 1980),
wurde der Begriff proteolytische Enzyme eingefuhrt (Barrett and McDonald, 1986). Alle
bislang bekannten humanen Proteasen der MEROPS Datenbank (Rawlings et al., 2010,
Rawlings et al., 2012) bilden 1,3% des kompletten menschlichen Proteoms (UniProt,
31.05.2010). Nach Einteilung der Enzyme Commission (EC) Nummerierung werden die

Proteasen zur Hauptklasse 3 (Hydrolasen) und Unterklasse 4 (Peptidbindungen als Substrate)
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gezahlt. Des Weiteren lassen sie sich z. B. nach ihrem Katalysemechanismus oder genauer

nach funktionellen Gruppen innerhalb des aktiven Zentrums einteilen (siehe Tabelle 1.5).

Tab. 1.5: Einteilung der Proteasen nach der funktionellen Gruppe im aktiven Zentrum. Diese ist

direkt an der Hydrolyse der Peptidbindung beteiligt.

Funktionelle Gruppe im .
Protease . PP Beispiele
aktiven Zentrum

Aspartatprotease Aspartat, aktiviertes Wassermolekdl Renin und Pepsin
Cysteinprotease Cystein Papain und Cathepsin B
Serinprotease Serin Trypsin und Chymotrypsin
sehr haufig Zn?*, aktiviertes Thermolysin und

Metalloprotease .
P Wassermolekil Carboxypeptidase A

katalytische Untereinheiten des

Threoninprotease Threonin
Proteasoms

Um die Substratspezifitét einer Protease richtig beschreiben zu kénnen, wurde von Schechter
und Berger eine Nomenklatur eingefihrt, die in Abbildung 1.16 dargestellt ist (Schechter and
Berger, 1967). Hier werden die N-terminalen Spaltsequenzen als nonprime und die C-
terminalen Spaltsequenzen als prime (engl.: Strich) bezeichnet. Die zu spaltende
Peptidbindung wird N-terminal von den Aminosduren P1, P2, P3... und PI1°, P2°, P3"...
eingegrenzt. Diese Aminosauren binden dann an die Bindungsstellen S1, S2, S3... bzw. S1”,

S27, S3’...im aktiven Zentrum der Protease.

Fo
”

l, Wiisch nonprime- J prime-Spaltsequenz
t 1
HN-H-E-S-L-A-D-V-Q-A-V-C-S-cooH 220N o i N-H-E-S-L-A-D-COOH H,N-V-Q-A-V-C-S-COOH
Hydrolyse ...P3-P2-P1 P1-P2-P3"...
Abb. 1.16: Darstellung der Nomenklatur fir die Aminosduren N- und C-terminal einer

proteolytischen Spaltstelle nach Schechter und Berger (1967). Die proteolytisch
spaltbare Peptidbindung ist innerhalb der Aminosduresequenz des Beispielpeptides
HESLADVQAVCS griin markiert. Die N-terminale Spaltsequenz HESLAD wird als
nonprime, die C-terminale Spaltsequenz VQAVCS als prime (engl.: Strich)
bezeichnet. Die Spaltstelle wird N-terminal von den Aminoséuren P1 (D), P2 (A), P3
(L)... und C-terminal von P1'(V), P2°(Q), P3'(A)... umgeben.
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Proteolyse kann als eine irreversible posttranslationale Modifikation betrachtet werden, die in
vivo eine wichtige Rolle sowohl in Regulationsmechanismen als auch in zahlreichen
pathophysiologischen Prozessen spielt (Hojilla et al., 2008, Kessenbrock et al., 2010, Lopez-
Otin and Hunter, 2010). Darlber hinaus werden proteolytische Prozesse auch in vitro
biotechnologisch genutzt. So werden Proteasen beispielsweise in Waschmitteln eingesetzt
(Poldermans, 1990) oder finden Verwendung in der Proteomanalyse zur Hydrolyse intakter
Proteine zu Spaltpeptiden, die anschlielend Uber massenspektrometrische Methoden
identifiziert werden.

Wichtige Ziele innerhalb der Proteaseforschung sind z. B. die folgenden Parameter:

)} Die Identifizierung von Substraten und aus der Proteolyse resultierender Produkte.

i) Die Bestimmung der Substratspezifitat, also der Spaltsequenzen, die von einer
bestimmten Protease hydrolysiert werden.

i) Die Gewinnung quantitativer Informationen beziglich der Aktivitdt oder
kinetischer Eigenschaften einer bestimmten Protease.

iv) Die Bindungspartner, die dazu nétig sind eine Protease zu aktivieren/deaktivieren
(Signalkaskade)

V) Die Wirkungsweise von Inhibitoren auf die Aktivitit von Proteasen.

1.5.1 Chemische und molekular-biologische Methoden der Proteaseforschung

Da sich die vorliegende Dissertation ausschliellich mit massenspektrometrisch (MS)-
basierten Methoden zur Bestimmung proteolytischer Prozesse beschaftigt, wird an dieser
Stelle nur ein kleiner Uberblick der chemischen und molekular-biologischen Methoden
gegeben.

Bei der Bestimmung der Spaltspezifitat einer Protease sind v. a. Techniken wie isokinetic
peptide mixture assays (Ostresh et al., 1994), Positional Scanning - Substrate Combinatorial
Libraries (PS-SCL) (Rano et al., 1997), und substrate-activity screening assays (SAS)
(Patterson et al., 2007) zu nennen. Die fluorescent resonance energy transfer (FRET)
Methode wird zur Analyse der kinetischen Eigenschaften von Proteasen mittels Fluoreszenz-
markierter Substrate verwendet (Matayoshi et al., 1990). Diese Techniken sind in der
Literatur ausfiihrlich beschrieben (auf dem Keller and Schilling, 2010, Diamond, 2007,
Fonovic and Bogyo, 2008, Lim and Craik, 2009, Poreba and Drag, 2010, van Domselaar et

al., 2010). Der Nachteil der meisten Techniken besteht v. a. darin, dass man Vorkenntnisse
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Uber die zu untersuchende Protease und/oder ihre Substrate bendtigt. Dadurch wird die

Charakterisierung génzlich unbekannter Proteasen sehr erschwert.

1.5.2 Massenspektrometrisch (MS)-basierte Methoden der Proteaseforschung

MS-basierte Methoden erlauben sowohl die Bestimmung der Aktivitat von Proteasen als auch
die ldentifizierung der Substratspezifitat von Proteasen und wurden in vielen Studien etabliert
(auf dem Keller and Schilling, 2010, Rogers and Overall, 2013, van den Berg and Tholey,
2012). Sie zeichnen sich durch hohe Sensitivitat und hohe Selektivitdt aus und koénnen
generell in zwei verschiedene Klassen eingeteilt werden. So kann der Verdau mit der zu
testenden Protease entweder auf Peptid- (Becker-Pauly et al., 2011, Biniossek et al., 2011,
Paes Leme et al., 2011, Schilling and Overall, 2008, Schilling et al., 2011) oder Proteinebene
(Bredemeyer et al., 2004, Enoksson et al., 2007, Impens et al., 2010, Overall et al., 2004,
Prudova et al., 2010, Van Damme et al., 2010) durchgefiihrt werden.

Zur letzteren Klasse gehort beispielsweise die Amino-terminal oriented mass spectrometry of
substrates (ATOMS)-Strategie (Doucet and Overall, 2011a, Doucet and Overall, 2011b). Hier
werden aufgereinigte Substrat-Proteine entweder mit einer target-Protease oder zur Kontrolle
nur mit einem Puffer versetzt. Durch die Zugabe der target-Protease werden neo-N-Termini
gebildet, die in der Kontrollprobe nicht vorhanden sind. Nachdem in beiden Aliquoten eine
Reduzierung und Alkylierung der Cysteinseitenketten durchgefiihrt wurde, erfolgt eine
reduktive Dimethylierung der e-Aminogruppen der Lysine, sowie der N-Termini. In der
Kontrollprobe wird dies mit herkdmmlichem Formaldehyd und in der Probe mit der target-
Protease mit schwerem Formaldehyd durchgefiihrt, dadurch ergibt sich ein Unterschied von
6 Da, der in der MS-Analyse leicht festgestellt werden kann. Die beiden Aliquote werden
dann vereinigt und tryptisch verdaut. Die durch die target-Protease generierten Peptide
weisen an ihren (neo-)N-Termini die schwere Dimethylierung auf und sind nur als einzelne
Signale im MS-Spektrum enthalten. Peptide, die auch in der Kontrollprobe enthalten sind
erscheinen dahingegen als Doublets im MS-Spektrum. Uber eine bioinformatische
Auswertung konnen dann die Spaltsequenzen der target-Protease innerhalb der Substrat-
Proteine identifiziert werden.

Einen weiteren Ansatz stellt die so genannte combined fractional diagonal chromatography
(COFRADIC)-Methode dar (Gevaert et al., 2003). Sie dient ebenfalls dazu die N-Termini von
Substrat-Proteinen zu identifizieren. Zuerst werden die N-Termini und e-Aminogruppen der

Lysinseitenketten acetyliert und damit blockiert, dann erfolgt ein tryptischer Verdau. Die
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dabei generierten Peptide werden mittels einer RP-HPLC aufgetrennt und fraktioniert und die
einzelnen Fraktionen dann mit 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure (TNBS) behandelt. Die durch
den tryptischen Verdau entstandenen neo-N-Termini werden aryliert und weisen dadurch bei
der erneuten RP-HPLC Auftrennung und Fraktionierung einen starken (hydrophoben)
Retentionszeitshift auf. Auf diese Weise konnen die Peptide mit den acetylierten N-Termini
von den anderen Peptiden getrennt und anschlieRend mit (LC)-MS/MS analysiert werden.

Die COFRADIC-Methode wurde spater um zwei zusétzliche Schritte erweitert um die
Anreicherung der N-terminalen Peptide noch zu verbessern (Staes et al., 2008). Hierzu wurde
zum einen eine zusétzliche Auftrennung der Probe Uber eine SCX-Kartusche, sowie die
enzymatische Behandlung der Probe mit einer Glutaminsdure-Aminopeptidase durchgefiihrt.
Dadurch konnte gezeigt werden, dass fast 95% der Gber COFRADIC sortierten Peptide
acetylierte N-Termini besitzen. AulRerdem konnten, verglichen mit der unmodifizierten
COFRADIC-Methode, die Proteinidentifizierungen erhoht werden.

Ein Beispiel fur die Anwendung des COFRADIC-Ansatzes ist die Kombination mit dem so
genannten ribosome profiling, wodurch die Identifizierungsrate der Proteine um 2,5% erhéht
werden konnte. Hierdurch wurden z. B. neue Proteinprodukte oder neue splice Varianten
gefunden (Menschaert et al., 2013).

Auch bei der terminal amine isotopic labeling of substrates (TAILS)-Methode werden die N-
Termini und e-Aminogruppen der Lysinseitenketten blockiert, indem sie dimethyliert werden
(Kleifeld et al., 2010). Dies kann aber auch tber andere Reagenzien erfolgen, wodurch die
Messung verschiedener Proben in nur einem Experiment ermdglicht wird (Doucet et al.,
2011, Kleifeld et al., 2011). Vor dieser Blockierungsreaktion kann auch eine target-Protease
zugegeben werden. Eine Unterscheidung ob ein Peptid durch die target-Protease generiert
wurde, oder ob es bereits in der Probe enthalten war kann dann durch die Verwendung von
Reagenzien durchgefuhrt werden, die unterschiedlich isotopenmarkiert sind. Zu diesem
Zweck wird wiederum die Probe einmal mit der target-Protease und einmal nur mit Puffer
behandelt. Nach Vereinigung der Proben erfolgt dann ein tryptischer Verdau. Dadurch werden
freie neo-N-Termini gebildet, die durch ein aminospezifisches Polymer abgefangen werden.
Vorteil dieser negativen Aufreinigung ist, dass auf diese Weise in einer LC-MS/MS Analyse
auch Peptide identifiziert werden konnen, deren N-Termini derivatisiert sind, wie z. B.
acetylierte oder zyklische N-Termini von Proteinen.

Zusatzlich wurde auch CLIPPER entwickelt. Dabei handelt es sich um ein add-on der Trans-
Proteomic Pipeline (TPP), das die automatische Auswertung der Daten von TAILS-

Experimenten ermoglicht (auf dem Keller and Overall, 2012). Solche Experimente wurden
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bereits in zahlreichen Studien durchgefihrt. So wurde der TAILS-Ansatz zur Identifizierung
natlrlicher Substrate der Dipeptidyl-Peptidasen 8 und 9 (Wilson et al., 2013), zur Analyse der
Metalloproteasen Meprin a und Meprin  im Zusammenhang der Kollagen-Beschaffenheit
der Haut (Broder et al., 2013), sowie flr das Profiling von N-Termini fur den Import von
Proteinen in Plastide innerhalb des Modelorganismus Thalassiosira pseudonana (Huesgen et
al., 2013) verwendet.

Die Weiterentwicklung und das groRBe Potential des TAILS-Ansatzes zeigt sich auch durch
den iITRAQ-based terminal amine isotopic labeling of substrates (iTRAQ-TAILS)-Ansatz
(Prudova, et al., 2010). Hierbei handelt es sich ebenfalls um eine LC-MS/MS-basierte
Strategie, die zur Analyse der Spaltspezifitat von Matrixmetalloproteasen (MMP) entwickelt
wurde. Zusétzlich zu der Kontrolle kénnen bis zu drei unterschiedliche Proben zeitgleich
analysiert werden. Dieser Ansatz wurde dann auch fiir die Erforschung proteolytischer
Prozesse bei Hautentzlindungen angewandt (auf dem Keller et al., 2013).

Es gibt auch weitere Methoden auf Proteinebene, die sich die Vorteile der Quantifizierung auf
MS/MS-Ebene unter der Verwendung von isobaren stabilen Isotopenmarkierungen, wie
iITRAQ (Ross, et al.,, 2004), zu Nutze machen. So wurde z. B. ein Ansatz fur die
Identifizierung von Caspase-3 Spaltstellen-Motiven (N-terminale proteolytische Peptide) in
einer Mischung aus aktiver und inaktiver Protease (Enoksson, et al., 2007) etabliert. Hierzu
wurde eine Mischung aus sieben vermuteten Caspase-3 Substratproteinen verwendet, die in
zwei gleiche Mischungen A und B geteilt wurde. Wéhrend Mischung A mit inaktiver
Caspase-3 versetzt wurde, kam in Mischung B die aktive Variante zum Einsatz. Nach
Guanidierung zum Schutz der Lysin-e-Aminogruppen werden die verbleibenden N-Termini
mit iTRAQ 114 (Mischung A) bzw. iTRAQ 117 (Mischung B) markiert. Die Proben werden
im Verhaltnis 1:1 vereinigt und nach tryptischem Verdau anschlieBend mittels LC-MALDI

MS analysiert, wobei folgende VVorgehensweise gewéhlt wurde:

)] Analyse auf MS-Ebene zur Ermittlung der moglichen precursor
i) Survey scan auf MS/MS-Ebene mit geringer Laserenergie zur Ermittlung der
Spektren, die die Signale des Reporterions 117 enthalten

iii) Analyse auf MS/MS-Ebene Uber eine inclusion list

Uber die Signale der Reporterionen kann dann eine Aussage getroffen werden, welchen
Ursprungs die iTRAQ-markierten Peptide sind. So weisen Peptide, die bereits in beiden

Mischungen A und B vorlagen, auch beide Signale der Reporterionen 114 und 117 auf.
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Peptide, die durch den Verdau mit Caspase-3 entstanden sind, enthalten auch nur das Signal
des Reporterions 117, bzw. zeigen ein hohes Verhaltnis von 117/114.

Auf Peptid-Ebene ist der proteomic identification of cleavage sites (PICS)-Ansatz zu nennen.
Dieser beruht auf der Verwendung von Proteom-basierten Peptidbibliotheken (Schilling and
Overall, 2008). Die Vorgehensweise des PICS-Ansatzes ist in Abbildung 1.17 dargestellt.

Der PICS-Ansatz wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen aufgegriffen und viele
unterschiedliche Proteasen wurden charakterisiert. So wurden PICS-Analysen zur
Untersuchung der Spaltspezifitat der Snake Venom Metallo Proteinase (SVMP) (Paes Leme,
et al., 2011), der Astacin Metalloprotease-Familie (Becker-Pauly, et al., 2011), der
Cathepsine B, L und S (Biniossek, et al., 2011), sowie in Verbindung mit der Web-basierten
Datenanalyse-Pipeline WebPICS dem Faktor Xa (Schilling, et al., 2011), durchgefuhrt.
Dariiber hinaus wurden auch Matrix-Metallo-Proteasen von Arabidopsis thaliana auf ihre
proteolytische Aktivitat und Spaltspezifitdit (Marino et al.,, 2013) sowie Clostridial-
Kollagenasen auf ihre Spaltspezifitat beziiglich des Abbaus von Kollagen untersucht (Eckhard
etal., 2013).
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Abb. 1.17: Generelle Vorgehensweise des PICS Ansatzes (Schilling and Overall, 2008).
A) Herstellung der Peptidbibliothek. Nach dem Verdau der intakten Proteine des
Basisproteoms durch eine bekannte work-Protease (z. B. Trypsin oder Chymotrypsin)
erfolgt die Reduzierung der Disulfidbricken, Alkylierung der freien
Cysteinseitenketten und Schutz der primdren Amine mittels reduktiver

Dimethylierung. Nach intensiver Aufreinigung der Peptide ist die Herstellung der
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Peptidbibliothek abgeschlossen. B) Protease Assay. Verdau mit der (unbekannten)
target-Protease. Die durch die target-Protease gebildeten neo-N-Termini werden mit
Biotin markiert und in einer anschlieBenden Streptavidin-Anreicherung aufgereinigt.
Die Identifizierung der biotinylierten Peptide (prime Spaltsequenzen) erfolgt nach der
LC-ESI MS/MS Analyse Uber eine Mascot-Datenbanksuche, wahrend die nonprime
Spaltsequenzen bioinformatisch mit der PICS Datenanalyse-Pipeline bestimmt
werden. (Abbildung adaptiert aus (Schilling and Overall, 2008))

Es ist jedoch zu beachten, dass der PICS-Ansatz fur eine qualitative Bestimmung von
Spaltspezifitdten unbekannter Proteasen entwickelt wurde, der keine Analyse quantitativer
Daten beziiglich proteolytischer Reaktionen erlaubt. Bislang gab es somit keinen Ansatz auf
Peptid-Ebene, der eine solche quantitative Analyse ermdglicht.

Neben den hier gezeigten Methoden zur Analyse N-terminaler Peptide bzw. Proteine gibt es
bislang auch zwei Methoden, die sich mit der Analyse von C-Termini von Proteinen
beschaftigen. Dabei handelt es sich zum einen um den so genannten C-TAILS-Ansatz
(Schilling et al., 2010). Auch hier werden zun&chst die N-Termini und e-Aminogruppen der
Lysinseitenketten dimethyliert und damit blockiert. Nachdem die Carboxylgruppen durch die
Derivatisierung mit EDC, NHS und Ethanolamin ebenfalls blockiert wurden erfolgt ein
tryptischer Verdau. Die bei diesem Verdau gebildeten neo-N-Termini werden dimethyliert
und die neo-C-Termini durch ein Polyallylamin-Polymer abgefangen. Ahnlich wie in dem
TAILS-Ansatz fur nattrlich modifizierte N-Termini von Proteinen koénnen im C-TAILS-
Ansatz die natirlich modifizierten C-Termini von Proteinen identifiziert werden.

Bei der zweiten Methode handelt es sich um eine Modifizierung des COFRADIC-Ansatzes
(Kleifeld, et al., 2011), bei dem ebenfalls eine SCX-Trennung durchgefiihrt wird. Die freien
a-Aminogruppen der C-terminalen Peptide werden hier aber nicht mit TNBS, sondern mit
NHS-Butyrat modifiziert. Dadurch kénnen Sie dann von den N-terminalen Peptiden durch
RP-HPLC abgetrennt werden (Van Damme, et al., 2010).
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Kapitel 11: Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es massenspektrometrische Methoden fur die
Proteomanalyse proteolytischer Prozesse innerhalb des Sonderforschungsbereich 877
,,Proteolysis as a Regulatory Event in Pathophysiology* der Christian-Albrechts-Universitét
zu Kiel zu entwickeln. Dieser Sonderforschungsbereich hat es sich zur Aufgabe gemacht
proteolytische Prozesse zu untersuchen, die in der Zellregulation und in Signalwegen eine
wichtige Rolle spielen. Damit sollen grundliegende Kenntnisse erhalten und ausgebaut
werden, wie diese Reaktionen mit der humanen Pathophysiologie zusammenhangen. Um
diese Zusammenhénge aufzuklaren sollen die Details der proteolytischen Prozesse, die ein
Bestandteil von Signalprozessen sind bis hin zur Molekularebene analysiert werden, um die
Regulationsmechanismen der proteolytischen Prozesse in Signalkaskaden zu definieren.

Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag v. a. auf der quantitativen Analyse von N-terminalen
(nonprime-) Proteolyseprodukten. Mit deren Hilfe sollte ein Ansatz zur Bestimmung der
Spaltspezifitat (unbekannter) Proteasen, die gleichzeitig die Quantifizierung proteolytischer
Prozesse ermoglicht, erstellt und etabliert werden. Zu diesem Zwecke wurde eine LC-
MALDI-TOF/TOF MS/MS Methode entwickelt, die zunéchst hinsichtlich verschiedener
Parameter optimiert werden musste. Anhand einer biologischen Problemstellung sollte dann
diese Methode auf ihr Potential untersucht werden.

Hierzu mussten auch Problemstellungen bearbeitet werden, die unabhé&ngig von der
Methodenentwicklung fur den Protease-Assay zu sehen, aber allgemeingltig fir quantitative
MALDI MS/MS Methoden mittels isobaren tags sind. So wurde eine Methode zur
Verbesserung des so genannten peak-pickings, einem Teil der MS-Rohdaten Bearbeitung
eingefuhrt.

Dariiber hinaus sollten bereits bestehende Methoden innerhalb des Sonderforschungsbereichs
durch massenspektrometrische Methoden der Proteomanalyse ergénzt und ausgebaut werden.
Damit  sollten  spezifische = Problemstellungen  anderer  Arbeitsgruppen  des
Sonderforschungsbereichs bearbeitet und gelést werden. In diesem Zusammenhang wurde

dann auch eine Analysenmethode zur Identifizierung eines Protein-C-Terminus entwickelt.
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Kapitel 1ll: Der Q-PICS Ansatz - Methodenentwicklung und MALDI-

TOF/TOF MS/MS Parameteroptimierung

3.1 Einleitung

Wie in Kapitel 1.2 bereits beschrieben, gibt es verschiedene Strategien um Proteine bzw.
Peptide mittels MS-basierter Methoden relativ oder absolut zu quantifizieren. Insbesondere
sei hier wieder auf die Methoden mittels isobarer Isotopenmarkierung zur MS/MS-basierten
Quantifizierung, (Bantscheff, et al., 2007) wie die iTRAQ- (Ross, et al., 2004) oder die TMT-
Technologie (Thompson, et al., 2003), hingewiesen.

Die meisten Studien, die eine Quantifizierung tber solche isobaren tags verwenden, wurden
mittels ESI MS/MS Analysen durchgefiihrt und die Optimierung vieler verschiedener
Parameter zur Generierung robuster quantitativer Daten wurden hierfir beschrieben
(Bantscheff et al., 2008, Gan et al., 2007, Griffin et al., 2007, Kocher et al., 2009, Ow et al.,
2009, Pichler et al., 2011).

Bantscheff et al. geben beispielsweise eine praktische Anleitung fir die MS/MS-Analyse
iITRAQ-markierter Peptide. Dabei gehen sie insbesondere auf Parameter ein, auf die geachtet
werden muss, wenn die so genannte Pulsed Q Dissociation (PQD) mit einem LTQ Orbitrap
Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific) verwendet wird (2008). Diese Methode ist
normalerweise bekannt dafir, dass die Peptidionen nur eine geringe Fragmentierungseffizienz
aufweisen. Um diesem Problem entgegenzuwirken sind in der Studie Optimierungen der
Parameter flr die angewandte Kollisionsenergie, die activation Q, die Verzogerungszeit, die
Isolationsbreite der precursor, die Anzahl an microscans sowie die Anzahl an getrappten
lonen beschrieben. Dadurch wurde eine akkurate und sensitive Methode (bis zu 100 amol) auf
Basis der PQD-Fragmentierung fir iTRAQ-markierte Peptide entwickelt. Zusatzlich wurde
sie mit einer higher energy collision-induced dissociation (HCD) Methode auf dem gleichen
Massenspektrometer und mit einer kollisionsinduzieren Dissoziations (CID) Methode auf
einem Q-TOF Ultima (Waters) verglichen.

Die PQD-Fragmentierung wurde auch flr eine lineare lonenfalle (LTQ, Thermo Fisher
Scientific) verwendet (Griffin, et al., 2007). In dieser Studie wurde der Einfluss der Parameter
wie der relativen Kollisionsenergie, der Aufnahme von microscans oder der repeat count auf
die quantitativen Daten, analysiert. Dabei wurden dahnliche Ergebnisse wie unter der

Verwendung eines Quadrupol-TOF Massenspektrometers (Qstar, AB SCIEX) erhalten.
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Dariiber hinaus wurden auch Innovationen bezuglich der Hardware der Massenspektrometer
fir quantitative proteomische Analysen auf Basis isobarer tags beschrieben: Pichler et al.
verwendeten ein axiales Extraktionsfeld in einer Orbitrap HCD-Zelle, das normalerweise dazu
verwendet wird, Fragmentionen in die C-trap von Orbitrap XL ETD oder Orbitrap Velos
Instrumenten zu leiten (2011). Durch die Verwendung dieses axialen Extraktionsfeldes wurde
eine hohe Anzahl an HCD MS/MS-Spektren mit Reporterionen erhalten. Diese wiesen nur
eine geringe Varianz auf und flihrten somit zu einer verbesserten analytischen Prézision.

Im Gegensatz dazu sind nur wenige Studien beschrieben, die Uberhaupt eine Kombination der
MALDI MS/MS Analyse mit isobaren tags verwenden (Baeumlisberger et al., 2010, Dayon et
al., 2008, Dayon et al., 2010b, Enoksson, et al., 2007, Hu et al., 2006, Kuzyk et al., 2009,
Shirran and Botting, 2010, Tiberti, et al., 2010). Diese reichen zwar von der verbesserten
Identifizierung schlecht detektierbarer Peptide (Baeumlisberger, et al., 2010), bis hin zur
Identifizierung von Biomarkern (Tiberti, et al., 2010). Es scheint jedoch bislang keine Studien
zu geben, die sich ausschlieRlich mit der Parameteroptimierung fir die MALDI-TOF/TOF
MS/MS Analyse isobarer tags beschaftigen.

Wie in Kapitel 3.4 beschrieben wird, weist die Kombination der LC-MALDI-TOF/TOF
MS/MS Analyse mit der Quantifizierung isobarer tags fur den in dieser Arbeit beschriebenen
Q-PICS Ansatz zur simultanen Bestimmung der Spaltspezifitat (cleavage site specificity)
einer unbekannten Protease und der Quantifizierung von proteolytischen Prozessen grofRe
Vorteile auf. Der Ansatz beruht auf dem in Kapitel 1.5 beschriebenen PICS Ansatz (Schilling
and Overall, 2008), beinhaltet jedoch (ber die Verwendung des isobare tags TMT, zuséatzlich
zu der qualitativen auch eine quantitative Ebene. Um sowohl eine robuste Quantifizierung als
auch eine robuste Identifizierung der TMT-markierten Peptide gewahrleisten zu konnen,
mussten in einem ersten Teil jedoch zunéchst systematisch einige LC-MALDI-TOF/TOF
MS/MS Parameter optimiert werden. Im Folgenden wird diese Parameteroptimierung

beschrieben.

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Arbeiten mit einem 10-Proteinstandard

Die Proteine des 10-Proteinstandards (Tabelle 3.1), Endoprotease GIuC, Acetonitril (E
Chromasolv), a-Cyano-4-hydroxy-zimtsiure (CHCA, > 98%), Harnstoff (> 98%) und Glu'-
Fibrinopeptid B wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) bezogen. Entionisiertes
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Wasser (18.2 MQ*cm) wurde mit einem arium®611VF System (Sartorius, Gottingen,
Deutschland) hergestellt und fur alle Experimente verwendet. Chymotrypsin, 2-(4-(2-
Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES-Puffer), Formaldehyd (37 Gew%,
ACS Reagenz), lodacetamid (Ultra), Isopropanol (Chromasolv), Triethylammonium-
bicarbonat (1M, puriss. P.a.), Tris(2-carboxyethyl)phosphin-Hydrochlorid (TCEP, > 98%)
und Trifluoressigsaure (ca. 98%) wurden von Fluka und Sequencing grade modified Trypsin
von Promega (Madison, WI, USA) erworben. Das zur MS-Kalibrierung verwendete 4700
Proteomics Analyzer Standard Kit wurde von AB SCIEX (Darmstadt, Deutschland), das
TMTsixplex™ Label Reagent Set von Thermo Fisher Scientific (Bremen, Deutschland) und
Natriumcyanoborhydrid (ALD coupling solution) von Sterogene, (Carlsbad, CA, USA)
bezogen.

Tab. 3.1: 10 Proteine des 10-Proteinstandards.

Protein Organismus/Herkunft Accession Lot-Nr Reinheit
Nummer
Cytochrom ¢ Pferd/Herz gi|l255683507 18H7001 295 %
BSA Rind/Serum 0i[30794280 10K7600 297 %
3-Lactoglobulin B Rind/Milch 0i|87196497 11K7032 =90 %
Carboanhydrase Rind/Erythrocyten 0i[78369302 111K1102 keine Angabe
Catalase* Rind/Leber 0i|78369302 63H7090 keine Angabe
Lysozym Huhn/Eiweil3 0il45384212 53H7145 290 %
Myoglobin Pferd/Skelettmuskulatur ~ gi|255683511 80K7052  95-100 %
Ribonuklease A Rind/Pancreas 0i|68299789 93H7245 keine Angabe
Transferrin Mensch gijl4557871 36755 =98 %
a-Lactalbumin Rind/Milch gi|27805979 109F8185 > 85 %

*Angabe der Masse des Monomers, liegt in Natur als Tetramer vor

Nasschemische Methoden - Probenvorbereitung
Die verwendeten Proteine des 10-Proteinstandards sind Tabelle 3.1 zu entnehmen, die

Konzentration der Stockldsung ist in Tabelle 3.2 dargestellt.

Tab. 3.2: Konzentration der eingesetzten Stockldsung des 10-Proteinstandards.

Protein M (g/mol) Konzentration [mg/ml] Konzentration [pmol/ul]
Cytochrom c (Pferd) 12360 0,32 26,0
BSA (Rind) 66534 0,41 6,1
3-Lactoglobulin B (Rind) 18276 0,39 21,2
Carboanhydrase (Rind) 29022 0,34 11,8
Catalase (Rind)* 57585 0,38 6,6
Lysozym (Huhn) 14306 0,39 27,0
Myoglobin (Pferd) 16951 0,38 22,5
Ribonuklease A (Rind) 13682 0,37 27,1
Transferrin (Mensch) 79593 0,33 4,1
a-Lactalbumin (Rind) 14178 0,40 28,4

*Angabe der Masse des Monomers, liegt in Natur als Tetramer vor
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Herstellung der Peptidbibliothek

Die Generierung der tryptischen und chymotryptischen Peptidbibliotheken wurde in einer
modifizierten Version nach dem PICS Ansatz durchgefuhrt (Schilling and Overall, 2008). Es
wurden je 270 pL (entspricht ca. 1 mg Gesamtprotein) des 10-Proteinstandards eingesetzt und
mit entionisiertem Wasser auf je 800 ul aufgefillt. Zur Denaturierung der intakten Proteine
wurden 480 puL 8 M Harnstoff-Losung (geldst in 1 M Triethylammoniumbicarbonat-Puffer,
TEAB) hinzugefugt und fir 30 min bei RT inkubiert. Die Reduktion der Disulfidbrucken
erfolgte jeweils durch Zugabe von 128 puL Reduzierungsreagenz (50 mM  Tris-(2-
carboxyethyl)phosphin, TCEP) und 1 h Inkubationszeit im Thermomixer bei 60°C und 350
U/min. Um eine Riickreaktion der Cysteine zu Cystin zu verhindern, wurde eine Alkylierung
durch Zugabe von 64 pL Sulfhydryl-Blockierungsreagenz (200 mM lodacetamid, 1AA)
durchgefuhrt. Die Inkubationszeit betrug 30 min bei RT im Dunkeln. Eine Umpufferung der
Reaktionsgemische auf 200 mM HEPES pH 7,4 mit einem Endvolumen von 1 mL erfolgte
mit Amicon Ultra 4 3K Centrifugal Filtern (Millipore, Schwalbach, Deutschland) mit einem
cutoff von 3000 Da nach den Herstellerangaben. Um die Proteine in Peptide zu spalten, wurde
ein tryptischer bzw. chymotryptischer Verdau durch Zugabe der jeweiligen (work-) Protease
im Verhaltnis Protease:Protein1:50 (m/m) durchgefiihrt. Die Inkubation erfolgte tiber Nacht
bei 37°C und 300 U/min im Thermomixer.

Zum Schutz der N-Termini sowie der Lysin-e-Aminogruppen wurden die Reaktionsgemische
mit je 10 uL 1 M Formaldehyd- bzw. Cyanoborhydrid-Lésung versetzt und fir 16 h bei 22°C
und 300 U/min im Thermomixer inkubiert. Um eine vollstandige Reaktion der priméren
Amine zu gewahrleisten, wurde die reduktive Dimethylierung noch einmal wiederholt, bevor
eine Aufreinigung mit 60 mg Oasis SPE-Kartuschen (Waters, Milford, MA USA) nach
Herstellerangaben durchgefiihrt wurde. Die Peptide wurden dann in je 1 mL 200 mM HEPES-
Puffer bei pH 7,4 geldst, wobei die Konzentration 1 mg/mL betrug.

Verdau mittels zu testender Protease und TMT-Derivatisierung

Die tryptische und chymotryptische Peptidbibliothek wurden mit GluC als zu testende
Protease (target-Protease) weiterbehandelt. Hierzu wurden jeweils sechs interne technische
Replikate zu je 30 pg der Peptidbibliotheken mit GluC im Verhéltnis Protease:Proteinl1:50

(m/m) verdaut. Die Inkubation erfolgte Giber Nacht bei 37°C und 300 U/min im Thermomixer.

Die in dem Verdau entstandenen neo-N-Termini wurden mittels dem TMTsixplex™ Label

Reagent Set derivatisiert. Hierzu wurden je 41 uL Acetonitril (ACN) zu einem der sechs
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TMT-Reagenzien (126-131) gegeben und die Losung 5 min lang bei RT inkubiert. Um das
vollstandige Losen der TMT-Reagenzien zu gewéhrleisten wurden die Eppendorfgeféale
wéhrend dieser Zeit immer wieder mit einem Vortexer behandelt. Dann wurden je 13,5 pL
der einzelnen TMT-Reagenzien zu einer mit GIluC verdauten Probe gegeben und die
Reaktionsgemische fir 2 h bei RT inkubiert. Uberschiissiges TMT-Reagenz wurde durch
Zugabe von 20 pL 100 mM Ammoniumbicarbonat-Losung abgefangen, wobei die
Inkubationszeit 15 min betrug. Die TMT-markierten Proben wurden jeweils 1:1:1:1:1:1

vereinigt.

Trennung mittels IP-RP-HPLC bei pH 2,1

Die Proben wurden 1:175 (v/v) mit 0,1%iger (v/v) waéssriger Trifluoressigsaure-Lésung auf
eine Konzentration von 250 fmol/uL verdinnt. Primarziel war es zun&chst, die optimalen
massenspektrometrischen Messbedingungen fir die TMT-markierten Peptide zu ermitteln.
Hierzu wurden zwei verschiedene Konzentrationen getestet. Es wurden jeweils 1 pL
(entspricht 250 fmol verdautes Gesamtprotein) bzw. 10 pL (entspricht 2,5 pmol verdautes
Gesamtprotein) mit einem U3000 nanoHPLC-System (Dionex, Idstein, Deutschland) uber
eine 50 pL Probenschleife injiziert und auf einer Acclaim PepMapl00 C18 Trap-Séule
(300 um I.D. x 10 mm, 5 um, Dionex, ldstein, Deutschland) aufkonzentriert. Die Trap-Séule
wurde 6 min mit 0,1%iger (v/v) wéssriger Trifluoressigsaure-Losung mit 3% (v/v) ACN mit
einer Flussrate von 30 pL/min mit Peptiden beladen. Die Analyten wurden anschlieRend tber
eine Acclaim PepMapl00 C18 Trennséule (75 pum 1.D. x 150 mm, Dionex, Idstein,
Deutschland) separiert. Die Trennung wurde unter Verwendung eines Gradienten aus Eluent
A (0,05% (v/v) wassrige Trifluoressigsdure) und Eluent B (0,04% (v/v) waéssrige
Trifluoressigsdure in 80% (v/v) Acetonitril) durchgefiihrt. Dieser ist Tabelle 3.3 zu
entnehmen. Die Flussrate betrug 0,3 pL/min bei einer Sdulentemperatur von 30°C. Die
Detektion erfolgte mittels eines UV-Detektors mit Z-formiger Detektorzelle mit einem
Detektorvolumen von 3 nL und einer Wellenldange von 214 nm. Alle LC-Auftrennungen
wurden in Form von vier technischen Replikaten durchgefiihrt.

Nach Elution von der S&ule wurden die Peptide ab der 25. Minute 1:3 (v/v) mit MALDI-
Matrix (CHCA) Uber ein T-Stiick mittels Spritzenpumpe gemischt und in einem Zeitintervall
von 15 s auf ein MALDI-Target (Opti-TOF'™ LC MALDI Insert, AB SCIEX, Darmstadt,
Deutschland) gespottet. Das Auftragen erfolgte mit einem Probot Mikrofraktionssammler
(Dionex, ldstein, Deutschland) Uber einen Zeitraum von 78 min. Die Matrix-
Stockkonzentration betrug 3 mg/mL (in 70% (v/v) Acetonitril/0,1% (v/v) waéssriger
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Trifluoressigsaure) und enthielt ca. 5 nM Glu*-Fibrinopeptid B als internen Kalibranten fiir

die anschliefende Analyse auf MS-Ebene.

Tab. 3.3:  Zeitlicher Verlauf des Gradienten fir die Trennung der derivatisierten tryptischen und
chymotryptischen Peptidbibliotheken auf Basis des 10-Proteinstandards mittels IP-RP-

HPLC.

Zeit  Eluent A EluentB
[min] [%] [%]

0,0 95 5

6,0 95 5
91,0 40 60
101,0 5 95
106,0 5 95
107,0 95 5
125,0 95 5

Massenspektrometrische Analyse mittels MALDI-TOF/TOF MS/MS

Zur massenspektrometrischen Analyse der mittels LC aufgetrennten Proben und
Datenprozessierung (GPS-Software, Version 3.6, AB SCIEX, Darmstadt, Germany) wurde
ein MALDI-TOF/TOF 5800 Massenspektrometer (AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland)
verwendet. Die Einstellungen fiir die Analysen auf MS-Ebene wurden konstant gehalten und
im positive ion mode in einem Massenbereich von 700 — 4000 m/z und einer Akkumulation
von 1000 Laserschiissen durchgefiinrt. Die MS-Kalibrierung erfolgte (ber sechs
Standardpeptide (4700 Proteomics Analyzer Mass Standard Kit, AB SCIEX, Darmstadt,
Deutschland), welche den erforderlichen Messbereich abdecken, in Form einer default
calibration. Zusatzlich wurde wahrend der LC-MALDI-Analysen mit Glu'-Fibrinopeptid B
als internem Standard kalibriert.

Alle MS/MS-Spektren wurden im positive ion mode mit 1 kV Kollisionsenergie mittels CID
generiert. Die Auswahl der Vorldauferionen (precursor) erfolgte lber die Software des
Massenspektrometers unter Verwendung einer inclusion list, auf der 50 TMT-markierte
Peptide enthalten waren, die durch vorangegangene Pilotexperimente identifiziert wurden
(siehe Anhang Kapitel 3 Tabelle 3.1 fir die tryptische und Tabelle 3.11 fir die
chymotryptische Peptidbibliothek).

Die Anzahl an akkumulierten Laserschissen fir die Analyse auf MS/MS-Ebene war ein
Parameter, der fur die Qualitadt eines Spektrums und die Identifizierung TMT-markierter
Peptide optimiert werden sollte. Aus diesem Grund wurden MS/MS-Spektren unter
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Akkumulation von 3000 und 5000 Laserschissen generiert. Um die Fragmentierungseffizienz
unter verschiedenen CID-Dricken zu untersuchen, wurde der Druck in der CID-
Kollisionszelle auf 1x10® Torr (CIDniedrig) und 4x10° Torr (CIDhoch) eingestellt. Die
Reihenfolge der analysierten Parametereinstellungen ist in Tabelle 3.4 dargestellt. Die
MS/MS-Kalibrierung wurde mit Glu*-Fibrinopeptid B aus dem 4700 Proteomics Analyzer
Mass Standard Kit (AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland) in Form einer default calibration
durchgefihrt.

Tab. 3.4: Parametereinstellungen der MS/MS-Analysen der auf dem 10-Proteinstandard
basierenden Peptidbibliotheken.

3000 laser 5000 laser 3000 laser 5000 laser
shots, CID shots, CID shots, CID shots, CID
1x10-6 Torr 1x10-6 Torr 4x10-6 Torr 4x10-6 Torr

MSMS run 1 X

MSMS run 2 X
MSMS run 3 X

MSMS run 4 X

MSMS run 1 X
MSMS run 2 X

MSMS run 3 X

MSMS run 4 X

MSMS run 1 X

MSMS run 2 X

MSMS run 3 X

MSMS run 4 X
MSMS run 1 X

MSMS run 2 X

MSMS run 3 X
MSMS run 4 X

LC runl

LC run2

LC run3

LC run4

Protein- bzw. Peptididentifizierung mittels Datenbankanalyse

Die Rohdaten wurden unter Verwendung der TS2Mascot Software (Matrix Sciences, London,
England) in mascot generic format (mgf)-Dateien umgewandelt. Dabei wurden folgende
Einstellungen verwendet: Massenbereich von 60 Da bis zu der Masse des precursors minus
35 Da; minimales S/N-Verhéltnis von 10, wobei nur die monoisotopischen Signale exportiert
wurden. Die Datenbanksuche erfolgte in einer selbsterstellten Datenbank, die die
Aminosauresequenzen der zehn Proteine enthielt. Semi Trypsin und semi GIluC wurde als
Enzym eingestellt, wobei keine C- oder N-terminale Orientierung berticksichtigt wurde. Die
maximal zulé&ssige Anzahl an ausgelassenen Schnittstellen (missed cleavages) betrug 4. Die

Massentoleranz fur die precursor wurde auf £50 ppm und die der MS/MS-Fragmentionen auf
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10,5 Da festgesetzt. Als feste Modifikationen wurde Dimethylierung (K)
Carbamidomethylierung (C) sowie Markierung TMT (N-Term), als variable Modifikation
Oxidation (M) eingestellt. Der Vertrauensbereich fir die Proteinidentifizierung wurde auf
>95% (p < 0,05) und der identity threshold der Peptide auf einen ion score von 13 festgesetzt.
Die Auswertung der quantitativen Daten wurde ebenfalls mit der Mascot Software
durchgefiihrt. Die TMT-Faktoren fur die Isotopenkorrektur wurden nach Angaben von
Thermo Fisher Scientific (Bremen, Deutschland) fir die Charge LJ150159A verwendet. Alle
Flachen der einzelnen TMT-Reporterionen wurden durch die Flachenwerte des Kanals 126
geteilt. Die daraus resultierenden TMT-Flachenverhéltnisse der Reporterionen wurden
zusammen mit den Ergebnissen der Mascot Datenbanksuche im csv-Format exportiert, um
statistische Berechnungen durchzufiihren. Der Erwartungswert der TMT-Flachenverhaltnisse
der sechs internen technischen Replikate betrug 1,0. Deshalb wurden negative TMT-
Flachenverhéltnisse, die aus der Quantifizierung der Mascot Software stammen, entfernt und
mathematische AusreiRer der TMT-Flachenverhaltnisse mittels der freizugénglichen outlier
Software  (http://www.sediment.uni-goettingen.de/staff/dunkl/software/out_lier.html)  Gber
einen interquartile range (IQR)-Test identifiziert und von der weiteren Analyse
ausgeschlossen. Die geometrischen Mittelwerte, sowie die zugehérige Standardabweichung
der TMT-Flachenverhéltnisse wurden, wie zuvor von Tan et al. beschrieben, errechnet (Tan et
al., 2008).

3.2.2 Arbeiten mit zytosolischem Hefeproteom

Entionisiertes Wasser (18.2 MQ*cm) wurde mit einem arium®611VF System (Sartorius,
Gottingen, Deutschland) hergestellt und fiir alle Experimente verwendet. Die Endoprotease
GluC, Acetonitril (E Chromasolv), 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonséure
(HEPES-Puffer), Glu'-Fibrinopeptid B, a-Cyano-4-hydroxy-zimtsdure (CHCA, > 99%),
Ammoniumsulfat (> 99%), Ethylendiamintetraacetat EDTA Dinatriumsalz Dihydrat,
Formaldehyd (37 Gew%, ACS Reagenz), Ammoniumhydroxid (ACS-Reagenz), Methanol (>
99.5%), L-Arginin-Monohydrochlorid, L-Aspartat, Uracil (> 99%), L-Valin (> 98%)
Glucose-Monohydrat (> 98%) und Harnstoff (> 98%) wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim,
Deutschland) bezogen. Isopropanol (Chromasolv), Triethylammoniumbicarbonat (1M, puriss.
P.a.), Ammoniumbicarbonat (> 99.5%), lodacetamid (Ultra), Trifluoressigséure (ca. 98%),
Tris(2-carboxyethyl)phosphin-Hydrochlorid (TCEP, > 98%), L-Histidin (> 99.5%), L-
Methionin (> 99%), L-Lysin (> 98%), L-Leucin (> 99%), L-Tryptophan (> 99.5%), L-
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Isoleucin (> 95%) und L-Phenylalanin (> 99%) wurden von Fluka und Sequencing grade
modified Trypsin von Promega (Madison, WI, USA) erworben. Das zur MS-Kalibrierung
verwendete 4700 Proteomics Analyzer Standard Kit wurde von AB SCIEX (Darmstadt,
Deutschland) bezogen. Yeast nitrogen base (ohne Aminosauren und Ammoniumsulfat) wurde
bei Difco/Becton Dickinson (Sparks, MD, USA) und der Protease-Inhibitor-Cocktail
Complete Mini bei Roche Diagnostics GmbH (Penzberg, Deutschland) erworben. Das
TMTsixplex™ Label Reagent Set wurde von Thermo Fisher Scientific (Bremen, Deutschland)
und Natriumcyanoborhydrid (ALD coupling solution) von Sterogene, (Carlsbad, CA, USA)

bezogen.

Verwendete Organismen
Saccharomyces cerevisiae YHUM257 (Stammsammlung der Molekular- und Zellbiologie,

Universitat des Saarlandes)
Verwendetes Medium
In Tabelle 3.5 ist das zur Kultivierung von S. cerevisiae verwendete synthetische Vollmedium

aufgelistet.

Tab. 3.5:  Zusammensetzung des synthetischen VVollmediums.

synthetisches Vollmedium
1,7 g/L YNB (0,17 %); sterilfiltrierte Lagerung bei 4°C
5,0 g/L (NH4).;SO4

20 g/L Glukose

Aminosauren/ Basen
0,2 g/L Adenin, Uracil, Tryptophan, Histidin, Arginin, Methionin
0,3 g/L Tyrosin, Lysin, Isoleucin
0,5 g/L Phenylalanin
1,0 g/L Leucin/ Aspartat
2,0 g/L Threonin
1,5 g/L Valin

Bestimmung der Zellkonzentration bzw. Zellzahl

Die Zellkonzentration wurde tber photometrische Bestimmung der optischen Dichte bei 600
nm in 1,5 mL Polystyrol-Einwegkiivetten (Spectrophotometer Novaspec®Il, GE Healthcare,
Minchen, Deutschland) ermittelt. Nach Yin et al. entspricht einer optischen Dichte von 1,0
eine Zellzahl von 1,66 + 0,05x10" Zellen/mL (Yin et al., 2007). Die Zellzahl wurde mit Hilfe

mikroskopischer Z&hlung der S. cerevisiae Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt.
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Kultivierung von S. cerevisiae

Die gesamte Kultivierung von S. cerevisiae wurde von Barbara Gregorius, (Institut fur
Experimentelle Medizin, Christian-Albrechts Universitat zu Kiel) durchgefihrt und erfolgte
bei 30°C und 230 U/min in einem Schuttelinkubator (Multitron HAT, Bottmingen, Schweiz)
in Schikanekolben. Als Vorkultur wurden 5 ml synthetisches Vollmedium mit 50 uL einer
Kihlkultur (4°C) von S. cerevisiae YHUMZ257 in YPD-Medium angeimpft. VVon dieser
Ubernachtkultur wurden 2 mL verwendet, um eine 200 mL Hauptkultur in synthetischem
Vollmedium heranzuziehen. Bei einer optischen Dichte von 2 wurde die Hauptkultur in vier
Falkons aliquotiert und pelletiert (8500 U/min, 4°C, Biofuge stratos, Rotor #3046, Kendro,
Osterode, Deutschland). Die Zellpellets wurden anschlieRend zweimal, zur Entfernung aller
Stickstoffbestandteile des Mediums, mit 2%iger Glukose gewaschen und in 150 ml

dessynthetischen VVollmediums resuspendiert. Die Anzucht erfolgte bis zu einer OD von 3.

Probenvorbereitung

Die Zellen wurden pelletiert, (8500 U/min, 5 min, 4°C, Biofuge stratos, Rotor #3046, Kendro,
Osterode, Deutschland) mit kaltem Wasser gewaschen und anschlieRend in 10 mM Tris-HCI,
pH 7,5 resuspendiert. Sie wurden dann in 2 mL Reaktionsgefale aliquotiert und
abzentrifugiert (10000 U/min, 5 min 4°C, Biofuge fresco, Rotor #3325, Kendro, Osterode,
Deutschland). Nach Abnahme der Uberstande wurde das Feuchtgewicht der Zellpellets
bestimmt. Die Zellpellets wurden 1:3 (m/v) in Lysepuffer (50 mM Tris, 5 mM EDTA, mit
Proteaseinhibitor, pH 7,5) resuspendiert (ca. 200 mg Feuchtgewicht auf 600 pL Lysepuffer),
und 1:1 (m/m) mit Glasperlen (0,5 mm Durchmesser) versetzt. Die Zellen wurden dann 15
min in der Schwingmihle (Modell MM301, Retsch, Haan, Deutschland) mit
Maximalgeschwindigkeit (30 Hz) homogenisiert. Nach dem Absinken der Glasperlen wurden
die Zelltrimmer abzentrifugiert (13000 U/min, 4°C, 10 min, Biofuge fresco, Rotor #3325,
Kendro, Osterode, Deutschland) und der Uberstand mit dem zytosolischen Proteom
abgenommen. Das verbleibende Pellet mit Glasperlen wurde 1:1,5 (m/v) in Lysepuffer
resuspendiert und die Extraktionsprozedur noch zweimal wiederholt. Die vereinigten
Uberstande wurden erneut zentrifugiert (2 h, 19000 U/min, 4°C, Biofuge stratos, Rotor:
#3331, Kendro, Osterode, Deutschland) und die Proteinkonzentration mit BCA-Assay
bestimmt. Sie betrug ca. 2,3 pg/pL.
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Herstellung der Peptidbibliothek

Die Generierung der tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms
wurde, wie bereits zuvor beschrieben, durchgefiihrt. Hierzu wurde die Proteinkonzentration
des zytosolischen Hefeproteoms mit entionisiertem Wasser auf 2 mg/mL eingestellt und dann
1 mL flr die weiteren Schritte verwendet. Aus diesem Grund unterscheiden sich lediglich die
volumenbezogenen Mengen an zugegebenen Reagenzien, die Molaritaten bleiben erhalten.
Hierdurch ergeben sich 600 pl 8 M Harnstoff-Losung (gelost in 1 M TEAB), 160 pL
Reduzierungsreagenz (50 mM TCEP) sowie 80 pL Sulfhydryl-Blockierungsreagenz (200 mM
lodacetamid). Die Umpufferung der Reaktionsgemische auf 200 mM HEPES pH 7,4 erfolgte
auf ein Endvolumen von 1 mL. Der tryptische Verdau wurde im Verhaltnis Protease:Protein
1:1000 (m/m) durchgefihrt; auf einen chymotryptischen Verdau wurde an dieser Stelle
verzichtet. Die Blockierung der N-Termini und der Lysin-e-Aminogruppen, sowie die
anschlieBende Aufreinigung der Peptidbibliothek erfolgten ohne Modifizierungen, wobei die
Konzentration 2 mg/mL in 200 mM HEPES-Puffer bei pH 7,4 betrug.

Verdau mittels zu testender Protease und TMT-Derivatisierung

Auch in der auf dem zytosolischen Hefeproteom basierenden Peptidbibliothek wurde der
zweite Verdau mit GIuC als target-Protease durchgefuhrt. Hierzu wurden jeweils sechs
Aliquote zu je 30 pg der Peptidbibliothek im Verhaltnis Protease:Protein 1:50 (m/m) verdaut.
Die Inkubation erfolgte (ber Nacht bei 37°C und 300 U/min im Thermomixer. Die
Derivatisierung mittels TMT Kit erfolgte entsprechend den Herstellerangaben und nach der
zuvor beschriebenen Vorgehensweise. Anschliefend wurden die sechs internen technischen
Replikate im Verhaltnis 1:1:1:1:1:1 vereinigt.

Trennung mittels IP-RP-HPLC bei pH 2,1

Die Proben der tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms
wurden Uber das gleiche HPLC-System wie die Peptidbibliotheken auf Basis des 10-
Proteinstandards aufgetrennt. Da es sich dabei jedoch um eine Probe mit hdherer Komplexitat
handelt, wurden folgende Modifikationen erstellt: Die Trennung der Peptide wurde mit einer
Acclaim PepMap100 C18 Trennséule (75 pm 1.D. x 250 mm, Dionex, ldstein, Deutschland)
mittels des in Tabelle 3.6 dargestellten Gradienten in Form von drei technischen Replikaten

durchgefuhrt.
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Die Peptide wurden ab der 30. Minute 1:3 (v/v) mit MALDI-Matrix gemischt und in
Intervallen von 15 s auf ein MALDI-Target gespottet, wobei das Spotten tber einen Zeitraum

von 120 min erfolgte.

Tab. 3.6:  Zeitlicher Verlauf des Gradienten fur die Trennung der Proben der tryptischen
Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms mittels IP-RP-HPLC.

Zeit Eluent A Eluent B
[min] [%] [%]

0,0 95 5
6,0 95 5
156,0 50 50
166,0 5 95
171,0 5 95
172,0 95 5
200,0 95 5

Massenspektrometrische Analyse mittels MALDI-TOF/TOF MS/MS

Die massenspektrometrischen Analysen auf MS-Ebene wurden unter den gleichen
Bedingungen wie in den Experimenten des 10-Proteinstandards durchgefiihrt.

Alle MS/MS-Spektren wurden im positive ion mode mit 1 kV Kollisionsenergy mittels CID
bei dem bereits optimierten Druck von 4x10® Torr (CIDhoch) generiert. Die Auswahl der
precursor erfolgte nicht wie zuvor unter Verwendung einer inclusion list, sondern tber die
Software des Massenspektrometers nach folgenden Parametern: Minimales S/N-Verhaltnis
20; precursor Massentoleranz: +200 ppm; das Signal musste nur in einem Spot detektiert
werden, um als precursor akzeptiert zu werden; maximal 25 precursor pro Spot. Die MS/MS-
Spektren wurden weiterhin unter Akkumulation von 3000 und 5000 Laserschuissen generiert.
Ein weiterer Parameter, der mit der auf zytosolischem Hefeproteom basierenden
Peptidbibliothek optimiert werden sollte, war die Reihenfolge der precursor Auswahl. Hierzu
wurden sowohl Analysen, in denen zuerst der precursor mit der geringsten Intensitat in der
MS-Messung eines Spots fragmentiert wird (“weakest precursor first”’) durchgefihrt als auch
solche, in denen zuerst derjenige mit der hochsten Intensitat fur eine MS/MS-Analyse

ausgewahlt wird (“strongest precursor first”).
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Protein- bzw. Peptididentifizierung mittels Datenbankanalyse

Die Rohdaten wurden, unter Beibehaltung der Einstellungen: Massenbereich von 60 Da bis zu
der Masse des precursors minus 35 Da, minimales S/N-Verhaltnis von 10, unter Verwendung
der TS2Mascot Software in mgf-Dateien umgewandelt.

Die Mascot Datenbanksuche wurde mit der Mascot 2.2.04 Software gegen die Swiss-Prot
FASTA-Datenbank (15. Februar 2011, 7256 Sequenzen) mittels des Taxonomie-Filters
Saccharomyces cerevisiae durchgefiihrt. Die zuvor verwendeten Parametereinstellungen
wurden bis auf die folgenden beibehalten: Die Massentoleranz fiir die precursor wurde auf
+25 ppm und die der MS/MS-Fragmentionen auf £0,3 Da festgesetzt. Der identity threshold
der Peptide wurde auf einen ion score von 38 eingestellt, wodurch eine falsch-positiv Rate
(FDR) <4% erhalten wurde. Die Bestimmung der FDR erfolgte Uber eine Datenbanksuche
gegen eine reversed Datenbank, in der die gleichen Proteine mit umgekehrter
Aminosauresequenz enthalten waren. Die Auswertung der quantitativen Daten erfolgte, wie
zuvor beschrieben, auer dass die zuvor verwendete outlier Software auf Grund ihrer
Limitation auf 300 Werte nicht mehr eingesetzt werden konnte. IQR-Tests zur Entfernung
mathematischer Ausreiller wurden deshalb mit Hilfe eines Perl-Skriptes (Bart HJ van den
Berg, Institut fur Experimentelle Medizin, Christian-Albrechts Universitat zu Kiel, siehe
Anhang Kapitel 3.1 Perl-Skript TMT_SIXREP_IQR_Outlier v 2.0) durchgefiihrt. Auch hier
wurden die geometrischen Mittelwerte, sowie die zugehérige Standardabweichung der TMT-
Flachenverhéltnisse nach Tan et al. errechnet (2008).

Um die Spaltspezifitdt der Endoprotease GIuC zu ermitteln, wurde eine leicht modifizierte
Version der PICS Datenanalyse-Pipeline verwende t(Schilling and Overall, 2008). Hierzu
wurden die Excel-Tabellen dahingehend verandert, dass mehr als 1000 Peptide pro Analyse
betrachtet werden konnten. Heat-Maps wurden mittels Microsoft Office Excel 2007 mit dem

Add-Inn gradient-contour (http://j-walk.com/ss/excel/files/gradcontour.htm) erstellt.

3.3 Ergebnisse

Zwei wesentliche Punkte der quantitativen Proteomanalyse sind die Robustheit einer Methode
sowie die Abschatzung der systematischen Fehler, die der Methode zu Grunde liegen.
Zusétzlich spielen aber auch die Fehler wéhrend der Probenvorbereitung eine wichtige Rolle.
Deshalb missen sowohl geeignete Messbedingungen (z. B. flr die Generierung der MS/MS-
Spektren), als auch die notwendige Anzahl an technischen bzw. internen technischen
Replikaten fur eine ausreichende statistische Analyse beriicksichtigt werden. Durch die

49



Kapitel 111

Interpretation der, in diesem Kapitel beschriebenen Daten, sollte deshalb v. a. eine optimierte
MALDI-TOF/TOF MS/MS-Methode fir die Identifizierung und stabile Quantifizierung von
TMT-markierten Peptiden entwickelt werden. Zusétzlich dienten die Experimente der
Validierung des Q-PICS Ansatzes zur simultanen Bestimmung der Spaltspezifitat (cleavage
site specificity) einer unbekannten Protease und der Quantifizierung von proteolytischen
Prozessen. Die Spaltspezifitat einer Protease richtet sich nach den Aminoséauren, die N- oder
C-terminal der Spaltstelle liegen (siehe Abbildung 1.16).

Die generelle Vorgehensweise (workflow) des Q-PICS Ansatzes ist in Abbildung 3.1 gezeigt.
Als Basis dienen die intakten Proteine eines kompletten Proteoms. Es kdnnen auch
Subproteome oder weniger komplexe Mischungen verwendet werden. Fir die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Experimente wurden eine tryptische und eine chymotryptische
Peptidbibliothek auf Basis eines 10-Proteinstandards sowie eine tryptische Peptidbibliothek
auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms der Béackerhefe Saccharomyces cerevisiae
verwendet. Nach Denaturierung der intakten Proteine wurden zunéchst die Disulfidbriicken
reduziert und die freien Cysteinseitenketten alkyliert. Peptide wurden durch den Verdau mit
einer (bekannten) work-Protease generiert und die primaren Amine der N-Termini und
Lysinseitenketten mittels reduktiver Dimethylierung geschiitzt. Die Herstellung der
Peptidbibliothek wurde dann durch eine Aufreinigung der derivatisierten Peptide
abgeschlossen (Abbildung 3.1, A). Im eigentlichen Protease Assay wurde die Peptidbibliothek
dann mit der (unbekannten) target-Protease verdaut. Fur die Experimente in diesem Kapitel
wurde GluC als (in diesem Falle bekannte) target-Protease verwendet.

Hierzu wurden jeweils sechs Aliquote der drei verschiedenen Peptidbibliotheken mit GluC
verdaut. Insgesamt wurden demnach sechs interne technische Replikate verwendet. Die in
dem Verdau entstandenen neo-N-Termini wurden mit einem der sechs unterschiedlichen
TMT-Reagenzien markiert und im Verhaltnis 1:1:1:1:1:1 vereinigt und die vereinigten Proben
jeweils mittels LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS analysiert. Wéhrend die TMT-markierten
Peptide (prime Spaltsequenz) tiber eine Mascot Datenbanksuche identifiziert wurden, werden
die nonprime Spaltsequenzen mittels einer leicht modifizierten Datenanalyse-Pipeline des
PICS-Ansatzes bestimmt (Abbildung 3.1, B) (Schilling and Overall, 2008).

Aus den beschriebenen Grunden war es notwendig zunéchst eine optimierte LC-MALDI-
TOF/TOF MS/MS Methode fiir die qualitative und quantitative Analyse TMT-markierter
Peptide zu entwickeln. Hierzu wurden systematisch die Parameter i) Anzahl der
akkumulierten Laserschiisse zur Generierung der MS/MS-Spektren (3000 Laserschiisse vs.
5000 Laserschiisse), ii) Gasdruck in der CID-Kollisionszelle (CIDniedrig = 1x10® Torr vs.
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ClIDhoch = 4x10° Torr) und iii) Reihenfolge der precursor-Auswahl fiir die Fragmentierung
in der MS/MS-Analyse (“weakest precursor first” VS. “strongest precursor first”’) untersucht.
Fur die Optimierung der Parameter i) und ii) wurden eine tryptische und eine chymotryptische
Peptidbibliothek auf Basis eines 10-Proteinstandards verwendet. Im Anschluss daran wurde
der Parameter iii) in Abhangigkeit des Parameters i) mit einer tryptischen Peptidbibliothek auf
Basis eines zytosolischen Hefeproteoms analysiert. Parameter ii) wurde in den Experimenten
auf Basis des 10-Proteinstandards bereits optimiert und wurde in den Experimenten mit dem

zytosolischen Hefeproteoms konstant gehalten.
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Abb. 3.1: Generelle Vorgehensweise des Q-PICS Ansatzes nach einem modifizierten PICS

Ansatz (Schilling and Overall, 2008). A) Herstellung der Peptidbibliothek: Nach
Denaturierung der intakten Proteine, Reduzierung der Disulfidbriicken und
Alkylierung der freien Cysteinseitenketten erfolgt ein Verdau des Basisproteoms
mittels einer bekannten work-Protease (z. B. Trypsin oder Chymotrypsin). Die
primdren Amine werden mittels reduktiver Dimethylierung geschiitzt. Nach
Aufreinigung der Peptide ist die Herstellung der Peptidbibliothek abgeschlossen.
B) Protease Assay: Verdau mit der (unbekannten) target-Protease. Bis zu sechs
unterschiedliche Proben kénnen mit dem TMT Kit gleichzeitig analysiert werden.
Hierzu werden die durch die target-Protease gebildeten neo-N-Termini mit den
unterschiedlichen TMT-Reagenzien markiert und im Verhéltnis 1:1:1:1:1:1 vereinigt.
Die Identifizierung der TMT-markierten Peptide (der prime Spaltsequenzen) erfolgt
nach der LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Analyse Uber eine Mascot-Datenbanksuche.

Die nonprime Spaltsequenzen werden bioinformatisch tber eine leicht modifizierte
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PICS Datenanalyse-Pipeline bestimmt (Schilling and Overall, 2008). Die quantitative
Analyse erfolgt uUber die Flachen der einzelnen Reporterionensignale, die zueinander
ins Verhdaltnis gesetzt werden (ITR = internes technisches Replikat).

3.3.1 MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameteroptimierung mittels
Peptidbibliotheken auf Basis des 10-Proteinstandards

Die Proteine und verwendeten Konzentrationen des 10-Proteinstandards sind in Tabelle 3.1
und Tabelle 3.2 aufgelistet. Die Herstellung der tryptischen und chymotryptischen
Peptidbibliotheken erfolgte nach der in Abbildung 3.1 A dargestellten VVorgehensweise. GluC
wurde als target-Protease verwendet und die dabei entstandenen freien N-Termini mittels
TMT derivatisiert. Insgesamt wurden jeweils 250 fmol und 2,5 pmol an verdautem
Gesamtprotein fiir die Auftrennung mittels nanoHPLC verwendet (siehe Abbildung 3.1 B). In
jeweils vier technischen Replikaten wurden dann die insgesamt vier verschiedenen
Kombinationen der Parameter i) Anzahl der akkumulierten Laserschiisse und ii) Gasdruck in
der CID-Kollisionszelle und ihr Einfluss auf die lIdentifizierung und Quantifizierung der

TMT-markierten Peptide der inclusion list untersucht.

A) Tryptische Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards

Von den 50 Peptiden der inclusion list wurden sowohl bei der Verwendung von 250 fmol als
auch von 2,5 pmol an verdauter Gesamtproteinmenge in der LC-Auftrennung, 47 TMT-
markierte Peptide identifiziert (siehe Anhang Kapitel 3 Tabelle 3.111).

Um den Einfluss der beiden Parameter i) und ii) auf die Identifizierung der TMT-markierten
Peptide beurteilen zu konnen, wurde der Mascot ion score, ein MaBR fir die
Wahrscheinlichkeit einer korrekten Identifizierung eines Peptides, verwendet. In Abbildung
3.2 ist der durchschnittliche ion score der identifizierten Peptide aus den jeweils vier
technischen Replikaten der verschiedenen Parameterkombinationen (CIDniedrig, 3000
Laserschuss; CIDniedrig, 5000 Laserschuss; CIDhoch, 3000 Laserschuss und CIDhoch, 5000
Laserschuss) gezeigt.

Der durchschnittliche Mascot ion score schwankt tber alle Peptide gemittelt <5% fir die auf
der LC aufgetrennten Mengen an verdautem Gesamtprotein von 250 fmol bzw. <6% flr
2,5 pmol. Der Unterschied des ion scores zwischen den beiden Mengen an verdautem
Gesamtprotein betragt <3%, wobei die h6here Menge an eingesetzten Ausgangspeptiden auch

die héheren ion scores zur Folge hat.
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Abb. 3.2:
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Auftragung des Mascot ion scores der TMT-markierten Peptide der tryptischen
Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards. Die verschiedenen Farben beziehen sich auf die
verschiedenen Kombinationen der Parameter i) Anzahl der akkumulierten
Laserschiisse zur Generierung der MS/MS-Spektren (3000 Laserschiisse vs. 5000
Laserschiisse), ii) Gasdruck in der Kollisionszelle (CIDniedrig = 1x10°® Torr vs.
ClIDhoch = 4x10). Der durchschnittliche ion score der identifizierten Peptide

errechnet sich aus den jeweils vier technischen Replikaten. A) Verwendung von
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250 fmol und B) Verwendung von 2,5 pmol an verdauter Gesamtproteinmenge in
der LC-Auftrennung. Av = average (durchschnittlicher ion score Uber alle Peptide

einer Parameterkombination gemittelt).

Der Einfluss der unterschiedlichen Kombinationen der Parameter i) Anzahl der akkumulierten
Laserschiisse und ii) Gasdruck in der Kollisionszelle wurde nicht nur bezlglich der
Identifizierung sondern auch bezuglich der Quantifizierung der TMT-markierten Peptide
betrachtet. Hierzu wurden alle TMT-Reporterionenflachen mit der Mascot Software durch die
Flachenwerte des Kanals 126 geteilt. Dadurch wurden insgesamt finf verschiedene TMT-
Flachenverhéltnisse (127/126 bis 131/126) errechnet. Da es sich um insgesamt sechs interne
technische Replikate handelte, die im Verhaltnis 1:1:1:1:1:1 kombiniert wurden, betrug der
Erwartungswert der TMT-Flachenverhaltnisse 1,0. Negative Werte der TMT-
Flachenverhéltnisse wurden entfernt. Diese werden durch die Mascot Software berechnet,
wenn beispielsweise ein unkorrektes Isotopenverhaltnis im MS/MS-Spektrum erhalten wird,
das nicht dem naturlichen Erwartungswert entspricht. Insgesamt wurden in den Experimenten
mit der tryptischen Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards unter Verwendung von 250 fmol
an verdauter Gesamtproteinmenge maximal 3,6% und fir 2,5 pmol an verdauter
Gesamtproteinmenge 1,3% solch negativer TMT-Fl&chenverhéltnisse beobachtet.

Zusatzlich zu den negativen TMT-Flachenverhéltnissen wurden auch mathematische
Ausreil3er Uber einen IQR-Test der freizuganglichen outlier Software identifiziert und von der
weiteren Analyse ausgeschlossen. Die durchschnittlichen geometrischen Mittelwerte und
Standardabweichungen Uber alle funf TMT-Fl&achenverhdltnisse sind in Tabelle 3.7 und
Abbildung 3.3 dargestellt.

Fur alle Parameterkombinationen (CIDniedrig, 3000 Laserschiisse; ClDniedrig, 5000
Laserschisse; CIDhoch, 3000 Laserschisse und CIDhoch, 5000 Laserschisse) der beiden
unterschiedlichen Mengen an verdautem Gesamtprotein wurde fiir den durchschnittlichen
geometrischen Mittelwert eine Abweichung <3% vom Erwartungswert 1,0 erhalten. Der
durchschnittliche geometrische Mittelwert der TMT-Flachenverhdltnisse Uber alle vier
Parameterkombinationen errechnete sich auf 0,984, unabh&ngig von der verwendeten Menge
an verdautem Gesamtprotein. Unter Verwendung von 250 fmol an verdauter
Gesamtproteinmenge betrdgt die durchschnittliche Standardabweichung uber alle vier
Parameterkombinationen gemittelt <14%, wohingegen sie bei der hoheren verdauten

Gesamtproteinmenge von 2,5 pmol einen Wert <9% erreicht.

54



Kapitel 111

Vergleicht man nun den Einfluss des Parameters i) die Anzahl an akkumulierten
Laserschiissen miteinander, so erhdlt man bei der Menge an verdautem Gesamtprotein von
250 fmol bei beiden unterschiedlichen Dricken (CIDniedrig und CIDhoch) unter der
Akkumulation von 5000 Laserschiissen eine geringere durchschnittliche Standardabweichung,
als unter der Akkumulation von 3000 Laserschiissen (15% vs. 18% und 11% vs. 13%). Dieser
Effekt ist bei der Verwendung der hoheren verdauten Gesamtproteinmenge weniger
ausgepragt. Hier ist die durchschnittliche Standardabweichung fir die unterschiedlichen
Dricke (CIDniedrig und CIDhoch) unter Akkumulation von 5000 Laserschiissen im
Vergleich zu 3000 Laserschiissen héher (10% vs. 9% und 9% vs. 8%).

Tab. 3.7:  Durchschnittliche geometrische Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) uber alle
funf TMT-Fl&chenverhéltnisse (127/126 bis 131/126) der MALDI-TOF/TOF MS/MS
Parameteroptimierung mittels der tryptischen Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards.
Alle Werte sind Uber die Summe von vier technischen Replikaten fir jede
Parametereinstellung gemittelt.

250 fmol Gesamt-Peptidmenge 2,5 pmol Gesamt-Peptidmenge
Parameter- dugrggrsn(:::lilst'::l;]cehrer durchschnittliche dugrgzrsnc;r;:ilsttcl;]cehrer durchschnittliche
. 0 0,
einstellung Mittelwert SD (%) Mittelwert SD (%)
CIDniedrig,
3000 0,975 0,176 (18%) 0,978 0,093 (9%)
Laserschiisse
CIDniedrig,
5000 0,988 0,144 (15%) 0,980 0,094 (10%)
Laserschisse
CIDhoch,
3000 0,986 0,125 (13%) 0,988 0,075 (8%)
Laserschiisse
CIDhoch,
5000 0,986 0,108 (11%) 0,992 0,089 (9%)
Laserschiisse

Fur beide Mengen an verdautem Gesamtprotein erreicht die Standardabweichung der TMT-
Flachenverhéltnisse in Bezug auf Parameter ii) den Druck in der CID-Kollisionszelle, unter
CIDhoch einen geringeren Wert, als unter CIDniedrig unabhdngig von der verwendeten
Schusszahl. So erhélt man fur die durchschnittliche Standardabweichung unter Akkumulation
von 5000 Laserschussen unter dem hoéheren CID Druck eine dhnliche Verbesserung wie unter
Akkumulation von 3000 Laserschiissen (13% vs. 18% und 11% vs. 15%). Dieser Trend ist beli
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der hoheren verdauten Gesamtproteinmenge weniger stark ausgepragt (8% vs. 9% und 9% vs.

10%).

Abb. 3.3:
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Geometrische Mittelwerte der TMT-Flachenverhaltnisse (127/126 bis 131/126) und
Standardabweichungen der MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameteroptimierung mittels der
tryptischen Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards. Alle Werte sind Uber die Summe
von vier technischen Replikaten flr jede Parametereinstellung (1 bis 4) gemittelt. 1)
CIDniedrig, 3000 Laserschiisse; 2) ClIDniedrig, 5000 Laserschisse; 3) CiDhoch, 3000
Laserschiisse und 4) CIDhoch, 5000 Laserschisse). A) Verwendung von 250 fmol und B)
Verwendung von 2,5 pmol an verdauter Gesamtproteinmenge fiir die LC-Auftrennung. Av
= average (durchschnittlicher geometrischer Mittelwert ber alle finf TMT-
Flachenverhaltnisse).

B) Chymotryptische Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards

In den Experimenten mit der chymotryptischen Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards

wurden von den 50 TMT-markierten Peptiden der inclusion list 49 TMT-markierte Peptide

unter Verwendung von 250 fmol an verdauter Gesamtproteinmenge identifiziert. Unter

Verwendung von 2,5 pmol wurden alle 50 TMT-markierten Peptide identifiziert (siehe
Anhang Kapitel 3 Tabelle 3.1V).

Um wie zuvor bei der tryptischen Peptidbibliothek den Einfluss der beiden Parameter i)

Nummer an akkumulierten Laserschiissen und ii) Druck in der CID-Kollisionszelle auf die

Identifizierung der TMT-markierten Peptide beurteilen zu kénnen, ist in Abbildung 3.4 der
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durchschnittliche Mascot ion score der identifizierten, TMT-markierten Peptide der

verschiedenen Parameterkombinationen gezeigt.

M ciDhoch, 5000 Laserschiisse CIDhoch, 3000 Laserschiisse
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50 E ——
= =
48 |—— [F———————
47 R, —
46 = _—
45 e —
44 B =
43 [ S——————
Lrgsss—————— —
41 e, —
40 === —3
390 ——
38 jm—— ———y
37 ===
36 = —
35 e —
34 === —
33 [ =
32 == =
31 == =
30 =% )

T 29 = —

g_ 28 =% —

o 27 — ——

O 26 ==, —"
25 e —
24 EE =
23 = =
21 ——— =
20 =5 —
19 B==- —
18 je— —
17 == ———
16 =% —
15 j— ——
14 =% =
13 [——— E——
12 [ —
1 =
10 =~ | ===
7 B =,
6 E ﬁm
5 E—— —
4 B ="
3 e ——
2 _—
1 _eSe 0o @

0 50 100 1500 50 100 150
ion score

Abb. 3.4:  Auftragung des Mascot ion scores der TMT-markierten Peptide der chymotryptischen
Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards. Die verschiedenen Farben beziehen sich auf die
verschiedenen Kombinationen der Parameter i) Anzahl der akkumulierten
Laserschiisse zur Generierung der MS/MS-Spektren (3000 Laserschiisse vs. 5000

Laserschiisse), ii) Gasdruck in der Kollisionszelle (CIDniedrig = 1x10° Torr vs.
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ClIDhoch = 4x10). Der durchschnittliche ion score der identifizierten Peptide
errechnet sich aus den jeweils vier technischen Replikaten. A) Verwendung von
250 fmol und B) Verwendung von 2,5 pmol an verdauter Gesamtproteinmenge fur
die LC-Auftrennung. Av = average (durchschnittlicher ion score Uber alle Peptide

einer Parameterkombination gemittelt).

Keiner der beiden Parameter hat einen starken Einfluss auf den Mascot ion score. Der
durchschnittliche Mascot ion score schwankt <4% unter Verwendung von 2,5 pmol an
verdauter Gesamtproteinmenge. Bei der geringeren Menge an verdautem Gesamtprotein von
250 fmol weist der durchschnittliche ion score mit <8% die groRten Abweichungen auf.

Auch in den Experimenten zur Parameteroptimierung mit der chymotryptischen
Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards wurde der Einfluss der unterschiedlichen
Parameterkombinationen zusatzlich zur Identifizierung auch in Bezug auf die Quantifizierung
untersucht. Wie zuvor wurden hier alle TMT-Reporterionenflachen mit der Mascot Software
durch die Flachenwerte des Kanals 126 geteilt. Dadurch wurden erneut insgesamt finf
verschiedene TMT-Flachenverhaltnisse (127/126 bis 131/126) errechnet. Die Anzahl an
negativen TMT-Flachenverhéltnissen unter Verwendung von 250 fmol an verdauter
Gesamtproteinmenge erreichten einen Maximalwert von 9,6%. Unter Verwendung von
2,5 pmol an verdauter Gesamtproteinmenge wurde ein Wert von 1,6% an negativen TMT-
Flachenverhéltnissen beobachtet. Auch in diesen Experimenten wurden zusétzlich zu den
negativen TMT-Flachenverhaltnissen mathematische Ausreier Uber den [QR-Test
identifiziert und von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Die geometrischen Mittelwerte
und Standardabweichungen tber alle fiinf TMT-Flachenverhaltnisse sind in Tabelle 3.8 und
Abbildung 3.5 dargestellt.

Der geometrische Mittelwert der einzelnen Parameterkombinationen weist unter Verwendung
von 250 fmol an verdauter Gesamtproteinmenge eine Abweichung <5% vom Erwartungswert
1,0 auf, wohingegen er fiir die groRere Menge von 2,5 pmol, wie in den Experimenten mit der
tryptischen Peptidbibliothek einen Wert <3% erreicht. Der durchschnittliche geometrische
Mittelwert der TMT-Flachenverhéltnisse Uber alle vier Parameterkombinationen gemittelt,
errechnete sich auf 0,975 mit einer Standardabweichung <22% unter Verwendung von
250 fmol an verdauter Gesamtproteinmenge. Unter Verwendung von 2,5 pmol errechnete er
sich auf 0,984 mit einer Standardabweichung <15%.

Betrachtet man hier Parameter i) die Anzahl an akkumulierten Laserschiissen, so wird flr

beide Mengen an verdautem Gesamtprotein mit beiden unterschiedlichen Dricken

58



Kapitel 111

(CIDniedrig und CIDhoch) unter der Akkumulation von 5000 Laserschiissen eine geringere
Standardabweichung als unter der Akkumulation von 3000 Laserschussen erreicht (24% vs.
25% bzw. 17% vs. 20% fur 250 fmol und 15% vs. 16% bzw. 13% vs. 14% fiir 2,5 pmol an

verwendeter Menge an verdautem Gesamtprotein).

Tab. 3.8: Durchschnittliche geometrische Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) tber alle
funf TMT-Fl&chenverhaltnisse (127/126 bis 131/126) der MALDI-TOF/TOF MS/MS
Parameteroptimierung mittels der chymotryptischen Peptidbibliothek des 10-
Proteinstandards. Alle Werte sind tber die Summe von vier technischen Replikaten fir
jede Parametereinstellung gemittelt.

250 fmol Gesamt-Peptidmenge 2,5 pmol Gesamt-Peptidmenge
Parameter- dugrggrsncef::lilstg;]cehrer durchschnittliche dugrgZ;cer;:ilsttcl;]cehrer durchschnittliche
. 0 0,
einstellung Mittelwert SD (%) Mittelwert SD (%)
CIDniedrig,
3000 0,953 0,238 (25%) 0,971 0,156 (16%)
Laserschiisse
ClIDniedrig,
5000 0,979 0,233 (24%) 0,981 0,144 (15%)
Laserschiisse
CiDhoch,
3000 0,979 0,198 (20%) 0,995 0,141 (14%)
Laserschisse
CIDhoch,
5000 0,990 0,172 (17%) 0,990 0,130 (13%)
Laserschiisse

Bezuglich Parameter ii) dem Druck in der CID-Kollisionszelle wurden unter dem héheren
CID Druck wieder geringere Standardabweichungen erhalten als unter dem niedrigeren CID
Druck. Wie zuvor in den Experimenten mit der tryptischen Peptidbibliothek ist dieser Trend
fir die hohere Menge an verdautem Gesamtprotein von 2,5 pmol weniger stark ausgepréagt,
als unter Verwendung von 250 fmol. Dies ist wiederum unabhdngig davon, ob 5000 oder
3000 Laserschiisse akkumuliert werden (17% vs. 24% bzw. 20% vs. 25% fiir 250 fmol und
13% vs. 15% bzw. 14% vs. 16% fur 2,5 pmol an verwendeter Menge an verdautem

Gesamtprotein).
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Abb. 3.5: Geometrische Mittelwerte der TMT-Flachenverhaltnisse (127/126 bis 131/126) und
Standardabweichungen der MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameteroptimierung mittels der
chymotryptischen Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards. Alle Werte sind tber die
Summe von vier technischen Replikaten fur jede Parametereinstellung (1 bis 4) gemittelt.
1) CiDniedrig, 3000 Laserschiisse; 2) ClDniedrig, 5000 Laserschiisse; 3) CIDhoch, 3000
Laserschiisse und 4) CIDhoch, 5000 Laserschisse). A) Verwendung von 250 fmol und B)
Verwendung von 2,5 pmol an verdauter Gesamtproteinmenge fiir die LC-Auftrennung. Av
= average (durchschnittlicher geometrischer Mittelwert ber alle finf TMT-
Flachenverhaltnisse).

3.32 MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameteroptimierung mittels der
Peptidbibliothek des zytosolischen Hefeproteoms

Neben den Parametern i) Anzahl der akkumulierten Laserschiisse zur Generierung der
MS/MS-Spektren (3000 Laserschisse vs. 5000 Laserschiisse) und ii) Gasdruck in der CID-
Kollisionszelle (CIDniedrig = 1x10® Torr vs. CIDhoch = 4x10°® Torr) wurde auch Parameter
iii) Reihenfolge der precursor Auswahl fir die Fragmentierung in der MS/MS-Analyse
(“weakest precursor first” VS. “strongest precursor first”) untersucht. Hierzu wurde eine
tryptische Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Proteoms der Béckerhefe S. cerevisiae
verwendet und nach der gleichen Vorgehensweise, wie in den Experimenten mit dem 10-
Proteinstandard, hergestellt (siehe Abbildung 3.1 A). Die tryptische Peptidbibliothek wurde
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ebenfalls mit GIuC als target-Protease verdaut und die daraus resultierenden freien N-Termini
mit TMT markiert. Wie in den Experimenten mit den Peptidbibliotheken des 10-
Proteinstandards wurden jeweils sechs interne technische Replikate im Verhéltnis 1:1:1:1:1:1
vereinigt und jeweils 2,5 pg an Gesamt-Peptidmenge mittels nanoHPLC aufgetrennt.
Wahrend Parameter ii) der Gasdruck in der CID-Kollisionszelle in diesen Experimenten
konstant auf CIDhoch eingestellt wurde, wurden die verschiedenen Parameterkombinationen
von i) Anzahl der akkumulierten Laserschisse und iii) Reihenfolge der precursor-Auswahl
fiir die Fragmentierung in der MS/MS-Analyse untersucht. Insgesamt wurde der Einfluss von
vier verschiedenen Parameterkombinationen 1) 3000 Laserschiisse, ‘“‘weakest precursor
first”,2) 5000 Laserschiisse, “weakest precursor first”; 3) 3000 Laserschiisse, “strongest
precursor first” und 4) 5000 Laserschiisse, “strongest precursor first” auf die Identifizierung
und Quantifizierung von TMT-markierten Peptiden analysiert. In Tabelle 3.9 sind die

qualitativen Ergebnisse dieser Untersuchungen aufgelistet.

Tab. 3.9: Qualitative Ergebnisse der MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameteroptimierung mittels dem
zytosolischen Hefeproteom. Alle Werte sind Uber die Summe von drei technischen

Replikaten fur jede Parametereinstellung gemittelt.

#identifizierte

. # .
Parametereinstellung # durchschnltthcher identifizierte identifizierte .Spaltstellen (in
precursor ion score . mindestens 2 aus 3
Peptide Spaltstellen
TR)
3000 Laserschsse, ¢ 57, 58 2393 886 631
weakest precursor first
S000 Laserschsse, ¢ 450 56 2.109 828 550
weakest precursor first
3000 Laserschisse, ¢ o075 61 2814 962 737
strongest precursor first
d000 Laserschiisse, ) 4g5 60 2261 819 601

strongest precursor first

Die Anzahl der precursor, die fur eine MS/MS-Analyse ausgewahlt wurden, unterscheidet
sich <2% fir die verschiedenen Parametereinstellungen. Lediglich fir die
Parametereinstellung 5000 Laserschiisse, CIDhoch wurden mit 24.395 Vorlauferionen 9%
weniger ausgewdhlt. Dies ist bei den Ergebnissen zu berlcksichtigen. Der durchschnittliche
Mascot ion score ist, wie fur die Messungen mit den Peptidbibliotheken des 10-
Proteinstandards, nur wenig von den verschiedenen Parametereinstellungen beeinflusst und

schwankt <6%. Um einen Vergleich der verschiedenen Parametereinstellungen
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durchzufuhren, wurde die Anzahl der identifizierten TMT-markierten Peptide verglichen.
Dabei wurde fur alle Parametereinstellungen ein ion score cutoff fur den identity threshold
von 38 gewdhlt. Damit wurde eine falsch-positiv Rate <4% erreicht. Die Peptidzuordnungen
resultieren letztendlich in der Identifizierung von Spaltstellensequenzen, die dann (ber eine
leicht modifizierte Version der PICS Datenanalyse-Pipeline ermittelt wurden (Schilling and
Overall, 2008).

Vergleicht man den Einfluss von Parameter i) die Anzahl der akkumulierten Laserschiisse mit
der Anzahl an identifizierten TMT-markierten Peptiden, so wurden nach Akkumulation von
3000 Laserschiissen mehr Identifizierungen erreicht als nach der Akkumulation von 5000
Laserschiissen, unabhangig von Parameter iii) der Reihenfolge der precursor-Auswahl (2.393
vs. 2.109 TMT-markierte Peptide und 2.814 vs. 2.261 TMT-markierte Peptide). Bezlglich
dieses Parameters wurden mehr TMT-markierte Peptide unter Verwendung der “strongest
precursor first” Methode identifiziert, als unter Verwendung der “weakest precursor first”
Methode, unabhéngig von der Anzahl an akkumulierten Laserschussen (2.393 vs. 2.814 TMT-
markierte Peptide und 2.109 vs. 2.261 TMT-markierte Peptide). Die meisten TMT-markierten
Peptide (2.814) wurden unter der Verwendung der Parameterkombination 3000 Laserschiisse,
“strongest precursor first” identifiziert. Vergleicht man dies mit der Parameterkombination
5000 Laserschisse, “weakest precursor first”, mit der die wenigsten TMT-markierten Peptide
(2.109) identifiziert wurden, so sind es 25% weniger.

In den Experimenten mit der Peptidbibliothek des zytosolischen Hefeproteoms wurde der
Einfluss der verschiedenen Parameterkombinationen aus i) der Anzahl der akkumulierten
Laserschiisse und iii) Reihenfolge der precursor-Auswahl fir die Fragmentierung auch in
Bezug auf die Quantifizierung TMT-markierter Peptide untersucht. Um eine mdglichst grofie
Anzahl an Quantifizierungswerten pro identifizierter Spaltstellensequenz zu berticksichtigen,
wurden fur die weitere Analyse nur solche TMT-markierte Peptide als identifiziert betrachtet,
die in mindestens zwei von drei technischen Replikaten gefunden wurden.

Es wurden wie zuvor die finf verschiedenen TMT-Flachenverhaltnisse (127/126 bis 131/126)
mittels der Mascot Software bestimmt. Insgesamt wurden maximal 1,0% an negativen Werten
fur TMT-Fl&chenverhdltnisse errechnet und von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Da auch in diesen Experimenten sechs interne technische Replikate zum Einsatz kamen,
betrug der Erwartungswert flr die TMT-Flachenverhaltnisse erneut 1,0. Mathematische
Ausreiller wurden (ber einen [IQR-Test mit dem selbsterstellten Perl-Skript
TMT_SIXREP_IQR_OQutlier v 2.0 entfernt und danach die durchschnittlichen geometrischen
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Mittelwerte und Standardabweichungen Uber alle finf TMT-Flachenverhaltnisse berechnet

(siehe Tabelle 3.10 und Abbildung 3.6).

Tab. 3.10:

Abb. 3.6:

Durchschnittliche geometrische Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) Uber
alle funf TMT-Flachenverhdltnisse (127/126 bis 131/126) der MALDI-TOF/TOF
MS/MS Parameteroptimierung mittels der tryptischen Peptidbibliothek des
zytosolischen Hefeproteoms. Alle Werte sind tber die Summe von drei technischen

Replikaten fiir jede Parametereinstellung gemittelt.

durchschnittlicher durchschnittliche

Parametereinstellung geometrlscher SD (%)
Mittelwert

3000 Laserschussg, 0,975 0,186 (19%)
weakest precursor first

5000 Laserschuss_e, 0,975 0,187 (19%)
weakest precursor first

3000 Laserschusse_, 0,979 0,124 (13%)
strongest precursor first

5000 Laserschusse, 0,985 0,120 (12%)

strongest precursor first
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Geometrische Mittelwerte der TMT-Flachenverhéltnisse (127/126 bis 131/126) und
Standardabweichungen der MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameteroptimierung mittels der
tryptischen Peptidbibliothek des zytosolischen Hefeproteoms. Alle Werte sind Uber die
Summe von drei technischen Replikaten fur jede Parametereinstellung (1 bis 4) gemittelt.
1) 3000 Laserschusse, “weakest precursor first”, 2) 5000 Laserschisse, “weakest
precursor first”, 3) 3000 Laserschiisse, “strongest precursor first” und 4) 5000
Laserschisse, “strongest precursor first”, Av = average (durchschnittlicher

geometrischer Mittelwert Gber alle finf TMT-Flachenverhaltnisse).
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Der durchschnittliche geometrische Mittelwert der TMT-Flachenverhéltnisse Uber alle vier
Parameterkombinationen 1) 3000 Laserschusse, “weakest precursor first”, 2)
5000Laserschisse, “weakest precursor first”, 3) 3000 Laserschusse, “strongest precursor
first; und 4) 5000 Laserschisse, “strongest precursor first” gemittelt, errechnete sich auf
0,984 mit einer Standardabweichung <15%. Fir alle Parameterkombinationen wurde fir den
durchschnittlichen geometrischen Mittelwert eine Abweichung <3% vom Erwartungswert 1,0
erhalten.

Der Einfluss des Parameters i) der Anzahl an akkumulierten Laserschiissen ist
vernachlassigbar, unabhéngig von den beiden Einstellungen des Parameters iii) der
Reihenfolge der precursor-Auswahl “weakest precursor first” oder ‘“strongest precursor
first” (19% vs. 19% und 13% vs. 12%). Die durchschnittliche Standardabweichung der TMT-
Flachenverhéltnisse in Bezug auf diesen Parameter erreichte mittels der “weakest precursor
first” Einstellung hohere Werte verglichen mit der “strongest precursor first” Einstellung,
unabhéngig von der Anzahl an akkumulierten Laserschissen (19% vs. 13% und 19% vs.
12%).

Betrachtet man schliellich auch noch die bendtigte Messzeit fiir die MS/MS-Analysen der
jeweils drei technischen Replikate, so zeigt es sich, dass man unter der Akkumulation von
3000 Laserschiissen 28% weniger Messzeit benétigt als unter der Akkumulation von 5000
Laserschiissen (durchschnittlich 32,5 h vs. durchschnittlich 45 h).

3.3.3 Validierung des Q-PICS Ansatzes mittels Analyse der Spaltspezifitat
(cleavage site specificity) der Endoprotease GluC als bekannte Protease

Neben der Methodenentwicklung fir den Q-PICS Ansatz, in dem v. a. geeignete
Parametereinstellungen fur die Identifikation und Quantifizierung TMT-markierter Peptide
mittels LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS bestimmt werden sollten, spielte auch die korrekte
Identifizierung von Spaltsequenzen eine sehr wichtige Rolle. Dies stellt mit der simultanen
Gewinnung quantitativer Daten die eigentliche Aufgabe des Q-PICS Ansatzes dar. Zur
Validierung des Ansatzes wurde v. a. der Datensatz des zytosolischen Hefeproteoms
verwendet, der unter der optimalen Parametereinstellung 3000 akkumulierte Laserschusse,
ClDhoch = 4x10® Torr und Reihenfolge der precursor-Auswahl “strongest precursor first”
erstellt wurde. Fir die Datenbanksuche wurde zundchst semi Trypsin und semi GluC als
verwendetes Enzym gewdhlt, wobei keine C- oder N-terminale Orientierung berticksichtigt

wurde. Dabei wurden 2.814 TMT-markierte Peptide, also Spaltsequenzen identifiziert.
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Hieraus resultierten schlielich 962 unique Spaltsequenzen. Insgesamt wurden daraus 737
unique Spaltsequenzen, die in mindestens zwei der drei technischen Replikate identifiziert
wurden. Wie bereits beschrieben, wurde die tryptische Peptidbibliothek des zytosolischen
Hefeproteoms mit GIuC als target-Protease verdaut. Dabei handelt es sich um eine
Endoprotease, die Peptidbindungen speziell nach Glutamat oder weniger ausgepragt nach
Aspartat in Position P1 hydrolysiert (Sorensen et al., 1991). Um die Spaltspezifitat der
Protease GIuC zu analysieren, wurde eine leicht modifizierte Version der PICS Datenanalyse-
Pipeline verwendet (Schilling and Overall, 2008). Mit dieser konnten mehr als 1000 Peptide
und damit Spaltsequenzen untersucht werden. In Abbildung 3.7 ist eine Heat-Map, die die
Haufigkeit der einzelnen Aminoséuren in Position P6 bis P6 zeigt, dargestellt. Darin wird die
Spaltspezifitat der Protease GluC eindeutig charakterisiert.
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Abb. 3.7: Heat-Map zur Darstellung der GIuC Spaltstellen Spezifizitat unter Verwendung des
Experimentes der Peptidbibliothek des zytosolischen Hefeproteoms mit den optimalen
Parametereinstellungen (3000 akkumulierte Laserschiisse, CIDhoch = 4x10® Torr und
Reihenfolge der precursor-Auswahl “strongest precursor first”). Fur die Datenbanksuche
wurde semi Trypsin und semi GluC als Enzymeinstellung gewahlt. Die Peptidbindung
zwischen Position P1 und P17ist durch einen weien Strich abgetrennt. C=

carbarmidomethyliertes Cystein, K = dimethyliertes Lysin.

Insgesamt wurden 59,1% der identifizierten Spaltsequenzen nach einem C-terminalen

Glutamat und 34,9% nach einem C-terminalen Aspartat in Position P1 generiert. Damit wird
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ein Wert von insgesamt 94,0% erreicht, der der Spaltspezifitit von GIuC entspricht.
Spaltsequenzen, in denen andere Aminosduren in Position P1 enthalten waren, waren nur zu
4,4% beobachtbar. Die Ubrigen 1,6% verteilten sich auf sogenannte nicht eindeutige (engl.:
ambigous) Spaltsequenzen. Damit werden C-terminale prime Spaltsequenzen bezeichnet, die
in verschiedenen Proteinen, mit verschiedenen nonprime Spaltsequenzen identifiziert werden.
Hier ist eine eindeutige Zuordnung der nonprime Spaltsequenz nicht mdglich und die
Spaltsequenzen werden durch die PICS Datenanalyse-Pipeline ausgeschlossen (Schilling and
Overall, 2008).

Zusatzlich wurden die drei anderen Datensatze der MALDI-TOF/TOF MS/MS
Parameteroptimierung mit der Peptidbibliothek des zytosolischen Hefeproteoms beziiglich der
GIuC Spaltspezifitat untersucht. Insgesamt wurden dabei 59,1% bis 61,2% der identifizierten
Spaltsequenzen nach einem C-terminalen Glutamat und 34,0% bis 34,9% nach einem C-
terminalen Aspartat in Position P1 generiert. Der Gesamtwert flr die bekannte GIuC
Spaltspezifitét erreicht somit 94,0% bis 95,3%.

3.3.4 Validierung des Q-PICS Ansatzes mittels Analyse der Spaltspezifitat
(cleavage site specificity) der Endoprotease GluC als unbekannte Protease

Da das Hauptziel der vorliegenden Arbeit darin bestand, einen Ansatz zur simultanen
Bestimmung der Spaltspezifitat einer unbekannten Protease und der Quantifizierung von
proteolytischen Prozessen zu entwickeln, wurde die Mascot Datenbanksuche zusatzlich unter
der Einstellung ohne verwendetes Enzym durchgefiihrt. Auch hier wurde der Datensatz des

zytosolischen ~ Hefeproteoms  verwendet, der unter Einsatz der optimalen
Parametereinstellungen generiert wurde. Um auch hier eine falsch-positiv Rate <4% zu
erreichen, musste der ion score cutoff fir den identity threshold von 38 auf 41 erhéht werden.
Dadurch erhohte sich auch der durchschnittliche Mascot ion score von 61 auf 64. Von den
ursprunglich 2.814 TMT-markierten Peptiden, die unter der Einstellung semi Trypsin und
semi GluC als verwendetes Enzym fur die Datenbanksuche identifiziert wurden, wurden unter
der Einstellung kein verwendetes Enzym 2.584 TMT-markierte Peptide identifiziert. Dies
stellt eine Abnahme zugeordneter Fragmentspektren um lediglich 8% dar. Bezlglich der
unterschiedlichen unique Spaltsequenzen, die in mindestens zwei der drei technischen
Replikate identifiziert wurden, wurden von den ursprunglich 737 unique Spaltsequenzen noch

664 unique Spaltsequenzen identifiziert, was einer Abnahme von 10% entspricht. Betrachtet
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man die Ergebnisse bezuglich der Quantifizierung (siehe Abbildung 3.8), so wird deutlich,

dass hier kaum ein Unterschied zu der vorherigen Datenbanksuche festzustellen ist.

Abb. 3.8:
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Summe von drei technischen Replikaten fiir die beiden unterschiedlichen
Enzymeinstellungen (1 und 2) der Datenbankanalyse gemittelt. 1) semi Trypsin und semi
GluC 2) kein Enzym. Av = average (durchschnittlicher geometrischer Mittelwert tber
alle funf TMT-Flachenverhéltnisse).

So errechnet sich der durchschnittliche geometrische Mittelwert Gber alle finf TMT-

Flachenverhéltnisse nun auf 0,981 mit einer durchschnittlichen Standardabweichung <13% im

Vergleich zu 0,979 mit einer durchschnittlichen Standardabweichung <13%.

Auch hier wurde die Spaltspezifitdt der Protease GIuC unter Verwendung der leicht

modifizierten Version der PICS Datenanalyse-Pipeline untersucht und eine Heat-Map
(Abbildung 3.9) erstellt. Insgesamt wurden 61,0% (vorher 59,1%) der identifizierten

Spaltsequenzen nach einem C-terminalen Glutamat und 34,3% (vorher 34,9%) nach einem C-

terminalen Aspartat in Position P1 generiert. Damit wurde ein Wert von 95,3% (vorher

94,0%) erreicht, der der Spaltspezifitdt von GIuC entspricht. Spaltstellen, in denen andere

Aminosduren in Position P1 enthalten waren, waren zu 3,5% (vorher 4,4%) beobachtbar. Die

ubrigen 1,2% (vorher 1,6%) verteilen sich auf ambigous Spaltsequenzen.
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Abb. 3.9: Heat-Map zur Darstellung der GIluC Spaltstellen Spezifizitat unter Verwendung des
Experimentes der Peptidbibliothek des zytosolischen Hefeproteoms mit den optimalen
Parametereinstellungen (3000 akkumulierte Laserschiisse, CIDhoch = 4x10® Torr und
Reihenfolge der precursor-Auswahl “strongest precursor first”’). Fur die Datenbanksuche
wurde kein Enzym als Enzymeinstellung gewahlt. Die Peptidbindung zwischen Position
P1 und P1’ist durch einen weiRen Strich abgetrennt. C = carbarmidomethyliertes Cystein,
K = dimethyliertes Lysin.

3.4 Diskussion

Wie zuvor bereits beschrieben basiert die generelle VVorgehensweis des Q-PICS Ansatzes
(siehe Abbildung 3.1) zur Bestimmung der Spaltspezifitdt von unbekannten Proteasen, auf
dem von Schilling et al. (2008) entwickelten qualitativen PICS Ansatz (siehe Abbildung
1.18). Dieser wurde fiir den Q-PICS Ansatz jedoch um den quantitativen Aspekt erweitert.
Dieser quantitative Aspekt ermdglicht es bis zu sechs internen technischen Replikaten
gleichzeitig zu analysieren oder die gleichzeitige ldentifizierung von Spaltsequenzen in
verschiedenen biologischen Zustdnden. Beide Ansatze verwenden als Grundlage Proteom-
basierte Peptidbibliotheken, die durch den Verdau eines Vollproteoms mit einer (bekannten)
work-Protease wie z. B. Trypsin generiert werden. Die Wahl dieser work-Protease ist insofern
entscheidend, als dass sie keine Spaltspezifitat besitzen darf, die der der eigentlichen target-

Protease entspricht. Hierbei miissen Uberlappungen also vermieden werden. So wurden in
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dieser Arbeit als work-Proteasen Trypsin und Chymotrypsin verwendet, die keinerlei
Uberlappungen mit der target-Protease GluC beziiglich ihrer Spaltstellenspezifitat aufweisen.
Wahrend im klassischen PICS Ansatz das Proteom humaner Zelllinien verwendet wurde,
kommen in dem in dieser Arbeit entwickelten Q-PICS Ansatz Peptidbibliotheken auf Basis
eines 10-Proteinstandards bzw. des zytosolischen Proteoms der Béackerhefe S. cerevisiae zum
Einsatz. Dabei handelt es sich um weniger komplexe Peptidbibliotheken.

Auch die Probenvorbereitung zur Herstellung der Peptidbibliotheken ist im Q-PICS Ansatz
leicht modifiziert. Wéahrend beim PICS-Ansatz der Verdau der intakten Proteine mit der work-
Protease direkt nach der Hitzedenaturierung erfolgt, wird im Q-PICS Ansatz durch die
Zugabe von 8 M Harnstoff denaturiert, anschlieRend die Disulfidbriicken reduziert und die
freien Cysteinseitenketten alkyliert. Diese beiden Schritte erfolgen beim PICS Ansatz erst
nach dem Verdau. Der Vorteil der Vorgehensweise des Q-PICS Ansatzes, in dem der Verdau
mittels work-Protease nach der Reduktion der Disulfidbriicken und Alkylierung der
Cysteinseitenketten erfolgt, besteht darin, dass die Reagenzien der Reduktion und Alkylierung
vor dem Verdau tber Amicon Ultra 4 3K Zentrifugenfilter mit einem cutoff von 3000 Da
entfernt werden koénnen. Dariiber hinaus wird durch die Denaturierung der Proteine mittels
Harnstoff die Zuganglichkeit der Proteasen zum Ort der Hydrolyse der Peptidbindungen
verbessert, wodurch eine grolRere Anzahl an Spaltpeptiden resultiert (Riviere L. R. and
Tempst, 1995).

Durch die Umpufferung der Proben auf 200 mM HEPES pH 7,4 wird aulRerdem der
Proteaseinhibitor entfernt, der dem Lysepuffer beigegeben wurde. Innerhalb des klassischen
PICS Ansatz wird hingegen kein Proteaseinhibitor verwendet. Die Blockierung der durch den
Verdau mittels work-Protease gebildeten neo-N-Termini und der Lysinseitenketten mittels
reduktiver Dimethylierung, wird innerhalb beider Ansétze gleichermaRen durchgefuhrt. Fur
den Klassischen PICS-Ansatz missen sowohl die (Uberschissigen Reagenzien fir die
Reduktion und Alkylierung der Cysteinseitenketten als auch diejenigen der reduktiven
Dimethylierung Uber eine umfassende Aufreinigung entfernt werden. Hierzu wird zunéchst
eine praparative GroélRenauschluss-Chromatographie mit einem cutoff von 700 Da, gefolgt von
einer Kationenaustausch- und einer Umkehrphasen-Chromatographie durchgefihrt. Fir den
Q-PICS Ansatz missen zu diesem Zeitpunkt der Peptidbibliothekherstellung nur die
Reagenzien der reduktiven Dimethylierung tber eine Aufreinigung mit 60 mg Oasis SPE-
Kartuschen entfernt werden. Die Uberschussigen Reagenzien zur Derivatisierung der

Cysteinseitenketten wurden bereits zuvor durch die Umpufferung abgetrennt.
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Der eigentliche Protease Assay wird zundchst in beiden Ansédtzen gleichermalen
durchgefuhrt. So erfolgt als erstes der Verdau der (verschiedenen) Peptidbibliotheken mittels
der zu analysierenden target-Protease. Beim PICS Ansatz werden die dabei entstandenen neo-
N-Termini mit Biotin markiert und in einer anschlieenden Streptavidin-Anreicherung
aufgereinigt bzw. angereichert. Die Identifizierung der biotinylierten Peptide erfolgt dann
uber eine LC-ESI MS/MS Analyse mit anschliellender Mascot-Datenbanksuche, wahrend die
nonprime Spaltsequenzen bioinformatisch durch die PICS Datenanalyse-Pipeline bestimmt
werden (Schilling and Overall, 2008).

Im Gegensatz dazu werden im Q-PICS Ansatz die neo-N-Termini mit TMT statt mit Biotin
markiert. Wie in Kapitel 1.2 bereits erldutert handelt es sich dabei um ein isobares tag, das aus
einer Reporter-, einer Balance- und einer Amin-reaktiven-Gruppe besteht (siehe Abbildung
1.4). Auf diese Weise wurden, unter Ausnutzung der sechs verschiedenen TMT
Reporterionenkandle (126, 127, 128, 129, 130 und 131) insgesamt jeweils sechs interne
technische Replikate verwendet. Da keine weitere Aufreinigung oder Anreicherung des
vereinigten Probengemisches durchgefiihrt wurde, wurden anschlielend sowohl die TMT-
markierten N-terminalen nonprime Spaltsequenzen als auch die C-terminalen prime
Spaltsequenzen mittels LC-MS/MS analysiert. Dadurch wird die Komplexitit der Probe,
verglichen mit dem klassischen PICS Ansatz erhoht. In diesem werden im ldealfall nur die
angereicherten Biotin-markierten N-Termini mittels LC-MS/MS analysiert. Um der htéheren
Komplexitat entgegenzuwirken, wurde fir den Q-PICS Ansatz das im Vergleich zum
humanen Proteom weniger komplexe zytosolische Hefeproteom verwendet.

Zusétzlich wurde an Stelle einer LC-ESI eine LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Analyse
durchgefuhrt. Ein groRer Vorteil der LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Analyse fiir den Q-PICS
Ansatz, ist die Ausbildung Uberwiegend einfach geladener lonen (Karas, et al., 2000). In ESI-
basierten Analysen kdnnen wahrend der Messung auf MS-Ebene Peptide als verschieden
geladene Spezies vorliegen (dies gilt auch fir die Fragmentionen auf MS/MS-Ebene). Dies
fuhrt zum einen zu einem Verdlnnungseffekt der einzelnen Analyten und zum anderen
werden zusammen mit den verschieden geladenen Spezies co-eluierender Peptide die MS
Spektren durch die zunehmende Anzahl an Signalen immer komplexer.

Prinzipiell wurden sowohl die TMT-markierten N-terminalen nonprime Spaltsequenzen als
auch die C-terminalen prime Spaltsequenzen mittels LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS
analysiert. Wie im klassischen PICS Ansatz wurden dann die C-terminalen Spaltsequenzen

uber eine Mascot Datenbanksuche identifiziert und die N-terminalen Spaltsequenzen, die in
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Abbildung 3.1, B gezeigt sind, mittels einer leicht modifizierten Datenanalyse-Pipeline des
PICS-Ansatzes bestimmt (Schilling and Overall, 2008).

Die Vor- und Nachteile der Quantifizierung mittels isobarer tags wurden in ESI-basierten
MS/MS-Analysen, wie zuvor beschrieben, fir die unterschiedlichsten Instrumententypen
bereits untersucht. Hierbei scheint sich v. a. das LTQ-Orbitrap Massenspektrometer
durchzusetzen (Bantscheff, et al., 2008, Dayon et al., 2010a, Griffin, et al., 2007, Kocher, et
al., 2009, Pichler, et al., 2011, Zhang et al., 2009).

Dennoch wurde fiir den Q-PICS Ansatz LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS eingesetzt, da diese

Instrumentierung die beschriebenen Vorteile, wie einfach geladene lonen, besitzt.

34.1 MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameteroptimierung mittels der
Peptidbibliotheken auf Basis des 10-Proteinstandards

Um den Einfluss unterschiedlicher Probenkonzentrationen auf die Parameteroptimierung
untersuchen zu koénnen, wurden von zwei verschiedenen Peptidbibliotheken 250 fmol bzw.
2,5 pmol an verdauter Gesamtproteinmenge auf dem nanoHPLC-System aufgetrennt. Die
precursor-Auswahl fur die MS/MS-Analyse erfolgte nicht messdatenabhangig, sondern tber
den Einsatz einer sogenannten inclusion list. Eine messdatenabhéngige precursor-Auswahl
wirde hingegen durch Einstellungen bestimmter Parameter durch die Software des
Massenspektrometers durchgefuhrt werden. Hierbei werden nach der Analyse der Spots auf
MS-Ebene, abhdngig von der eingestellten Zahl an maximalen MS/MS-Messungen pro Spot,
alle precursor ausgewahlt, die oberhalb eines zuvor eingestellten S/N-Verhaltnisses liegen.
Die Software errechnet dann fur die ausgewahlten precursor in welchem Spot sie die hdchste
Intensitat aufweisen. In diesen Spots erfolgt dann auch die MS/MS-Analyse. Im Gegensatz
dazu werden unter Verwendung einer inclusion list die m/z-Verhaltnisse bereits bekannter
Analyten auf diese Liste eingetragen. Die Software wéhlt nach der Analyse auf MS-Ebene nur
solche precursor aus, deren m/z-Verhaltnisse in der inclusion list eingetragen sind. Auch hier
erfolgt die MS/MS-Analyse in denjenigen Spots, in denen die ausgewéhlten precursor mit der
hochsten Intensitat vorliegen. Die Verwendung dieser inclusion lists ermoglicht den Einfluss
der Parameter i) Anzahl der akkumulierten Laserschisse zur Generierung der MS/MS-
Spektren und ii) Gasdruck in der CID-Kollisionszelle unter sonst moglichst konstanten
Bedingungen zu untersuchen.

Insgesamt wurden vier technische Replikate analysiert. Die vier unterschiedlichen
Parameterkombinationen wurden dann in alternierender Reihenfolge mit den einzelnen

technischen Replikaten durchgefiihrt (siehe Tabelle 3.4). Dies entspricht einer Gesamtanzahl

71



Kapitel 111

von 16 LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS-Analysen flr jede Probe. Wie in Kapitel 1.4 bereits
beschrieben, kann es zur so genannten lonensuppression kommen, wenn zu viele
Probenmolekdle in der Gasphase vorliegen. Die Qualitat eines MS/MS-Spektrums hangt also
auch von der Spotzusammensetzung ab. Die precursor-Auswahl erfolgt nach der MS-Analyse
fir die vier unterschiedlichen Parameterkombinationen des gleichen technischen Replikats
gleichermal3en. Dadurch werden die einzelnen Peptide immer in dem gleichen Spot analysiert.
Eine Spot-zu-Spot-Variabilitat entfallt somit innerhalb eines technischen Replikats. Damit ist
die Spotzusammensetzung innerhalb eines technischen Replikats fur die jeweiligen Peptide
gleich, so dass auftretende lonensuppressionseffekte ebenfalls gleich bleiben.

Maximal wurden 25 MS/MS-Messungen pro Spot durchgefihrt. Abhangig von der
Komplexitat der Probe wird dieses Maximum auf den unterschiedlichen Spots erreicht. Je
mehr MS/MS-Messungen in einem Spot erfolgen, desto mehr Laserschiisse werden auf diesen
abgegeben. Mit zunehmender Anzahl erfolgter Laserschiisse wird erhoht sich der Spotabtrag.
Die Qualitat der MS/MS-Spektren héngt auch von der Konzentration der Analyten ab. Es
spielt also eine Rolle, wie viele Laserschiisse bereits in einem Spot generiert wurden, also wie
grol? der bereits erfolgte Spotabtrag ist, bevor ein bestimmter precursor in diesem Spot
fragmentiert wird. Durch Verwendung der inclusion list werden nur wenige precursor pro
Spot analysiert, so dass der Spotabtrag nur eine geringe Rolle spielt. Um dies wirklich
sicherzustellen, wurde zusétzlich die zuvor bereits erwéhnte, alternierende Reihenfolge der
vier unterschiedlichen Parameterkombinationen mit den einzelnen technischen Replikaten
durchgefuhrt.

Zusammenfassend kann also davon ausgegangen werden, dass in den Experimenten mit den
Peptidbibliotheken auf Basis des 10-Proteinstandards durch die Verwendung der inclusion
lists die Spot-zu-Spot-Variabilitdt, die Spotzusammensetzung und der Spotabtrag

vernachlassigbar sind.

A) Tryptische Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards

Sowohl bei der Verwendung von 250 fmol als auch von 2,5 pmol an verdauter
Gesamtproteinmenge fur die LC-Auftrennung wurden 47 TMT-markierte Peptide
identifiziert. Damit wurden nicht alle 50 Peptide der inclusion list zugeordnet. In den zuvor
durchgefiihrten Pilotexperimenten wurden ebenfalls vier technische Replikate analysiert. Da
auch solche TMT-markierten Peptide auf der inclusion list hinzugefugt wurden, die nur in
einem technischen Replikat der Pilotexperimente identifiziert wurden, ist es nicht

verwunderlich, dass nicht alle 50 TMT-markierten Peptide identifiziert wurden.
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Betrachtet man die Ergebnisse der tryptischen Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards
bezuglich der Identifizierung der TMT-markierten Peptide, so wurde sich hier auf den Mascot
ion score bezogen. Dieser stellt das MaR der Wahrscheinlichkeit dar, ob es sich bei einer
Peptidzuordnung um eine korrekte oder zufallige Identifizierung handelt. Dabei wurde
angenommen: je hoher der ion score, also die Wahrscheinlichkeit einer korrekten Zuordnung,
desto hoher ist auch die Qualitat des zugrunde liegenden MS/MS-Spektrums. Es zeigte sich
jedoch, dass weder die Anzahl an akkumulierten Laserschiissen, noch der Gasdruck in der
Kollisionszelle einen starken Einfluss auf den Mascot ion score haben. Vergleicht man die
Werte fiir die vier unterschiedlichen Parameterkombinationen und die beiden verschiedenen
Mengen analysierter Probe, so ist kein Trend erkennbar, wunter welchen
Parameterbedingungen die besten Identifizierungen erhalten wurden.

In Abbildung 3.10 sind die MS/MS-Spektren des Peptides ACFAVEGPK aus dem Protein

BSA dargestellt, die unter den vier verschiedenen Parameterkombinationen generiert wurden.
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Abb. 3.10: MS/MS-Spektren des Peptides ACFAVEGPK (m/z = 1235,65 ) aus dem Protein BSA der
tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des 10-Proteinstandards. Die Spektren wurden mit
einem MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer im positive ion mode generiert. Insgesamt
wurden vier verschiedene Parameterkombinationen analysiert, um den Einfluss der
Parameter i) Anzahl der akkumulierten Laserschiisse zur Generierung der MS/MS-
Spektren ii) Gasdruck in der CID-Kollisionszelle auf die Identifizierung und
Quantifizierung TMT-markierter Peptide zu untersuchen: 1) 3000 Laserschiisse,
ClIDniedrig; 2) 5000 Laserschiisse, CIDniedrig, 3) 3000 Laserschisse, CIDhoch und 4)
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5000 Laserschiisse, CIDhoch. Der m/z-Bereich, der die Signale der Reporterionen enthalt,
ist jeweils in VergroRerung dargestellt und mit einem roten Pfeil markiert. Zusétzlich sind
die Mascot ion scores abgebildet.

Der Unterschied des Mascot ion scores betragt fur dieses Peptid bis zu 7% und liegt damit
etwas hoher als die Schwankung des durchschnittlichen Mascot ion scores. Dieser lag tber
alle Peptide gemittelt bei einem Wert <5% fir die mittels LC getrennte Menge an verdautem
Gesamtprotein von 250 fmol bzw. 6% fir 2,5 pmol. Betrachtet man sich die b- und y-
lonenserien, so sieht man, dass weder unter Verwendung unterschiedlicher Schusszahlen,
noch verschiedener Gasdriicke in der CID-Kollisionszelle stark unterschiedliche Signalmuster
beobachtbar sind. Es kommt also zu keiner unterschiedlichen Ausbildung an Immoniumionen,
Seitenfragmenten oder b- bzw. y-lonen.

Um den Einfluss der verschiedenen MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameterkombinationen auf
die Quantifizierung TMT-markierter Peptide beurteilen zu koénnen, wurden alle TMT-
Reporterionenflachen mittels der Mascot Software durch die Flachenwerte des Kanals 126
geteilt, wodurch insgesamt flnf verschiedene TMT-Flachenverhéltnisse (127/126 bis
131/126) errechnet wurden.

Die Anzahl an negativen Werten der TMT-Flachenverhéltnisse, die fur die weitere
Datenanalyse entfernt wurden, ist flr beide verwendete Mengen an verdautem Gesamtprotein
vernachléssigbar. Solche negativen Werte der TMT-Flachenverhaltnisse entstehen durch die
Berechnung der Isotopenkorrektur durch die Mascot Software. Sind Reporterionensignale
entweder nicht detektierbar oder von solch geringer Intensitét, dass sie wéahrend der Erstellung
der mgf-Datei nicht erfasst werden, kann eine Isotopenkorrektur nicht mehr durchgefihrt
werden, da einzelne Isotope fehlen. Somit kann das Isotopenmuster nicht mehr korrekt
berechnet werden und man erhalt negative TMT-Flachenverhéltnisse. Diese ergeben
biologisch keinerlei Sinn.

Die Abweichung des geometrischen Mittelwertes vom Erwartungswert 1,0 betragt <3% fir
alle Parameterkombinationen der beiden unterschiedlichen Mengen an verdautem
Gesamtprotein (siehe Tabelle 3.7). Dies sowie die Tatsache, dass auch die durchschnittlichen
Standardabweichungen <20% betragen, steht in guter Ubereinkunft mit anderen iTRAQ-
(Gluckmann et al., 2007, Ogata et al., 2007, Ross, et al., 2004) oder TMT-
Quantifizierungsstudien (Dayon, et al., 2008, Tiberti, et al., 2010).

Die durchschnittliche Standardabweichung, gemittelt Uber alle vier verschiedenen
Parameterkombinationen und die funf TMT-Flachenverhdltnisse der einzelnen

Reporterionenkandle verandert sich in Abhangigkeit der verwendeten Menge an verdautem

74



Kapitel 111

Gesamtprotein. Hu et al. konnten in einer Studie unter Verwendung eines 4700 MALDI
TOF/TOF Massenspektrometers (AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland) fir das iTRAQ-
Reagenz zeigen, dass die analytische Varianz eine Funktion der Signalintensitat der
Reporterionensignale darstellt (Hu, et al., 2006). Hieraus wurden verschiedene Fehlermodelle
fiir den Umgang mit quantitativen Daten isobarer tags erstellt (Karp et al., 2010, Zhang et al.,
2010). Die Varianz der gemessenen Intensititen der Reporterionen (und damit verbunden der
Flachen der Reporterionen) sinkt, wenn diese Intensitaten (Flachen) ansteigen. Da eine hohere
Konzentration eines Peptides prinzipiell auch zu einem hdéheren Signal fihren sollte, stellt
dies eine Erklarung fur die geringeren durchschnittlichen Standardabweichungen unter
Verwendung der hoheren Menge an verdautem Gesamtprotein dar.

Dadurch sind die unterschiedlichen Einfliisse der Parameter i) der Anzahl an akkumulierten
Laserschiissen und ii) dem Druck in der CID-Kollisionszelle unter Verwendung der héheren
Menge an verdautem Gesamtprotein weniger stark ausgepragt, da die Quantifizierung in
diesem Fall insgesamt viel robuster zu sein scheint. Zusammenfassend kann man sagen, dass
durch den Einsatz des hoheren Gasdrucks in der Kollisionskammer, eine geringere
durchschnittliche Standardabweichung erreicht wird, als durch den niedrigeren Gasdruck.
Vergleicht man die Intensitaten der Reporterionen relativ zu den Signalen der b- und y-
Fragmentionen in den MS/MS Spektren in Abbildung 3.10, so erkennt man, dass diese fur
den hoheren Gasdruck im Vergleich zum niedrigeren Gasdruck angestiegen sind. Hier spielt
demnach die geringere Varianz der insgesamt hoheren gemessenen Intensitaten der
Reporterionen eine Rolle (Hu, et al., 2006). Dieser Effekt ist unabhéngig von Parameter ii)
der Anzahl an akkumulierten Laserschiissen pro MS/MS-Spektrum. Der Einfluss dieses
Parameters auf die Qualitat der Quantifizierung TMT-markierter Peptide ist nicht eindeutig
feststellbar. Unter Verwendung von 250 fmol an verdautem Gesamtprotein werden unter der
Akkumulation von 5000 Laserschissen geringere durchschnittliche Standardabweichungen
gemessen, als unter der Akkumulation von 3000 Laserschiissen. Unter Verwendung von
2,5 pmol an verdautem Gesamtprotein ist dieser Effekt umgekehrt, wenn auch weniger stark
ausgepragt. Eine eindeutige Aussage, ob die Akkumulation von 5000 Laserschissen zu
geringeren durchschnittlichen Standardabweichungen fihrt als die Akkumulation von 3000

Laserschussen, konnte anhand dieser Daten nicht getroffen werden.

B) Chymotryptische Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards
Um eine moglichst groRe Vielfalt an unterschiedlichen Peptiden der Peptidbibliotheken zu

erhalten, wurde neben der tryptisch verdauten, auch eine chymotryptisch verdaute
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Peptidbibliothek hergestellt. Man erhalt z. B. mit der Protease Trypsin Peptide, die die
basischen Aminosauren Lysin oder Arginin am C-Terminus tragen. Damit sind basische
Aminoséuren innerhalb der Peptidsequenzen dieser Peptidbibliothek unterreprasentiert. Durch
chymotryptischen Verdau hingegen (spaltet nach groRen hydrophoben Resten wie
Tryptophan, Tyrosin, Leucin oder Phenylalanin in Position P1) erhédlt man sowohl basische
als auch saure Aminosduren innerhalb der Sequenzen, wobei weniger hydrophobe
Aminosdauren enthalten sind. Fir MMP2, einer wichtigen Protease in der
Tumormetastasierung und Angiogenese (Overall and Kleifeld, 2006), wurde eine hdhere
Abdeckung an Spaltstellenidentifizierungen durch die Verwendung von Trypsin,
Chymotrypsin oder GIuC als work-Protease zur Herstellung der Peptidbibliotheken erreicht
(Schilling and Overall, 2008).

Auch flr die Experimente der chymotryptischen Peptidbibliothek wurden 50 TMT-markierte
Peptide auf eine inclusion list eingetragen. Aus diesen TMT-markierten Peptiden wurden 44
unique (einzigartige) Spaltsequenzen der Endoprotease GluC identifiziert. Unter Verwendung
der tryptischen Peptidbibliothek wurden aus den 50 TMT-markierten Peptiden 47 unique
Spaltsequenzen identifiziert, wobei insgesamt 12 dieser unique Spaltsequenzen in beiden
Peptidbibliotheken gefunden wurden (siehe Abbildung 3.11). Die Verwendung
unterschiedlicher Peptidbibliotheken fiihrt also auch hier zu einer hoheren Abdeckung an
Spaltstellenidentifizierungen.

Abb. 3.11: Venn-Diagramm der Anzahl an identifizierten unique Spaltsequenzen der Endoprotease
GIuC in der tryptischen (rot) bzw. der chymotryptischen (blau) Peptidbibliothek auf Basis

des 10-Proteinstandards.

In den Experimenten mit der chymotryptischen Peptidbibliothek des 10-Proteinstandards
wurden geringfligig mehr TMT-markierte Peptide identifiziert, als in den Experimenten der
tryptischen Peptidbibliothek (49 unter der Verwendung von 250 fmol und 50 unter
Verwendung von 2,5 pmol an verdauter Gesamtproteinmenge)

Picotti et al. konnten in einer Studie (2007) zeigen, dass die meisten Algorithmen von
Datenbanksuchen zur Berechnung der so genannten scores dazu tendieren langere
Peptidsequenzen mit typisch tryptischen Enden zu favorisieren. Die Anzahl an Peptiden mit

untypischen tryptischen Enden, die mdglicherweise zu geringe scores erhalten, ist in der
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chymotryptischen Peptidbibliothek hoher, als in der tryptischen Peptidbibliothek. Dies stellt
eine Erklarung dar, warum die durchschnittlichen Mascot ion scores der Experimente mit der
tryptischen niedriger waren (siehe Abbildung 3.2), als die der chymotryptischen
Peptidbibliothek (siehe Abbildung 3.4).

Die Ergebnisse der tryptischen Peptidbibliothek bezlglich der Identifizierung TMT-
markierter Peptide kdnnen durch diejenigen der chymotryptischen Peptidbibliothek bestatigt
werden. Vergleicht man die Werte fur beide Mengen an verdautem Gesamtprotein, so ist auch
hier kein Trend erkennbar, welche der vier Kombinationen der Parameter i) der Anzahl an
akkumulierten Laserschiissen und ii) dem Druck in der CID-Kollisionszelle, zu den besten
Identifizierungen fihrt. In Abbildung 3.12 sind die MS/MS-Spektren des Peptides
ADIAGHGQE aus dem Protein Myoglobin dargestellt, die unter den vier verschiedenen

Parameterkombinationen generiert wurden.
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Abb. 3.12: MS/MS-Spektren des Peptides ADIAGHGQE (m/z = 1126,55) aus dem Protein
Myoglobin der chymotryptischen Peptidbibliothek auf Basis des 10-Proteinstandards. Die
Spektren wurden mit einem MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer im positive ion
mode generiert. Insgesamt wurden vier verschiedene Parameterkombinationen analysiert,
um den Einfluss der Parameter i) Anzahl der akkumulierten Laserschiisse zur
Generierung der MS/MS-Spektren ii) Gasdruck in der CID-Kollisionszelle auf die
Identifizierung und Quantifizierung TMT-markierter Peptide zu untersuchen: 1) 3000
Laserschiisse, ClDniedrig; 2) 5000 Laserschisse, ClDniedrig, 3) 3000 Laserschiisse,
CIDhoch und 4) 5000 Laserschiisse, CIDhoch. Der m/z-Bereich, der die Signale der
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Reporterionen enthalt, ist jeweils in VergroRerung dargestellt und mit einem roten Pfeil

markiert. Zusatzlich sind die Mascot ion scores abgebildet.

Bei diesem Peptid ist praktisch kein Unterschied des Mascot ion scores zu beobachten.
Betrachtet man wie zuvor die b- und y-lonenserien, so sieht man, dass weder unter
Verwendung der unterschiedlichen Anzahl an Laserschiissen, noch der verschiedenen
Gasdricke in der CID-Kollisionszelle, abweichende Zuordnungen beobachtbar sind.
Lediglich die Intensitaten der Signale unterscheiden sich und flihren somit zu minimalen
Varianzen.

Wahrend die Anzahl an negativen Werten der TMT-Flachenverhéltnisse fur 2,5 pmol an
verdautem Gesamtprotein wie in den Experimenten der tryptischen Peptidbibliothek
vernachl&ssigbar ist, so ist sie fur 250 fmol an verdautem Gesamtprotein fast dreimal so hoch,
wie in diesen Experimenten. Solch negative Werte der TMT-Flachenverhéltnisse sind
prinzipiell auch ein Indiz fir qualitativ niedrige MS/MS-Spektren, da sie einen Hinweis flr
niedrige Intensitaten und/oder ein schlechtes S/N-Verhéltnis liefern konnten.

Die Abweichung der durchschnittlichen geometrischen Mittelwerte der TMT-
Flachenverhéltnisse vom Erwartungswert 1,0 stimmt mit den Ergebnissen der tryptischen
Peptidbibliothek sehr gut (berein (siehe Tabelle 3.7). Die durchschnittlichen
Standardabweichungen der TMT-Flachenverhaltnisse der verschiedenen
Parameterkombinationen fur die chymotryptische Peptidbibliothek sind hingegen hoher (siehe
Tabelle 3.8). So wurden fur 250 fmol an verdauter Gesamtproteinmenge 6% - 9% hohere
Werte fiir die durchschnittlichen Standardabweichungen beobachtet, die z. T. >20% lagen.
Fur 2,5 pmol an verdauter Gesamtproteinmenge lagen die Werte 5% - 7% (ber den Werten
der tryptischen Peptidbibliothek. Prinzipiell stimmen aber die Werte der durchschnittlichen
Standardabweichung der TMT-Flachenverhdltnisse auch unter Verwendung der
chymotryptischen Peptidbibliothek gut mit den anderen iTRAQ- (Gluckmann, et al., 2007,
Ogata, et al., 2007, Ross, et al., 2004) oder TMT-Quantifizierungsstudien (Dayon, et al.,
2008, Tiberti, et al., 2010) tberein.

In den Experimenten der chymotryptischen Peptidbibliothek ist ebenfalls die Abh&ngigkeit
der durchschnittlichen Standardabweichung der TMT-Flachenverhéltnisse von der
verwendeten Menge an verdautem Gesamtprotein zu beobachten. Auch hier sind, in guter
Ubereinstimmung mit der Studie von Hu et al. (2006), die Standardabweichungen fiir die
hohere Menge an verdautem Gesamtprotein niedriger als fir die niedrigere Menge. Die

Einflisse der Parameter i) der Anzahl an akkumulierten Laserschiissen und ii) dem Druck in
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der CID-Kollisionszelle sind ebenfalls unter Verwendung der héheren Menge an verdautem
Gesamtprotein weniger stark ausgepragt.

Die Ergebnisse der tryptischen Peptidbibliothek, die zeigten, dass durch den Einsatz des
hoheren Gasdrucks in der Kollisionskammer eine geringere durchschnittliche
Standardabweichung der TMT-Flachenverhaltnisse erreicht wird, als durch den niedrigeren
Gasdruck, werden bestatigt. Vergleicht man die Intensititen der Reporterionen relativ zu den
Signalen der b- und y-Fragmentionen in den MS/MS-Spektren in Abbildung 3.12, so erkennt
man auch fir das Peptid ADIAGHGQE, dass diese flr den héheren Gasdruck im Vergleich
zum niedrigeren Gasdruck angestiegen sind. Dieser Effekt ist, wie zuvor, unabhangig von
Parameter ii) der Anzahl an akkumulierten Laserschiissen zu beobachten.

Der Einfluss dieses Parameters auf die Qualitat der Quantifizierung TMT-markierter Peptide
ist unter Verwendung der chymotryptischen Peptidbibliothek eindeutiger, als unter
Verwendung der tryptischen Peptidbibliothek. Fir beide Mengen an verdautem
Gesamtprotein werden nach der Akkumulation von 5000 Laserschiissen geringere
durchschnittliche Standardabweichungen erreicht, als nach der Akkumulation von 3000
Laserschiissen. Insgesamt betrachtet scheint, die Akkumulation von 5000 Laserschiissen
prinzipiell zu geringeren durchschnittlichen Standardabweichungen zu fiuhren, als die

Akkumulation von 3000 Laserschiissen, auch wenn Ausnahmen existieren.

342 MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameteroptimierung mittels der
Peptidbibliothek des zytosolischen Hefeproteoms

Die Experimente mit den beiden Peptidbibliotheken auf Basis des 10-Proteinstandards zeigten
deutlich, dass die vier verschiedenen Kombinationen der Parameter i) Anzahl der
akkumulierten Laserschiisse zur Generierung der MS/MS-Spektren und ii) Gasdruck in der
CID-Kaollisionszelle, so gut wie keinen Einfluss auf die Identifizierung TMT-markierter
Peptide hat. Bezlglich der Quantifizierung wurde jedoch deutlich, dass die Verwendung des
hoheren Gasdrucks in der CID-Kollisionskammer zu einer Verringerung der
durchschnittlichen Standardabweichung der TMT-Flachenverhaltnisse fuhrt. Parameter ii)
wurde deshalb in den Experimenten mit der Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen
Hefeproteoms der Backerhefe S. cerevisiae konstant auf CIDhoch eingestellt. Im Gegensatz
dazu sollte der Einfluss der Anzahl der akkumulierten Laserschiisse weiterhin untersucht

werden.
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Zusétzlich wurde nun auch Parameter iii) die Reihenfolge der precursor Auswahl fir die
Fragmentierung in der MS/MS-Analyse (“weakest precursor first” Vs. “strongest precursor
first”) untersucht. Insgesamt wurden also vier verschiedene Parameterkombinationen (1)
3000 Laserschisse, “weakest precursor first”; 2) 5000 Laserschisse, “weakest precursor
first”; 3) 3000 Laserschiisse, “strongest precursor first” und 4) 5000 Laserschisse,
“strongest precursor first”) analysiert.

Sowohl bei der Verwendung einer inclusion list als auch bei der datenabhangigen precursor-
Auswahl, gibt es zwei verschiedene Vorgehensweisen, “weakest precursor first” und
“strongest precursor first”. Benutzt man die “weakest precursor first” Bedingung, so wird
von den in einem Spot ausgewahlten precursorn zuerst derjenige einer MS/MS-Analyse
unterzogen, der die geringste Intensitat in dem Spektrum auf MS-Ebene dieses Spots
aufweist. Die Ubrigen precursor dieses Spots werden dann in der Reihenfolge nach
zunehmender Intensitat fragmentiert. Unter der “strongest precursor first” Bedingung, wird
von den in einem Spot ausgewahlten precursorn zuerst derjenige auf MS/MS-Ebene
fragmentiert, der die hochste Intensitat in dem Spektrum auf MS-Ebene dieses Spots aufweist.
Die Ubrigen precursor dieses Spots werden dann in der Reihenfolge nach abnehmender
Intensitat in der MS/MS-Analyse untersucht. Wie zuvor bereits beschrieben erfolgt mit jeder
MS- oder MS/MS-Messung in einem Spot ein Spotabtrag, der in Abhéngigkeit der Anzahl an
generierten Laserschissen in diesem Spot zunimmt.

Verwendet man die “weakest precursor first* Bedingung wird davon ausgegangen, dass von
den niedrig abundanten precursorn MS/MS-Spektren mit guter Qualitat generiert werden
konnen, bevor die hoher abundanten precursor analysiert werden, da zu Beginn der MS/MS-
Messungen in einem Spot erst ein geringer Spotabtrag erfolgt ist. Die hoher abundanten
precursor sollten auch mit zunehmendem Spotabtrag noch qualitativ gute MS/MS-Spektren
liefern und damit ebenfalls identifiziert werden kénnen. Der Spotabtrag ist jedoch auch davon
abhangig, wie viele Laserschiisse fur jede Messung eines MS/MS-Spektrums akkumuliert
werden. Prinzipiell wirde man also erwarten, dass man mehr Peptide mit der “weakest
precursor first” Bedingung identifizieren kann, weil theoretisch mehr niedrig abundante
precursor zuséatzlich zugeordnet werden kénnen.

Es besteht jedoch auch die Gefahr, dass der Spotabtrag nach Messung der niedrig abundanten
precursor in einem Spot bereits so weit fortgeschritten ist, dass fur die héher abundanten
precursor keine qualitativ hochwertigen MS/MS-Spektren mehr generiert werden kénnen und
diese dadurch nicht zugeordnet werden. Aus diesem Grund wurde auch die “strongest

precursor first“ Bedingung untersucht.
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In den Experimenten der beiden Peptidbibliotheken auf Basis des 10-Proteinstandards spielte
die Reihenfolge, in der die precursor auf MS/MS-Ebene analysiert werden, praktisch keine
Rolle, da durch die Verwendung der inclusion lists nur wenige precursor pro Spot gemessen
wurden und somit der Spotabtrag vernachlassigbar war. Durch die hohere Komplexitét der
tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms und der Kombination
mit einer datenabhdngigen precursor-Auswahl wurden die Effekte wie Spot-zu-Spot-
Variabilitat, die Spotzusammensetzung und der Spotabtrag in diesen Experimenten nun
berucksichtigt. Die zusétzliche Analyse der chymotryptischen Peptidbibliothek auf Basis des
10-Proteinstandards hatte zwar eine hohere Abdeckung an identifizierten TMT-markierten
Peptiden und damit GluC Spaltsequenzen zur Folge, fuhrte jedoch auch zu einem geringeren
durchschnittlichen Mascot ion score und hoheren Werten der durchschnittlichen
Standardabweichung der TMT-Flachenverhaltnisse. Aus diesem Grund wurde in den
Experimenten mit der Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms auf eine
chymotryptische Peptidbibliothek verzichtet.

Auch in den Experimenten mit der tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen
Hefeproteoms haben die unterschiedlichen Parameterkombinationen praktisch keinen Einfluss
auf den durchschnittlichen Mascot ion score (siehe Tabelle 3.9). In den Experimenten mit der
tryptischen und chymotryptischen Peptidbibliothek auf Basis des 10-Proteinstandards war
dieser 17% bzw. 34% niedriger. Eine Erklarung dafur ist die Einstellung des ion score cutoff
fiir den identity threshold. Dieser wurde in diesen Experimenten nicht auf 38, sondern auf 13
festgesetzt. Damit wurden hier auch Spektren geringerer Qualitdt zur Auswertung
hinzugezogen.

Dennoch haben die Parameter i) die Anzahl der akkumulierten Laserschiisse und iii) die
Reihenfolge der precursor-Auswahl fur die Fragmentierung einen Einfluss auf die Anzahl an
Identifizierungen TMT-markierter Peptide. So wurden unter der Akkumulation von 3000
Laserschiissen mehr TMT-markierte Peptide identifiziert, als unter der Akkumulation von
5000 Laserschiissen, unabhéngig von Parameter iii). Interessanterweise zeigten die
gemessenen Daten den umgekehrten Effekt als den prinzipiell erwarteten. So wurden unter
Verwendung der “strongest precursor first” mehr TMT-markierte Peptide identifiziert als
unter Verwendung der “weakest precursor first” Methode, unabhangig von Parameter i). Dies
ist wohl auf den hoheren Spotabtrag zuriickzufuhren, der, wie zuvor bereits beschrieben,
proportional zur, in einem Spot generierten Anzahl an Laserschiissen ist. Damit kdnnte der
Fall eingetreten sein, dass unter Verwendung der “weakest precursor first” Methode der

Spotabtrag nach Messung der niedrig abundanten precursor bereits so fortgeschritten war,
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dass fur die hoher abundanten precursor keine qualitativ hochwertigen MS/MS-Spektren
mehr generiert wurden. Diese wurden somit auch nicht mehr zugeordnet. Bezlglich der
Identifizierung TMT-markierter Peptide stellt also die Parameterkombination 3000
akkumulierte Laserschisse und “strongest precursor first” die beste Methode dar.

Wie in den Experimenten mit den beiden Peptidbibliotheken auf Basis des 10-
Proteinstandards, wurden auch in den Experimenten mit der tryptischen Peptidbibliothek auf
Basis des zytosolischen Hefeproteoms, die funf verschiedenen TMT-Flachenverhaltnisse
(127/126 bis 131/126) mittels der Mascot Software bestimmt.

Vergleicht man die Anzahl an negativen Werten fur die TMT-Flachenverhaltnisse, so stellt
man fest, dass in diesen Experimenten weniger negative Werte erhalten wurden als in den
Experimenten mit den beiden Peptidbibliotheken auf Basis des 10-Proteinstandards. Dies
konnte ebenfalls mit dem héheren ion score cutoff fir den identity threshold von 38 im
Vergleich zu 13 zusammenhéngen. Prinzipiell kann man sagen, dass je héher der Mascot ion
score ist, desto hoher ist auch die Qualitat des zugrunde liegenden MS/MS-Spektrums. Es
scheint also ein direkter Zusammenhang zwischen der Qualitat der MS/MS-Spektren und der
Anzahl an negativen Werten flr die TMT-Flachenverhaltnisse zu bestehen.

Die Abweichung der durchschnittlichen geometrischen Mittelwerte der TMT-
Flachenverhéltnisse vom Erwartungswert 1,0 stimmt mit den Ergebnissen der tryptischen und
chymotryptischen Peptidbibliothek auf Basis des 10-Proteinstandards gut Uberein (siehe
Tabelle 3.7, Tabelle 3.8 und Tabelle 3.10). Vergleicht man den Einfluss der Parameter i) der
Anzahl an akkumulierten Laserschiissen und iii) der Reihenfolge der precursor-Auswahl fur
die Fragmentierung auf die Quantifizierung TMT-markierter Peptide, so ist ein minimaler
Trend zu erkennen. Dieser besagt, dass mit der hoheren Anzahl an akkumulierten
Laserschiissen  niedrigere  durchschnittliche  Standardabweichungen  der  TMT-
Flachenverhéltnisse erhalten werden. Dieser Trend ist jedoch so wenig ausgepragt, dass er
praktisch vernachléssigbar ist.

Im Gegensatz dazu wird jedoch deutlich, dass die “strongest precursor first” Einstellung zu
geringeren durchschnittlichen Standardabweichungen der TMT-Fl&chenverhaltnisse fihrt.
Beziglich der Quantifizierung TMT-markierter Peptide kann also auch nach den
Experimenten mit der tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms
noch keine eindeutige Aussage getroffen werden, ob die Akkumulation von 3000 oder 5000
Laserschiissen zu besseren Ergebnissen fuhrt.

Ein weiterer Parameter, der v. a. fir LC-MALDI MS/MS-Analysen eine wichtige Rolle spielt,

ist der Zeitfaktor. So werden fir solche Analysen immer wesentlich langere Messzeiten
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benotigt als fur vergleichbare LC-ESI MS/MS-Analysen. Fir die zweidimensionale LC-
MS/MS-Analyse des zytosolischen Proteoms des Corynebacteriums glutamicum wurde
beispielsweise 75% weniger Messzeit (124h vs. 492h) fir die LC-ESI MS/MS-Analyse
verglichen zur LC-MALDI MS/MS-Analyse bendtigt (Lasaosa et al., 2009). Die Messzeit
einer LC-MALDI MS/MS-Analyse hangt stark von der Anzahl an akkumulierten
Laserschiissen pro MS/MS-Spektrum ab. Betrachtet man die Ergebnisse der Experimente der
tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms, so zeigt es sich, dass
man unter der Akkumulation von 3000 Laserschissen 28% weniger Messzeit benétigt als
unter der Akkumulation von 5000 Laserschiissen.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass die Optimierung der Parameter i) Anzahl der
akkumulierten Laserschiisse zur Generierung der MS/MS-Spektren (3000 Laserschiisse vs.
5000 Laserschiisse), ii) Gasdruck in der CID-Kollisionszelle (CIDniedrig = 1x10® Torr vs.
ClIDhoch = 4x10° Torr) und iii) Reihenfolge der precursor-Auswahl fiir die Fragmentierung
in der MS/MS-Analyse (“weakest precursor first” Vs. “strongest precursor first”) bezuglich
der Identifizierung und Quantifizierung TMT-markierter Peptide zu folgendem Ergebnis
gefiihrt hat:

Die beste Kombination der untersuchten Parameter wurde erreicht bei einer
Akkumulation von 3000 Laserschussen unter dem Gasdruck in der CID-Kollisionszelle
von ClIDhoch = 4x10® Torr bei der precursor-Auswahl fiir die Fragmentierung
“strongest precursor first”.

Diese Parameterkombination resultierte in den Experimenten mit der tryptischen
Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms in der hdchsten Anzahl an
Identifizierungen (2.814 TMT-markierte Peptide) mit einer geringen durchschnittlichen

Standardabweichung (13%) und geringerer Messzeit (ca. 33h).

3.4.3 Validierung des Q-PICS Ansatzes mittels Analyse der Spaltspezifitat
(cleavage site specificity) der Endoprotease GluC als bekannte Protease

Zur Validierung des Q-PICS Ansatzes wurde die Endoprotease GluC (Staphylococcus aureus
Protease V8) als target-Protease verwendet, die Peptidbindungen speziell nach Glutamat oder
weniger ausgepragt nach Aspartat in Position P1 hydrolysiert (Sorensen, et al., 1991). Die
Auswertung des Datensatzes der tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen
Hefeproteoms unter Verwendung der optimierten Parametereinstellungen fihrte zur

Identifizierung von 962 unique Spaltsequenzen. Da im Gegensatz zum klassischen PICS
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Ansatz im Q-PICS Ansatz auch die quantitative Ebene analysiert werden kann, wurden jedoch
nur solche Spaltstellen als identifiziert angesehen, die in mindestens zwei der drei technischen
Replikate identifiziert wurden. Dadurch sollte pro Peptid eine moglichst groe Anzahl an
TMT-Flachenverhaltnissen erhalten werden, um eine robuste statistische Analyse zu
gewahrleisten. Insgesamt wurden in diesen Experimenten sechs interne technische Replikate
verwendet, so dass maximal 18 TMT-Flachenverhéltnisse pro Peptid ausgewertet werden
konnen.

Diese Bedingungen resultierten letztendlich in der Zuordnung von 737 unique Spaltsequenzen
aus insgesamt 2,814 identifizierten TMT-markierten Peptiden. Diese stellen, verglichen mit
den 453 Spaltsequenzen, die durch Schilling et al. in einer tryptischen Peptidbibliothek auf
Basis des Proteoms von HEK-Zellen und ebenfalls GIuC als target-Protease identifiziert
wurden (2008), einen sehr guten Wert dar. In den von Schilling et al. durchgefiihrten
Experimenten stimmten 94% - 96% der identifizierten Spaltstellen mit der vorhergesagten
Spaltspezifitat von GluC uberein. Die Experimente der vorliegenden Arbeit erzielten ebenfalls
eine Ubereinstimmung von 94% (siehe Abbildung 3.7). Die Ergebnisse beider Studien
stimmen insgesamt also sehr gut Uberein. Lediglich der Anteil an Spaltsequenzen nach einem
C-terminalen Glutamat und nach einem C-terminalen Aspartat in Position P1 scheint in den
beiden Studien leicht unterschiedlich zu sein. Dies ist wohl auf die unterschiedlich
verwendeten Peptidbibliotheken zuriickzufiihren. Prinzipiell wird in beiden Studien jedoch
die Spaltspezifitat der Protease GIuC, Peptidbindungen speziell nach Glutamat oder weniger
ausgepragt nach Aspartat in Position P1 zu hydrolysieren, sehr gut wiedergegeben.

Die Auswertung der drei (dbrigen Datensatze der MALDI-TOF/TOF MS/MS
Parameteroptimierung mit der Peptidbibliothek des zytosolischen Hefeproteoms bestétigen
diese Ergebnisse.

Auch die Mascot Datenbanksuche, die mit der Einstellung ohne verwendetes Enzym

durchgefuhrt wurde, zeigt die vorhergesagte Spaltspezifitat von GluC (siehe Abbildung 3.9).
Unter dieser Einstellung wird bei der Mascot Datenbanksuche keine Spaltspezifitat einer
Protease vorgegeben. Stattdessen kdnnen nun alle Aminosauren am C- oder N-terminalen
Ende der Peptide enthalten sein. Durch den Verzicht auf Spaltspezifitdt werden die
Moglichkeiten flir Peptidzuordnungen weniger stark eingeschrankt. Je mehr variable
Parameter fur eine Mascot Datenbanksuche verwendet werden, desto hoher muss i. d. R. auch
der Mascot ion score sein, ab dem eine Zuordnung als korrekt zu bezeichnen ist (Confidential
Intervall (C.l.) von 95%). Insgesamt wurden in dieser Datenbanksuche 664 unique

Spaltsequenzen identifiziert. Dies stellt zwar eine Abnahme von 10% im Vergleich zur
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Datenbanksuche unter Verwendung von semi Trypsin und semi GIuC dar, ist aber immer
noch sehr gut vergleichbar mit den 453 Spaltsequenzen, die durch Schilling et al. identifiziert
wurden (2008). Bezuiglich der Quantifizierung der TMT-markierten Peptide hat die verdnderte
Mascot Datenbanksuche praktisch keine Auswirkung und es werden fast identische Werte fir
den durchschnittlichen geometrischen Mittelwert tber alle flinf TMT-Flachenverhéltnisse und
die durchschnittliche Standardabweichung erhalten (siehe Abbildung 3.8). Auch die
Unterschiede der prozentualen Anteile der identifizierten Spaltsequenzen nach einem C-
terminalen Glutamat bzw. nach einem C-terminalen Aspartat in Position P1 sind
vernachldssigbar, so dass die Spaltspezifitat von GluC sehr gut wiedergegeben wird.

Insgesamt kann die Anwendbarkeit des PICS-Ansatzes auf die Identifizierung
hunderter prime und nonprime Spaltsequenzen und die daraus resultierende
Bestimmung der Spaltspezifitdt von Proteasen also auch fir den Q-PICS Ansatz
bestatigt werden. Dieser bietet jedoch zusatzlich die Mdglichkeit der Quantifizierung
der einzelnen Spaltsequenzen, die in Form TMT-markierter Peptide identifiziert

werden.

3.5 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel der in diesem Kapitel beschriebenen Experimente, eine optimierte LC-MALDI-
TOF/TOF MS/MS Methode fiir die lIdentifizierung und Quantifizierung TMT-markierter
Peptide fur den Q-PICS Ansatz zu entwickeln wurde erreicht. Insgesamt wurden drei
verschiedene Parameter i) Anzahl der akkumulierten Laserschisse zur Generierung der
MS/MS-Spektren (3000 Laserschiisse vs. 5000 Laserschiisse), ii) Gasdruck in der CID-
Kollisionszelle (CIDniedrig = 1x10® Torr vs. CIDhoch = 4x10° Torr) und iii) Reihenfolge
der precursor-Auswahl fur die Fragmentierung in der MS/MS-Analyse (“weakest precursor
first” VS. “strongest precursor first”’) untersucht.

Der Einfluss der Parameter i) der Anzahl der akkumulierten Laserschusse und ii) dem
Gasdruck in der CID-Kollisionszelle auf die Identifizierung TMT-markierter Peptide waren in
den Experimenten auf Basis des 10-Proteinstandards vernachldssigbar. In Kombination mit
Parameter iii) der Reihenfolge der precursor-Auswahlwurde fur Parameter i) anhand der
Experimente auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms der Trend festgestellt, dass unter der
geringeren Akkumulation an Laserschiissen mehr Identifizierungen erreicht wurden.
Beziglich der Quantifizierung TMT-markierter Peptide war in den ersten Experimenten

bereits der positive Effekt des Parameters ii) dem Gasdruck in der CID-Kollisionszelle auf die
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durchschnittliche Standardabweichung des geometrischen Mittelwertes der TMT-
Flachenverhéltnisse gezeigt und durch die Verwendung der beiden verschiedenen
Peptidbibliotheken auf Basis des 10-Proteinstandards bestdtig worden. Auch der Einsatz
unterschiedlicher Probenmengen fiihrte hierbei zu dem gleichen Ergebnis. Nach Auswertung
der Experimente auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms war auch der Trend beobachtbar,
dass der Einfluss des Parameters i) der Anzahl an akkumulierten Laserschissen nicht
eindeutig festzustellen war, dass jedoch Parameter iii) die Reihenfolge der precursor-Auswahl
einen starken Einfluss auf die durchschnittliche Standardabweichung des geometrischen
Mittelwertes der TMT-Flachenverhéltnisse ausiibt. Insgesamt wurde die LC-MALDI-
TOF/TOF MS/MS Methode unter Akkumulation von 3000 Laserschiissen bei einem
Gasdruck in der CID-Kollisionszelle von CIDhoch und der “strongest precursor first”
Reihenfolge flr die precursor-Auswahl als die optimale Methode bestimmt.

Prinzipiell konnte man in Folgeexperimenten den Einfluss weiterer Parameter auf die
Identifizierung und Quantifizierung TMT-markierter Peptide untersuchen. So spielen viele
weitere Parameter wie beispielsweise die Kollisionsenergie eine wichtige Rolle. Diese kdnnte
von 1 kV auf 2 kV erhoht werden. Auch die Akkumulation von 2000 oder 4000
Laserschiissen konnte untersucht werden. Ein ebenfalls wichtiger Parameter stellt die
maximale Anzahl an precursorn, die pro Spot fragmentiert werden dar. Dieser konnte
beispielsweise von 25 auf 15 erniedrigt werden. Dadurch wirde ein unterschiedlicher
Spotabtrag zu den hier gezeigten Experimenten auftreten. Dies konnte auch einen Einfluss auf
die Wahl der Reihenfolge der precursor Auswahl haben. Vergleicht man die Ergebnisse
jedoch mit anderen proteomischen Studien, die ebenfalls auf der Quantifizierung mittels
isobaren tags basieren, so sieht man, dass diese bezuglich der durchschnittlichen
Standardabweichung bereits sehr gut vergleichbar sind und somit erst einmal keiner weiteren
Optimierung bedrfen.

Vergleicht man die Anzahl der Identifizierungen des Q-PICS Ansatzes mit denjenigen des
PICS Ansatzes, so scheint beziglich der Identifizierung ebenfalls keine zusétzliche
Optimierung mehr notwendig zu sein. Auch hier sind jedoch prinzipiell weitere
Maoglichkeiten vorhanden, die jedoch ausfuhrlicher in Kapitel 4.5 behandelt werden.

Die generelle Anwendbarkeit des Q-PICS Ansatzes unter Verwendung sechs interner
technischer Replikate in einer Analyse auf die qualitative Untersuchung der Spaltspezifitét
einer unbekannten Protease konnte in diesem Kapitel belegt werden. In einem weiteren

Experiment, in dem der Einfluss verschiedener Puffersysteme auf die Spaltspezifitat der
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Endoprotease GIuC untersucht wurde, sollte nun auch die Anwendbarkeit der quantitativen
Ebene unter Beweis gestellt werden.
Das generelle Potential des Q-PICS Ansatzes flr quantitative Analysen soll deshalb im

folgenden Kapitel beschrieben werden.
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Kapitel 1V: Untersuchungen des Einflusses verschiedener Puffer auf die

Spaltspezifitat(cleavage site specificity)der Endoprotease GluC

4.1 Einleitung

In Kapitel 1.5 wurden verschiedene Methoden zur Untersuchung proteolytischer Prozesse
bereits vorgestellt. Die Experimente zur Optimierung der LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS
Methode fir die Identifizierung und Quantifizierung TMT-markierter Peptide haben die
generelle Anwendbarkeit des Q-PICS Ansatzes auf die qualitative Analyse der Spaltspezifitat
unbekannter Proteasen gezeigt. Im folgenden Teil sollte nun die Anwendbarkeit dieses
Ansatzes auf quantitativer Ebene belegt werden.

Die Endoprotease GIuC spaltet Peptidbindungen C-terminal zu sauren Aminosauren, wie
Glutamat oder Aspartat in Position P1 (Drapeau et al., 1972). Dies wurde auch durch die
Ergebnisse der tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms aus
Kapitel 3 bestatigt. Zusatzlich wurde eine hohere Affinitat der Endoprotease GIuC fir Glu-X
Peptidbindungen in Bicarbonatpuffern im Vergleich zu anderen Puffern beschrieben, so dass
in diesem Puffer Asp-X Bindungen praktisch nicht hydrolysiert werden (Houmard and
Drapeau, 1972).

In einer spéteren Studie wurde diese These dahingehend korrigiert, dass die hohere Affinitat
der Endoprotease GIuC fur Glu-X gegenuber Asp-X Peptidbindungen unabhéngig von dem
verwendeten Puffersystem ist (Sorensen, et al., 1991). Die in dieser Publikation présentierten
Daten zeigten, dass Glu-X Peptidbindungen im Vergleich zu Asp-X Peptidbindungen 3000 —
5000-mal so schnell gespalten werden. In dem in den Experimenten der tryptischen
Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms verwendeten HEPES-Puffer (pH
7,8) erfolgt diese Hydrolyse 3100-mal so schnell. Sorensen et al. stellten jedoch einen
Einfluss des fir den Verdau verwendeten Puffersystems auf die Gesamtaktivitat der
Endoprotease GluC fest. So erfolgt die Spaltung von Peptidbindungen durch GluC zehnmal so
schnell in Phosphat- im Vergleich zu Bicarbonatpuffer. Der inhibitorische Effekt von
Bicarbonatpuffer auf die GIluC Gesamtaktivitdt resultiert dennoch in einer scheinbar
ausschlieBlichen Affinitat fur Glu-X Peptidbindungen. Asp-X Bindungen werden weniger oft
gespalten und die daraus entstehenden weniger abundanten Peptide liegen unterhalb des
Detektionslimits.
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Um dieses Phd&nomen nun genauer untersuchen zu kdnnen, sollte das quantitative Potential
des Q-PICS Ansatzes verwendet werden. So wurden drei interne technische Replikate einer
tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des bereits zuvor verwendeten zytosolischen
Hefeproteoms mit GIluC in TEAB-Puffer und drei interne technische Replikate in HEPES-
Puffer verdaut und anschlieRend vereinigt. Nach der LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Analyse
mit der zuvor optimierten Methode sollten die beiden Puffersysteme dann qualitativ und
quantitativ miteinander verglichen werden. Die genaue Vorgehensweise und die Ergebnisse

des Experimentes, werden im Folgenden genauer beschrieben.

4.2 Material und Methoden

Es wurden die gleichen Chemikalien, Lésungsmittel und Organismen wie in Kapitel 3

verwendet.

Herstellung der Peptidbibliothek

Es wurde eine weitere tryptische Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms
nach der in Kapitel 3 beschriebenen Vorgehensweise generiert. Um die Peptidbibliothek mit
verschiedenen Puffern versetzen zu kénnen, wurde sie nach der Aufreinigung mit Oasis SPE-
Kartuschen mit einer Konzentration von 2 mg/ml in entionisiertem Wasser gel6st, zu je 50 ul

aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Verdau mittels zu testender Protease und TMT-Derivatisierung

Sechs Aliquote der in entionisiertem Wasser geldsten tryptischen Peptidbibliothek auf Basis
des zytosolischen Hefeproteoms wurden fiir die Experimente des Puffereinflusses auf die
Endoprotease GluC verwendet. Drei der sechs Aliquote wurden in 100 mM TEAB- (pH 7,8),
die anderen drei in 50 mM HEPES-Puffer (pH 7,8) inkubiert. Mit allen sechs Aliquotenwurde
dann ein Verdau mit GluC im Verhaltnis Protease:Protein 1:50 (m/m) Uber Nacht bei 37°C
und 300 U/min im Thermomixer durchgefiihrt. Die Reaktion wurde durch
Temperaturerhthung auf 99°C fir 15 min und 300 U/min im Thermomixer gestoppt. Um die
gleichen Pufferbedingungen wahrend der TMT-Derivatisierung zu gewahrleisten, wurde die
gleiche molare Menge an HEPES- zu den Aliquoten mit TEAB-Puffer gegeben und
umgekehrt. Die TMT-Derivatisierung wurde, wie in Kapitel 3.1 beschrieben, durchgefihrt.
Die Proben des Verdaus in TEAB-Puffer wurden mit den Reagenzien 126, 127 und 128 und
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die Proben des Verdaus in HEPES-Puffer mit den Reagenzien 129, 130 und 131 markiert. Zur
Validierung der Daten wurde ein reversed Markierungsexperiment uber einen Labeltausch
durchgefiihrt. Die drei internen technischen Replikate mit dem Verdau in TEAB-
Pufferwurden mit den Reagenzien 129, 130 und 131 und die drei internen technischen
Replikate mit dem Verdau in HEPES-Puffer mit den Reagenzien 126, 127 und 128 markiert
(siehe Abbildung 4.1). Die weitere Probenvorbereitung wurde, wie in Kapitel 3.1 beschrieben,
durchgefihrt.

Trennung mittels IP-RP-HPLC bei pH 2,1

Die Proben der tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms zur
Untersuchung des Einflusses verschiedener Puffersysteme auf die Spaltspezifitat der
Endoprotease GIuC wurden Uber das gleiche HPLC-System und unter den gleichen
Bedingungen, wie die Probe in den Experimenten zur Methodenoptimierung in Kapitel 3.1,

aufgetrennt.

Massenspektrometrische Analyse mittels MALDI-TOF/TOF MS/MS

Die massenspektrometrische Analyse auf MS-Ebene wurde, wie in den zuvor erfolgten
Experimenten (Kapitel 3.1), durchgefuhrt.

Die Analyse auf MS/MS-Ebene wurde mit der in Kapitel 3 optimierten Methode
durchgefuhrt. Die Parametereinstellungen wurden hierzu wie folgt gewahlt: Minimales S/N-
Verhaltnis 20; precursor Massentoleranz: £200 ppm; das Signal musste nur in einem Spot
detektiert werden, um als precursor akzeptiert zu werden; maximal 25 precursor pro Spot.
Die MS/MS-Spektren wurden mit 1 kV mittels CID, mit einer Akkumulation von 3000
Laserschiissen und mit einem Druck von 4x10® Torr in der CID-Kollisionszelle (CIDhoch)
generiert. Die Reihenfolge der precursor-Auswahlerfolgte in Form der “strongest precursor
first” Einstellung. Die MS/MS-Kalibrierung wurde mit Glu'-Fibrinopeptid B aus dem 4700
Proteomics Analyzer Mass Standard Kit (AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt.

Protein- bzw. Peptididentifizierung mittels Datenbankanalyse

Um dem Problem eines fehlerhaften peak pickings durch die TS2Mascot Software (Matrix
Science, London, England) entgegenzuwirken (siehe Kapitel 6), wurde die Erstellung der
mgf-Dateien leicht modifiziert: Die Parameter Massenbereich von 65 Da bis zu der Masse des
precursors minus 35 Da und minimales S/N-Verhaltnis von 10 wurden beibehalten. Es

wurden jedoch zwei verschiedene mgf-Dateien generiert. Hierzu wurden einmal die
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monoisotopischen Signale (monoisotopic only (MI1O) enabled) und einmal alle Signale (MIO
disabled) exportiert. Zusatzlich wurde von Bart HJ van den Berg (Institut fir Experimentelle
Medizin, Christian-Albrechts Universitat zu Kiel) ein Perl-Skript entwickelt, das fehlende
Signale (Flachen) der Reporterionen aus den mgf-Dateien der TS2Mascot Software unter
Verwendung der MIO enabled Option durch die Flachen in den mgf-Dateien unter
Verwendung der MIO disabled Option ergénzt (siehe Anhang Kapitel 6.1Perl-Skript
RICmerge).

Die Mascot Datenbanksuche wurde mit der Mascot 2.2.04 Software unter Beibehaltung der
zuvor gewahlten Parameter aus Kapitel 3.1 durchgefiihrt. Lediglich der identity threshold der
Peptide wurde auf einen ion score von 39 eingestellt. Dadurch wurde erneut eine falsch-
positiv Rate (FDR) <4% erreicht. Die quantitativen Daten wurden, zusammen mit den
Ergebnissen der Mascot Datenbanksuche, als csv-file Format exportiert und die folgenden
statistischen Berechnungen angewandt.

Im ersten Schritt wurde der Grenzwert der TMT-Flachenverhaltnisse berechnet, ab dem eine
Spaltstelle (cleavage site) entweder zu TEAB- zu HEPES- oder zu beiden Puffern klassifiziert
wird. Hierzu wurden die beiden Puffer zundchst getrennt betrachtet. Fir TEAB-Puffer wurden
die Flachen der Reporterionenkanéle 126 (127/126 und 128/126) und 127 (128/127) als Teiler
verwendet (siehe Abbildung 4.1). Im Gegensatz dazu wurden fir HEPES-Puffer die Flachen
der Kandle 129 (130/129 und 131/129) und 130 (131/130) als Teiler verwendet. Der
Erwartungswert der TMT-Flachenverhaltnisse der einzelnen Puffer betrug 1,0 und negative
TMT-Flachenverhaltnisse wurden entfernt. IQR-Tests zur Entfernung mathematischer
Ausreiller wurden mit dem in Kapitel 3 vorgestellten Perl-Skript durchgefuhrt und der
durchschnittliche geometrische Mittelwert aller TMT-Flachenverhaltnisse der beiden Puffer,
sowie die zugehdrige Standardabweichung (SD) nach Tan et al. errechnet (2008). Der
Grenzwert der TMT-Flachenverhaltnisse, ab dem eine Spaltstelle zu TEAB-Puffer
klassifiziert wurde, errechnete sich Uber die Formel 1 + 2*SD (Tan, et al., 2008). Der
Grenzwert, ab dem eine Spaltstelle zu HEPES-Puffer klassifiziert wird, iber den reziproken
Wert. Die Spaltsequenzen mit einem TMT-Flachenverhéltnis <<1 sollten Uberwiegend in
TEAB- und diejenigen mit einem Wert >>1 in HEPES-Puffer entstanden sein. Spaltstellen,
deren TMT-Fl&chenverhaltnisse zwischen den beiden Grenzwerten lagen wurden, zu beiden
Puffern zugeordnet.

Im zweiten Schritt wurden die TMT-Flachenverhéltnisse der Spaltsequenzen in beiden
Puffern miteinander verglichen. Die Flachen der einzelnen TMT-Reporterionen der internen

technischen Replikate der beiden Puffer wurden in Bezug zueinander gesetzt. Hierzu wurden
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die Flachen der TMT-Reporterionenkanale fiir TEAB-Puffer (126, 127 und 128) als Teiler flr
die Flachen der TMT-Reporterionenkanéle fir HEPES-Puffer (129, 130 und 131) verwendet
(siehe Abbildung 4.1). Der durchschnittliche geometrische Mittelwert und die zugehdorige
Standardabweichung wurde unter Beriicksichtigung der drei technischen Replikate fur jede
Spaltsequenzmit einem weiteren Perl-Skript (Bart HJ van den Berg, Institut flr
Experimentelle Medizin, Christian-Albrechts Universitat zu Kiel, siehe Anhang Kapitel 4.1
Perl-Skript BufferComparison version 1.8.1) berechnet, wobei durch das Skript parallel IQR-
Tests zur Entfernung mathematischer Ausrei3er durchgefihrt wurden.

Die einzelnen Spaltsequenzen wurden dann ber die TMT-Flachenverhaltnisse nach den im
ersten Schritt errechneten Grenzwerten klassifiziert. Die gleiche statistische VVorgehensweise
wurde fir das reversed Markierungsexperiment (siehe Abbildung 4.1) verwendet. Die
Spaltspezifitat der Endoprotease GluC wurde mittels der in Kapitel 3 verwendeten Version

der PICS Datenanalyse-Pipeline ermittelt und es wurden Heat-Maps generiert.

4.3 Ergebnisse

Um die Anwendbarkeit des Q-PICS Ansatzes auf einer large-scale Ebene zu zeigen, wurde
die GIuC Spaltspezifitdt in zwei verschiedenen Puffersystemen analysiert. Die
Vorgehensweise fir dieses Experiment ist in Abbildung 4.1 dargestelit.

Als Grundlage fur den Verdau mit GIluC als target-Protease wurde die gleiche tryptische
Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms verwendet, die bereits in den
Experimenten zur LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Methodenoptimierung zum Einsatz kam.
Diese wurde lediglich einmal in TEAB- (pH 7,8) und einmal in HEPES-Puffer (pH 7,8)
geldst. Pro Puffersystem wurden drei interne technische Replikate verwendet, die nach dem
Verdau mit GluC mit den unterschiedlichen TMT-Reagenzien markiert (126, 127 und 128 fir
TEAB- bzw. 129, 130 und 131 fur HEPES-Puffer) und im Verhaltnis 1:1:1:1:1:1 vereinigt
wurden. Wahrend die TMT-markierten Peptide (prime Spaltsequenz) nach der LC-MALDI-
TOF/TOF MS/MS-Analyse wieder Uber eine Mascot Datenbanksuche identifiziert wurden,
wurden die nonprime Spaltsequenzen mittels der leicht modifizierten Datenanalyse-Pipeline
des PICS-Ansatzes bestimmt (Schilling and Overall, 2008). Um eine statistisch robuste
Quantifizierung durchzufiihren, wurden verschiedene TMT-Flachenverhéltnisse der

Reporterionen berechnet. Diese sind Abbildung 4.1, A-C zu entnehmen.
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Zusétzlich wurde die Strategie durch ein reversed-Markierungsexperiment validiert. Hierzu
wurden die drei Aliquote fir TEAB-Puffer statt mit den TMT-Reagenzien 126, 127 und 128
mit 129, 130 und 131 und die drei Aliquote fur HEPES-Puffer statt mit 129, 130 und 131 mit
126, 127 und 128 markiert. Die Berechnung fir die TMT-Flachenverhdltnisse in diesem

reversed Markierungsexperiment ist in Abbildung 4.1, D dargestellt.
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Vorgehensweise des Q-PICS Ansatzes zur Untersuchung des Einflusses von HEPES-
(pH 7,8) und TEAB-Puffer (pH 7,8) auf die Spaltspezifitat der Endoprotease GluC.
Fir den Verdau mittels GIuC als target-Protease wurde eine tryptische
Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms verwendet. Diese wurde
jeweils in den beiden unterschiedlichen Puffersystemen geldst. Nach dem Verdau
wurden je drei Aliquote fir TEAB und drei Aliquote fir HEPES mit den TMT-
Reagenzien 126, 127 und 128 bzw. 129, 130 und 131 markiert und im Verhaltnis
1:1:1:1:1:1 vereinigt. Die ldentifizierung der TMT-markierten Peptide (der prime
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Spaltsequenzen) erfolgte nach der LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Analyse Uber eine
Mascot-Datenbanksuche. Die nonprime Spaltsequenzen wurden bioinformatisch Gber
eine leicht modifizierte PICS Datenanalyse-Pipeline bestimmt (Schilling and Overall,
2008). Die quantitative Analyse und Klassifizierung der Spaltsequenzen zu den beiden
Puffersystemen erfolgte tber die Flachen der einzelnen Reporterionensignale, die
miteinander ins Verhaltnis gesetzt wurden. A) Schema der Berechnung der TMT-
Flachenverhaltnisse zur Bestimmung eines cutoff -Wertes, ab dem Peptide zu TEAB-
oder B) HEPES-Puffer klassifiziert wurden. C) Fur den Vergleich der beiden Puffer
wurde jedes TMT-Reagenz des TEAB-Puffers als Teiler fir die TMT-Reagenzien des
HEPES-Puffers verwendet. D) Die Validierung der Strategie erfolgte Uber ein

reversed-Markierungsexperiment. (ITR = internes technisches Replikat).

4.3.1 Untersuchung des Einflusses des Puffersystems auf die Spaltspezifitat der
Endoprotease GluC

Um eine falsch-positiv Rate <4% zu erreichen, wurde der Mascot ion score cutoff fir den
identity threshold der TMT-markierten Peptide auf 39 gesetzt. Die Ergebnisse beziglich der
Identifizierung TMT-markierter Peptide bzw. Spaltsequenzen sind in Tabelle 4.1 dargestelit.
Insgesamt wurden 1.773 TMT-markierte Peptide identifiziert, deren durchschnittlicher
Mascot ion score 60 betrug. Uber die leicht modifizierte PICS Datenanalyse-Pipeline
(Schilling and Overall, 2008) wurden daraus 557 unique Spaltsequenzen ermittelt, die in
mindestens zwei der drei technischen Replikate identifiziert wurden.

Insgesamt wurden 4,7% an negativen Werten fur TEAB- bzw. 3,0% an negativen Werten fir
HEPES-Puffer an TMT-Flachenverhéaltnissen errechnet und von der weiteren Analyse
ausgeschlossen.

In diesem Experiment kamen jeweils drei interne technische Replikate pro Probe zum Einsatz.
Der Erwartungswert fur die TMT-Flachenverhaltnisse innerhalb dieser Replikate betrug 1,0.
Mathematische Ausreier wurden Uber den IQR-Test mit einem in-house Perl-Skript
identifiziert und von der weiteren Analyse ausgeschlossen. Danach wurden die geometrischen
Mittelwerte und Standardabweichungen tber jeweils drei TMT-Flachenverhaltnisse fir jeden
der beiden Puffer errechnet (siehe Tabelle 4.2 und Abbildung 4.1).
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Tab. 4.1;

Ergebnisse der Q-PICS Analyse zur Untersuchung des Einflusses verschiedener
Puffersysteme auf die Spaltspezifitit der Endoprotease GIuC. Alle Werte sind Uber die
Summe von drei technischen Replikaten fur jedes der beiden TMT-

Markierungsexperimente gemittelt.

Experiment

# identifizierte
# durchschnittlicher identifizierte Spaltstellen (in

precursor ion score Pentide mindestens 2
P aus 3TR)

normale Markierung 28.448 60 1.773 557

reversed Markierung 28.601 61 1.552 485

Tab. 4.2;

Durchschnittliche geometrische Mittelwerte und Standardabweichungen (SD) Uber je
drei TMT-Flachenverhéltnisse fiir den Verdau mit der Endoprotease GluC in TEAB-
bzw. HEPES-Puffer (siehe Abbildung 4.a). Zusatzlich sind die Grenzwerte abgebildet,
ab denen eine unique Spaltsequenz zu einem der beiden Puffer klassifiziert wurde.
TMT-Flachenverhaltnisse die zwischen diesen beiden Grenzwerten liegen, wurden zu
beiden Puffersystemen Kklassifiziert. Alle Werte sind Uber die Summe von drei

technischen Replikaten fiir jedes der beiden Markierungsexperimente gemittelt.

durchschnittlicher durchschnittliche Grenzwert Grenzwert

Experiment geometrischer fur TEAB- fur HEPES-

SD (%)

Mittelwert Puffer Puffer

normale
Markierung

reversed
Markierung

0,956 0,208 (22%) <0,706 >1417

0,935 0,244 (26%) >1,488 <0,672

Der durchschnittliche geometrische Mittelwert Uber die sechs TMT-Reporterionenkanale

(siehe Abbildung 4.1, Teil A und B) wies fir dieses Experiment eine Abweichung <5% vom

Erwartungswert 1,0 auf und errechnete sich auf 0,956 mit einer Standardabweichung <22%.

Aus diesem Wert wurde der Grenzwert, der TMT-Flachenverhéltnisse gebildet, ab dem eine

unique Spaltstelle zu TEAB-oder HEPES-Puffer klassifiziert wurde. Dieser Grenzwert
errechnete sich Uber die Formel 1 + 2*SD, (Tan, et al., 2008) fur TEAB- und Uber den
reziproken Wert flir HEPES-Puffer. Unique Spaltsequenzen, deren TMT-Fl&chenverhaltnisse

zwischen den beiden Grenzwerten lagen, wurden zu beiden Puffern gezéhlt.
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In Abbildung 4.2, Teil A sind beispielhaft drei unique Spaltsequenzen und ihre TMT-

Flachenverhéltnisse aufgelistet. Wie zuvor bereits beschrieben, wurde hierzu jeder der drei

TMT-Reporterionenkanale des TEAB-Puffers als Teiler fur die TMT-Reporterionenkanéle
des HEPES-Puffers verwendet.

A

B TEAB HEPES

E.LYPGRPLAIALDTK 0,456 +0,073
E.LYPGRPLAIALD  4,992+0,905
E.VVLVGGSTR 1,049+0,103

C

Position der Aminosaure

P6 P5P4P3P2P1P1P2P3'PAP5P6  P6 P5P4P3P2P1P1P2P3P4P5P6

Aminosaure

TEAB

Abb. 4.2:
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Ubersicht der Ergebnisse des Q-PICS Ansatzes zur Untersuchung des Einflusses von
TEAB- (pH 7,8) und HEPES-Puffer (pH 7,8) auf die Spaltspezifitdt der Endoprotease
GIuC. A) Beispiele fur identifizierte unique Spaltstellen und ihre Klassifizierung zu
TEAB-, HEPES- oder beiden Puffern Uber ihre TMT Flachenverhéltnisse. B) Venn-
Diagramm der identifizierten unique Spaltsequenzen und ihre Klassifizierung und C)
Heat-Maps zur Darstellung der GIuC Spaltspezifitdt unter Verwendung der beiden
Puffersysteme TEAB- (pH 7,8) und HEPES-Puffer (pH 7,8). Fur die Datenbanksuche
wurde semi Trypsin und semi GluC als Enzymeinstellung gewahlt. Die Peptidbindung
zwischen Position P1 und P1" ist durch einen weillen Strich abgetrennt. C=

carbarmidomethyliertes Cystein, K= dimethyliertes Lysin.
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Die Verteilung der identifizierten unique Spaltsequenzen und ihre Klassifizierung, ob sie in
TEAB-, HEPES oder beiden Puffern generiert wurden, ist in Abbildung 4.2, Teil B gezeigt.
Insgesamt wurden 375 unique Spaltsequenzen so klassifiziert, dass sie in TEAB-Puffer
entstanden sind. VVon diesen Spaltsequenzen wurden 57 Uberwiegend diesem Puffersystem
zugeordnet. Insgesamt 500 unique Spaltsequenzen wurden einer Spaltung in HEPES-Puffer
zugeordnet, wobei 182 uberwiegend fur dieses Puffersystem Kklassifiziert wurden. Der
GroRteil an identifizierten unique Spaltstellen (318) wurde jedoch so klassifiziert, dass der
Verdau mit der Endoprotease GIuC in beiden Puffersystemen stattgefunden hat.

Die Haufigkeit der einzelnen Aminoséuren in Position P6 bis P6" ist in Abbildung 4.2, Teil C
in Form zweier Heat-Maps, fir beide Puffersysteme gezeigt. Unter Verwendung des TEAB-
Puffers wurden insgesamt 87,9% der identifizierten Spaltsequenzen nach einem C-terminalen
Glutamat und 6,5% nach einem C-terminalen Aspartat in Position P1 generiert. Zuséatzlich
wurden 3,7% Spaltsequenzen, in denen andere Aminosauren als Glutamat oder Aspartat in
Position P1 enthalten waren, identifiziert. Auerdem wurden 1,9% der identifizierten Peptide
als ambigous Peptide zugeordnet. Die Anzahl an korrekten Zuordnungen, die der
vorhergesagten Spaltspezifitat der Endoprotease Glu C entsprechen, betragt damit 94,4%.

Im Gegensatz dazu wurden fir HEPES-Puffer 75,5% der Spaltsequenzen nach einem C-
terminalen Glutamat und 19,8% nach einem C-terminalen Aspartat in Position P1 gebildet.
Fur dieses Puffersystem wurden 2,6% der Spaltstellen mit anderen Aminosduren als Glutamat
oder Aspartat in Position P1 und 2,1% ambigous Peptide identifiziert. Die Anzahl an
korrekten Zuordnungen, die der vorhergesagten Spaltspezifitdt der Endoprotease Glu C
entsprechen, betragt damit in HEPES-Puffer 95,3%.

4.3.2 Untersuchung des Einflusses des Puffersystems auf die Spaltspezifitat der
Endoprotease GluC mittels reversed Markierung

Zur Validierung des Q-PICS Ansatzes und der in den Experimenten zur Untersuchung des
Einflusses von TEAB- (pH 7,8) und HEPES-Puffer (pH 7,8) auf die Spaltspezifitat der
Endoprotease GIuC gemessenen Daten, wurde ein reversed Markierungsexperiment
durchgefiihrt. Die Berechnung fir die TMT-Flachenverhéltnisse ist in Abbildung 4.1, Teil D
dargestellt.

Insgesamt wurden 1.552 TMT-markierte Peptide mit einem durchschnittlichen Mascot ion
score von 61 identifiziert. Diese resultierten in 485 unique Spaltsequenzen, die in mindestens

zwei der drei technischen Replikaten identifiziert wurden (siehe Tabelle 4.1).
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Aullerdem wurden 4,4% negative Werte fur TEAB-, bzw. 5,1% negative Werte flir HEPES-
Puffer an TMT-Flachenverhé&ltnissen von der weiteren Analyse ausgeschlossen.

Der durchschnittliche geometrische Mittelwert Uber die sechs TMT-Reporterionenkanale
(siehe Abbildung 4.1, Teil D) betrug 0,935 mit einer Standardabweichung <26%. Damit wies
er eine Abweichung vom Erwartungswert 1,0 <7% auf. Der Grenzwert der TMT-
Flachenverhéltnisse, ab dem eine unique Spaltstelle zu TEAB-oder HEPES-Puffer
klassifiziert wurde, wurde Uber die gleiche Formel 1 + 2*SD (Tan, et al., 2008), errechnet
(siehe Tabelle 4.2).

In Abbildung 4.3, Teil A sind die drei gleichen unique Spaltsequenzen und ihre TMT-
Flachenverhaltnisse, wie in Abbildung 4.2, Teil A, gezeigt.

A B HEPES TEAB

E.LYPGRPLAIALDTK 2,070+ 0,424
E.LYPGRPLAIALD  0,281+0,087
E.VVLVGGSTR 0,993+0,164

C

Position der Aminosaure
P6 P5P4 P3 P2 P1 P1P2P3' P4 P5P6

P6 P5 P4 P3 P2 P1 P1P2P3 P4 P5P6

A |-1oo
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Abb. 4.3:  Ubersicht der Ergebnisse des Q-PICS Ansatzes zur Untersuchung des Einflusses von
TEAB- (pH 7,8) und HEPES-Puffer (pH 7,8) auf die Spaltspezifitdt der Endoprotease
GIluC mittels reversed Markierung. A) Beispiele fur identifizierte unique Spaltstellen und
ihre Klassifizierung zu TEAB-, HEPES- oder beiden Puffern dber ihre TMT
Flachenverhéltnisse. B) Venn-Diagramm der identifizierten unique Spaltsequenzen und

ihre Klassifizierung und C) Heat-Maps zur Darstellung der GluC Spaltspezifitdt unter
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Verwendung der beiden Puffersysteme TEAB- (pH 7,8) und HEPES-Puffer (pH 7,8).Flr
die Datenbanksuche wurde semi Trypsin und semi GIluC als Enzymeinstellung gewéhit.
Die Peptidbindung zwischen Position P1 und P1"ist durch einen weil3en Strich abgetrennt.
C = carbarmidomethyliertes Cystein, K = dimethyliertes Lysin.

In dem reversed Markierungsexperiment wurden insgesamt 346 unique Spaltsequenzen so
klassifiziert, dass sie in TEAB-Puffer generiert wurden. Es wurden 54 dieser Spaltsequenzen
Uberwiegend diesem Puffersystem zugeordnet. Fir HEPES-Puffer wurden insgesamt 431
unique Spaltsequenzen zugeordnet, wobei 139 berwiegend fir dieses Puffersystem
klassifiziert wurden. Wiederum wurde der Grofteil von 292 identifizierten unique Spaltstellen
so klassifiziert, dass sie beiden Puffersystemen zugeordnet wurden (siehe Abbildung 4.3, Teil
B).

Die Heat-Maps in Abbildung 4.3, Teil C stellen die Haufigkeit der einzelnen Aminosauren in
Position P6 bis P6" fur beide Puffersysteme in dem reversed Markierungsexperiment dar.
Insgesamt 88,4% der identifizierten Spaltsequenzen wurden unter Verwendung des TEAB-
Puffers nach einem C-terminalen Glutamat und 6,8% nach einem C-terminalen Aspartat in
Position P1 generiert. Die Anzahl an Spaltsequenzen, in denen andere Aminoséduren als
Glutamat oder Aspartat in Position P1 enthalten war, betrug 3,1%, die der ambigous Peptide
1,7%. Insgesamt 95,2% der Spaltsequenzen entsprachen damit der vorhergesagten
Spaltspezifitat der Endoprotease Glu C.

Im Gegensatz dazu wurden fir HEPES-Puffer 75,8% der Spaltsequenzen nach einem C-
terminalen Glutamat und 20,6% nach einem C-terminalen Aspartat in Position P1 generiert.
In dem reversed Markierungsexperiment wurden fir HEPES-Puffer 1,4% der Spaltsequenzen
mit anderen Aminosauren als Glutamat oder Aspartat in Position P1 und 2,2% ambigous
Peptide identifiziert. Hier errechnet sich die Anzahl an korrekten Zuordnungen, die der

vorhergesagten Spaltspezifitat der Endoprotease Glu C entsprechen, zu 96,4%.

4.4 Diskussion

Die generelle Anwendbarkeit des klassischen PICS Ansatzes (Schilling and Overall, 2008)
zur Charakterisierung der Spaltspezifitat unterschiedlicher Proteasen konnte bereits in vielen
Studien gezeigt werden (Becker-Pauly, et al., 2011, Biniossek, et al., 2011, Paes Leme, et al.,
2011, Schilling and Overall, 2008, Schilling, et al., 2011). Wie in Kapitel 1.5 bereits
beschrieben, handelt es sich bei diesem Ansatz jedoch um eine rein qualitative Methode.
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Diese ermoglicht zwar die Identifizierung von Spaltsequenzen und damit die
Charakterisierung der Spaltspezifitdt einer Protease, enth&lt jedoch keinerlei Information
bezuglich einer quantitativen Ebene. Nachdem in Kapitel 3 die Anwendbarkeit des Q-PICS
Ansatzes auf qualitativer Ebene bereits nachgewiesen wurde, sollte dies nun auch auf
quantitativer Ebene erfolgen. Prinzipiell konnte dies bereits mit den Experimenten der
tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen Hefeproteoms gezeigt werden. Hier
konnten durch die sechs verschiedenen TMT-Reporterionenkanéle insgesamt sechs interne
technische Replikate in einer Messreihe analysiert werden. Dies ist beim klassischen PICS
Ansatz nicht der Fall, da hier immer nur eine Probe untersucht werden kann.

Die Vorgehensweise fiir das quantitative Experiment zur Untersuchung der Spaltspezifitat der
Endoprotease GIuC in unterschiedlichen Puffersystemen ist in Abbildung 4.1 dargestellt. Da
in den Experimenten der tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen
Hefeproteoms zur Optimierung verschiedener LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameter
bereits GluC verwendet wurde und hunderte von Spaltsequenzen identifiziert wurden, wurde
die gleiche Peptidbibliothek auch fiir das quantitative Experiment benutzt. Ein Unterschied
bestand jedoch darin, dass die Peptidbibliothek einmal in TEAB- und einmal in HEPES-
Puffer gelost wurde. Flr jedes Puffersystem standen je drei TMT-Reagenzien zur Verfligung
(126, 127 und 128 fur TEAB- bzw. 129, 130 und 131 fur HEPES-Puffer), so dass fur die
beiden verschiedenen biologischen Zustdnde (dem Verdau in den beiden Puffersystemen) je
drei interne technische Replikate verwendet wurden. Die Zuordnung der identifizierten
Spaltsequenzen zu einem oder beiden Puffersystemen erfolgte letztendlich Uber die TMT-
Flachenverhéltnisse. Damit sollten die Spaltsequenzen, die in beiden Puffern gleichermalen
generiert wurden, ein Verhdltnis nahe 1,0 aufweisen. Die Spaltsequenzen mit einem TMT-
Flachenverhéltnis <<1 sollten Uberwiegend in TEAB- und diejenigen mit einem Wert >>1 in
HEPES-Puffer entstanden sein. Ein genauer Grenzwert, ab wann ein quantitativer Unterschied
zwischen verschiedenen biologischen Zustanden feststellbar ist, kann Uber die Formel 1 +
2*SD (Tan, et al., 2008) fur TEAB- und Uber den reziproken Wert fir HEPES-Puffer
berechnet werden. Hierzu muss der durchschnittliche geometrische Mittelwert der TMT-
Flachenverhéltnisse und die zugehdrige Standardabweichung (SD) fur beide Puffersysteme
berechnet werden (siehe Abbildung 4.1, A und B).

Eine Besonderheit des Q-PICS Ansatzes ist die Tatsache, dass die Quantifizierung
ausschlieBlich auf Peptid-Ebene durchgefihrt wird. In klassischen proteomischen Studien, die
auf der Quantifizierung mittels isobaren tags basieren, wird dies prinzipiell in einem ersten

Schritt auch auf Peptid-Ebene durchgefihrt. Die quantitativen Daten der Peptide werden dann

100



Kapitel IV

aber auf das Protein, dem sie durch den Verdau entstammen, bezogen und zusammengefasst.
Somit ergibt sich fur die einzelnen Proteine oft eine Vielzahl an quantitativen Werten. Diese
Anzahl an Messwerten kann dann durch die Verwendung technischer Replikate (also LC-
MS/MS Analysen) zusatzlich erhoht werden. In den meisten Fallen wird ein
Reporterionenkanal des isobaren tags fur jeden biologischen Zustand verwendet, um eine
grolitmogliche Anzahl an verschiedenen biologischen Zustdnden in einem Experiment
miteinander vergleichen zu konnen (Ross, et al., 2004, Shirran and Botting, 2010). Es gibt
jedoch Ausnahmen, die sich die Verwendung interner technischer Replikate zu Nutze machen
(Dayon, et al., 2008, Tiberti, et al., 2010).

Auch isobare tags unterliegen methodischen Einschrdnkungen wie beispielsweise der
Markierungseffizienz. Zusétzlich gibt es in den Experimenten auch biologische Variationen
oder methodische Fehlerquellen, die durch die Verwendung interner technischer Replikate
untersucht werden kénnen.

Auch der in dieser Arbeit entwickelte Q-PICS Ansatz basiert auf der Verwendung von
internen technischen Replikaten. Dadurch wird dem zuvor beschriebenen Problem der
Quantifizierung auf Peptid-Ebene und der damit einhergehenden geringen Anzahl an
quantitativen Messwerten pro Spaltsequenz entgegengewirkt. Die Durchfihrung der LC-
MALDI-TOF/TOF MS/MS-Analysen in Form dreier technischer Replikate in Kombination
mit drei internen technischen Replikaten und der ausgewéhlten Bildung der TMT-
Flachenverhéltnisse (siehe Abbildung 4.1, A und B) ermdglicht die maximale Anzahl von bis
zu 27 Quantifizierungswerten pro identifizierter Spaltsequenz. Diese Zahl kann noch erhoht
werden, sofern eine Spaltsequenz mehr als einmal in den technischen Replikaten identifiziert
wird. Durch die zusatzliche Einschrdnkung, dass nur diejenigen Spaltsequenzen als
identifiziert betrachtet wurden, die in mindestens zwei der drei technischen Replikaten
gefunden wurden, wird eine hohere Anzahl an TMT-Flachenverhéltnissen gewahrleistet, die

fiir eine robuste Quantifizierung ausreichen sollten.

4.4.1 Untersuchung des Einflusses des Puffersystems auf die Spaltspezifitat der
Endoprotease GluC

Die durchschnittliche precursor-Anzahl, die fir die MS/MS-Analyse ausgewahlt wurden, lag
in den Experimenten der tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen
Hefeproteoms zur Optimierung verschiedener LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameter um

ca. 9% niedriger, als in den Experimenten zur Untersuchung des Einflusses verschiedener
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Puffersysteme auf die Spaltspezifitat der Endoprotease GIluC (siehe Tabelle 3.13 und Tabelle
4.1). Dennoch wurden in diesem Experiment 37% weniger TMT-markierte Peptide
identifiziert, auch wenn der durchschnittliche Mascot ion score praktisch identisch war.

In beiden Experimenten wurde die gleiche Menge an Gesamtpeptid fiir jedes technische
Replikat auf der nanoHPLC aufgetrennt und unter identischen Bedingungen mittels MALDI-
TOF/TOF MS/MS analysiert. In dem GIluC Verdau in zwei verschiedenen Puffersystemen
sollten insgesamt mehr unterschiedliche Peptide gebildet worden sein, als unter der
Verwendung nur eines Puffersystems. Dadurch erhalt man nach Vereinigung der jeweils drei
internen technischen Replikate pro Puffersystem, eine komplexere Probe, als in den
Experimenten mit nur einem Puffersystem und sechs internen technischen Replikaten. Da in
beiden Experimenten jedoch die gleiche Probenmenge pro Analyse verwendet wurde, sinkt
damit die Konzentration pro Einzelpeptid in den Experimenten mit zwei verwendeten
Puffersystemen. Es ist also nicht erstaunlich, dass damit auch die Anzahl an identifizierten
TMT-markierten Peptiden in diesem Experiment sinkt. Dennoch wurden in diesem
Experiment insgesamt 557 unique Spaltsequenzen ermittelt, die in mindestens zwei der drei
technischen Replikate identifiziert wurden. Dies stellt im Vergleich zu den Ergebnissen des
urspriinglichen PICS Ansatzes mit 453 identifizierten Spaltsequenzen (Schilling and Overall,
2008) immer noch ein sehr gutes Ergebnis dar.

Hétte die Anzahl an Identifizierungen nicht ausgereicht, um die Spaltspezifitét einer Protease
hinreichend beschreiben zu kénnen, so kénnte die Anzahl der identifizierten Spaltsequenzen
z. B. durch die Verwendung anderer Peptidbibliotheken, die nicht mit Trypsin als work-
Protease verdaut wurden, erhéht werden. Hier sei noch einmal darauf hingewiesen, dass diese
work-Proteasen sich in der Spaltspezifitat nicht mit der target-Protease iberschneiden dirfen.
Dariiber hinaus kénnte die geringere Probenmenge pro einzelner Spaltsequenz und die héhere
Probenkomplexitat auch durch Verwendung einer hoheren Gesamtprobenmenge in
Kombination mit einer 2D-HPLC Auftrennung kompensiert werden. Die Fraktionierung der
Proben in der ersten Dimension Uber eine starke Kationenaustauschchromatographie (SCX-
LC), gefolgt von einer nano (lonenpaar-) Umkehrphasenchromatographie (IP-RP-LC) in der
zweiten Dimension wurde fir Peptide, die mit isobaren tags markiert wurden, bereits
beschrieben (Dayon, et al., 2008, Ross, et al., 2004, Sinclair et al., 2011).

Betrachtet man nun die Ergebnisse bezuglich der Quantifizierung, so zeigt es sich, dass im
Vergleich zu den Experimenten der tryptischen Peptidbibliothek auf Basis des zytosolischen
Hefeproteoms zur Optimierung verschiedener LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Parameter die

Abweichung des durchschnittlichen geometrischen Mittelwertes vom Erwartungswert 1,0
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gleichermalien ausgepréagt ist (<5%). Die durchschnittliche Standardabweichung fur die
Experimente mit den beiden unterschiedlichen Puffersystemen liegt mit 22% (im Vergleich zu
13%) jedoch hoher. In Abbildung 4.4, Teil 1 ist beispielhaft das MS/MS-Spektrum des
Peptides LYPGRPLAIALD des Proteins Pyruvatkinase 1 dargestellt.

100 100 . b11+18 100 109 . b1l+18
1 ionscore 52 2 ionscore 49
50 50
80 |Reporterionen L1 L L 80 L4
125,0 134,0 125,0 134,0

60 | Repo

Intensitéat
3

40

20

090 330,2 651,4 972.,6 12938 16150 29,0 330,2 651,4 972,6 12938  1615,0
Masse (m/z)

Abb. 4.4:  MS/MS-Spektren des Peptides LYPGRPLAIALD(m/z = 1527,91) aus dem Protein
Pyruvatkinase 1 der Experimente zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher
Puffersysteme auf die Spaltspezifitdt der Endoprotease GIuC mit 1) normaler und 2)
reversed Markierung. Die Spektren wurden im positive ion mode generiert. Der m/z-
Bereich, der die Signale der Reporterionen enthélt, ist jeweils in VergréBerung dargestellt
und mit einem roten Pfeil markiert. Zusatzlich sind auch die Mascot ion scores
abgebildet.

Dieses Peptid wurde mit einem durchschnittlichen geometrischen Mittelwert der TMT-
Flachenverhéltnisse von 4,992 + 0,905 zu HEPES-Puffer zugeordnet (siehe Abbildung 4.2).
Man sieht in der Vergrolierung des m/z-Bereichs, der die Signale der Reporterionen enthalt,
dass die Intensitaten/Flachen der Reporterionen 126, 127 und 128 niedriger, als diejenigen der
Reporterionen 129, 130 und 131 sind. Zur Berechnung des durchschnittlichen geometrischen
Mittelwertes der TMT-Flachenverhéltnisse und der durchschnittlichen Standardabweichung
zur Grenzwertbestimmung (siehe Tabelle 4.2) wurden also auch diese Signale geringerer
Intensitat mit eingerechnet. Fur die beiden Puffer ergibt sich immer noch der Erwartungswert
1,0. In den Experimenten mit nur einem verwendeten Puffersystem, errechnet sich dieser
Wert zwar auch (ber alle sechs verschiedenen TMT-Reporterionenkandéle, hier weisen sie
allerdings auch die gleiche Intensitat auf. Wie in Kapitel 3 bereits beschrieben, steht die
analytische Varianz in Abh&ngigkeit von der Intensitit der Reporterionensignale (Hu, et al.,
2006). Es ist also nicht (berraschend, dass die Experimente mit zwel verwendeten
Puffersystemen eine hohere durchschnittliche Standardabweichung aufweisen, da hier auch

Signale mit geringeren Intensitdten in die Berechnung eingehen.
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In Abbildung 4.2, Teil A sind beispielhaft drei TMT-markierte Peptide bzw. unique
Spaltsequenzen, deren  durchschnittliche  geometrischen  Mittelwerte der TMT-
Flachenverhéltnisse und ihre Klassifizierung zu TEAB-, HEPES- oder beiden Puffersystemen,
gezeigt. Die Spaltstelle der Spaltsequenz LYPGRPLAIALDTK (dargestellt als “E.“) wurde
uber ihren durchschnittlichen geometrischen Mittelwert (0,456 = 0,073) zu TEAB-Puffer
klassifiziert. Man beachte, dass in diesem Peptid die potentielle Spaltstelle nach einem
Aspartat (Aspl2) in diesem Puffersystem nicht hydrolysiert wurde. Die um zwei
Aminosauren verkirzte Spaltsequenz LYPGRPLAIALD, bei der diese Hydrolyse
stattgefunden hatte, wurde hingegen HEPES-Puffer zugeordnet (4,992 + 0,905). Diese
Zuordnung korreliert sehr gut mit der vorhergesagten GIuC Spaltspezifitat, da beide
Spaltsequenzen N-terminal nach einem Glutamat in Position P1 gespalten wurden und in
HEPES-Puffer zusatzlich eine Spaltstelle nach einem Aspartat hydrolysiert wurde. Die unique
Spaltstelle VVLVGGSTR wurde nach einem Glutamat in Position P1 gebildet und wurde
somit beiden Puffersystemen zugeordnet (1,049 + 0,103).

Wie zuvor beschrieben, wurde durch Sorensen et al. (1991) die These aufgestellt, dass GluC
eine hohere Affinitat fir Glu-X gegenuber Asp-X Peptidbindungen aufweist. Dies ist von dem
verwendeten Puffersystem unabhéngig. Der inhibitorische Effekt von Bicarbonatpuffer auf
die GluC Gesamtaktivitat konnte dennoch in einer scheinbar ausschlieBlichen Affinitat fur
Glu-X Peptidbindungen resultieren. Diese These wird durch die Ergebnisse der Q-PICS
Experimente zur Untersuchung des Einflusses von TEAB- im Vergleich zu HEPES-Puffer auf
die GIuC Spaltspezifitat bestarkt. Zum einen wurden mehr unique Spaltsequenzen in HEPES-,
als in TEAB-Puffer identifiziert (500 vs. 375) und zum anderen wurden die meisten
Spaltsequenzen, die nach einem Aspartat in Position P1 generiert wurden, zu HEPES-Puffer
klassifiziert. Auch die beiden Heat-Maps in Abbildung 4.2, Teil C zeigen einen deutlichen
Unterschied in der Spaltspezifitat der Endoprotease GIuC in den beiden Puffersystemen. Die
Mehrheit der gemessenen durchschnittlichen geometrischen Mittelwerte der TMT-
Flachenverhéltnisse der einzelnen unique Spaltsequenzen Uberschreitet den Wert 6,0 (bzw.
0,167) nicht. Dies bedeutet, dass sie nicht ausschlieBlich in nur einem der beiden

Puffersysteme generiert wurden, sondern lediglich zu einem gréReren Anteil.

4.4.2 Untersuchung des Einflusses des Puffersystems auf die Spaltspezifitat der
Endoprotease GIuC mittels reversed Markierung

Insgesamt wurden in dem reversed Markierungsexperimentes zur Validierung des Q-PICS

Ansatzes weniger TMT-markierte Peptide und daraus resultierende unique Spaltsequenzen
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identifiziert als in dem normalen Markierungsexperiment. Die prozentuale Verteilung dieser
Spaltsequenzen zu TEAB-, HEPES- oder beiden Puffersystemen stimmt jedoch sehr gut
uberein (siehe Abbildung 4.3, Teil B). Auch der durchschnittliche Mascot ion score
unterscheidet sich praktisch nicht in den beiden Markierungsexperimenten (siehe Tabelle 4.1).
Bezuglich der Quantifizierung der TMT-markierten Peptide stellt man fest, dass die
Abweichung des durchschnittlichen geometrischen Mittelwertes von dem Erwartungswert 1,0
mit <7% fur das reversed Markierungsexperiment etwas hoher lag (im Vergleich zu <5%).
Auch die durchschnittliche Standardabweichung lag mit 26% etwas hoéher (im Vergleich zu
22%). Dies stellt jedoch keine drastische Verschlechterung dar. Der Grenzwert, ab dem ein
quantitativer Unterschied zwischen verschiedenen biologischen Zustédnden (in diesem Fall die
Klassifizierung zu einem oder beiden Puffersystemen) feststellbar ist, muss fir jedes
Experiment erneut berechnet werden (siehe Tabelle 4.2).

Die drei unique Spaltsequenzen, die bereits beispielhaft fir das normale
Markierungsexperiment gezeigt wurden (siehe Abbildung 4.2, Teil A), wurden (ber ihre
TMT-Flachenverhéltnisse zu den gleichen Puffersystemen wie zuvor klassifiziert.

Auch wenn in dem reversed Markierungsexperiment insgesamt weniger unique
Spaltsequenzen identifiziert wurden (346 unique Spaltsequenzen Klassifiziert zu TEAB- und
431 zu HEPES-Puffer), so ist die Anzahl immer noch in guter Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen des urspriinglichen PICS Ansatzes (Schilling and Overall, 2008). Auch der
Unterschied der Spaltspezifitat der Endoprotease GIuC in den beiden Puffersystemen wird
durch die beiden Heat-Maps in Abbildung 4.3, Teil C deutlich abgebildet.

Die Reproduzierbarkeit zwischen dem normalen und dem reversed Markierungsexperiment
wird durch den scatter plot in Abbildung 4.5 wiedergegeben. Insgesamt wurden 154 unique
Spaltsequenzen nur in dem normalen, 80 unique Spaltsequenzen nur im reversed und 405
unique Spaltsequenzen in beiden Markierungsexperimenten identifiziert. Durch den
Labeltausch der TMT-Reporterionenkandle fur die beiden Puffersysteme in den
unterschiedlichen Markierungsexperimenten erhdlt man im Idealfall fir jedes TMT-
Flachenverhéltnis des normalen Markierungsexperimentes den reziproken Wert im reversed
Markierungsexperiment. Dies wird z. B. durch die drei in den Abbildungen 4.2, Teil A und
4.3, Teil A gezeigten Spaltsequenzen deutlich. Auch die in Abbildung 4.4 dargestellten
MS/MS-Spektren des Peptides LYPGRPLAIALD des Proteins Pyruvatkinase 1 zeigen
deutlich die umgekehrte Verteilung der TMT-Reporterionensignale fir die beiden

Markierungsexperimente.
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Multipliziert man die beiden durchschnittlichen geometrischen Mittelwerte der TMT-
Flachenverhéltnisse der beiden Markierungsexperimente einer unique Spaltsequenz, so
errechnet sich der Erwartungswert 1,0. Der grofite Teil der 405 unique Spaltsequenzen (68%)
liegt um den Erwartungswert 1,0 in einem Bereich von 0,8 bis 1,2. Dies stimmt gut mit der
allgemein fur isobare tags erwarteten Standardabweichung von 20% uberein (Dayon, et al.,
2008, Gluckmann, et al., 2007, Ogata, et al., 2007, Ross, et al., 2004, Tiberti, et al., 2010).
Die dbrigen 32% der unique Spaltsequenzen, die diesen Bereich uberschreiten, weichen
jedoch nicht viel von dieser Standardabweichung ab. Dies demonstriert die hohe
Reproduzierbarkeit des Q-PICS Ansatzes. Wie zuvor beschrieben, ist auch zu bedenken, dass
Quantifizierungen mit isobaren tags i. d. R. letztendlich auf Proteinebene berechnet werden
und somit meist eine groflere Anzahl an quantitativen Messwerten pro errechneten
geometrischen Mittelwert vorliegt. Es ist somit nicht Uberraschend, dass man auf Peptid-

Ebene eine etwas grofiere Standardabweichung erhalt.
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Abb. 45:  Auftragung der multiplizierten durchschnittlichen geometrischen Mittelwerte der TMT-
Flachenverhéltnisse fur jede der 405unique Spaltsequenzen, die sowohl im normalen als
auch im reversed Markierungsexperiment identifiziert wurden. Die Multiplikation der
beiden TMT-Flachenverhaltnisse entspricht im Idealfall der Multiplikation eines Wertes
mit seinem reziproken Wert und errechnet sich dadurch zu dem Erwartungswert 1,0
(grane Linie). Durch die rote Linie ist die allgemein akzeptierte Abweichung fir isobare

tags von 20% dargestellt.
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4.5 Zusammenfassung und Ausblick

Insgesamt konnen mit dem Q-PICS Ansatz bis zu sechs verschiedene TMT-
Reporterionenkanéle verwendet werden. Diese konnen dazu genutzt werden, sechs interne
technische Replikate in nur einem LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Experiment zu
untersuchen. Das quantitative Potential des Ansatzes ermdglicht allerdings auch den
Vergleich verschiedener biologischer Zustande, in diesem Fall den Einfluss zweier
verschiedener Puffersysteme auf die Spaltspezifitat der Endoprotease GluC.

Das eigentliche Ziel dieses Experimentes, das quantitative Potential des Q-PICS
Ansatzes zu belegen, wurde erreicht. Es wurden 405 Spaltsequenzen sowohl in einem
normalen als auch in einem reversed Markierungsexperiment identifiziert. Uber die
TMT-Flachenverhaltnisse wurde eine Kilassifizierung durchgefihrt, in welchem der
beiden Puffersysteme (TEAB- und HEPES-Puffer) die Hydrolyse zur Generierung der
Spaltsequenzen erfolgt ist. Fasst man nun die Ergebnisse der beiden
Markierungsexperimente zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Puffersysteme
auf die Spaltspezifitdt der Endoprotease GIuC zusammen, so wird die These von
Sorensen et al. (1990) bestatigt. GIuC weist eine héhere Affinitat fur Glu-X gegentber
Asp-X Peptidbindungen unabhangig von dem verwendeten Puffersystem auf. Der
inhibitorische Effekt von Bicarbonatpuffer auf die GIuC Gesamtaktivitat resultiert
dennoch in einer scheinbar ausschliel3lichen Affinitat fir Glu-X Peptidbindungen in
diesem Puffer.

Durch das reversed Markierungsexperiment konnte zusétzlich die hohe Reproduzierbarkeit
des Q-PICS Ansatzes gezeigt werden. Diese und die Robustheit der Quantifizierung sind v. a.
auf die Verwendung dreier technischer Replikate in Kombination mit drei internen
technischen Replikaten zurlckzufiihren. Die wohl grofite Herausforderung des Q-PICS
Ansatzes beruht auf der Quantifizierung auf Peptid-Ebene. So wurden im Vergleich zu
Studien, die auf Quantifizierungen auf Proteinebene basieren, leicht erhéhte, durchschnittliche
Standardabweichungen erreicht. Diese dnderten jedoch nichts an dem quantitativen Potential
des Q-PICS Ansatzes.

Theoretisch kdnnte man an Stelle von zwei auch drei biologische Zustéande (z. B. ein weiteres
Puffersystem) miteinander vergleichen. Dann konnte man fir jeden dieser biologischen
Zustande immer noch ein zusétzliches internes technisches Replikat einsetzen. Im Vergleich

zu den Experimenten mit nur einem Puffersystem, in denen Parameter der LC-MALDI-
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TOF/TOF MS/MS Methode optimiert wurden, wurden in dem quantitativen Experiment
weniger Spaltsequenzen identifiziert. Die Grunde hierzu wurden bereits diskutiert.

Die Einfuhrung eines weiteren biologischen Zustandes wiirde zu einer weiteren Erhéhung der
Probenkomplexitat bei gleichzeitiger Verringerung der Probenmenge pro einzelne
Spaltsequenz fuhren. Die Signalintensitaten der VVorlauferionen wirden also ebenfalls kleiner
und damit die Identifizierungen tber die Fragmentspektren schlechter werden. Man sollte also
in einem solchen Fall das eindimensionale HPLC-Trennsystem auf eine zweidimensionale
Trennung erweitern und eine hohere Probenmenge als die bisher verwendeten 2,5ug
einsetzen.

Die Anzahl an quantitativen Messwerten pro Spaltsequenz kénnte auch durch zusatzliche
technische Replikate erhoht werden. Hierbei ist jedoch insbesondere auf die daraus
resultierenden erhéhten Messzeiten zu achten und ob diese Erhéhung mit einer verbesserten
robusten Quantifizierung einhergeht.

Nachdem das quantitative Potential des Q-PICS Ansatzes nun gezeigt wurde, sollten die
unterschiedlichsten Fragestellungen mit diesem Ansatz analysiert werden kénnen. So kénnte
man beispielsweise eine Protease unter Verwendung verschiedener Inhibitoren miteinander
vergleichen, oder den Einfluss verschiedener Bedingungen des Verdaus wie Temperatur,
Inkubationszeiten (oder wie gezeigt: Puffersysteme) untersuchen.

Bezlglich verschiedener Inkubationszeiten konnte man auch so genannte time-course-
Experimente erstellen und damit kinetische Untersuchungen durchfuhren. Somit konnte
beispielsweise analysiert werden, welche Spaltstellen durch eine Protease besonders schnell
hydrolysiert werden, weil sie beispielsweise besonders gut zugédnglich fir die verwendete
target-Protease sind. Es gibt jedoch einige Bedingungen bei solchen time-course-
Experimenten auf die geachtet werden muss. So ist ein entscheidender Punkt, dass die
Aktivitat der target-Protease bei der Probennahme unmittelbar und quantitativ gestoppt
werden muss. Wird die Aktivitat in der entnommenen Probe nicht gestoppt lauft die Spaltung
der Substrate auch nach der Probennahme weiter ab und eine Unterscheidung der
verschiedenen Zeitpunkte ist nicht moglich. Das Abstoppen der Protease-Aktivitat kann dabei
auf verschiedene Arten erfolgen. So kdnnen beispielsweise spezifische Proteaseinhibitoren
zugegeben werden (Dean and Overall, 2007, Gregorius, et al., 2013) oder Chymotrypsin
durch Harnstoff inaktiviert werden (Lathia et al., 2010). Bei der Zugabe solcher Reagenzien
zur Deaktivierung der Enzyme ist jedoch unbedingt darauf zu achten, dass sie mit den
nachfolgenden Analysentechniken oder Probenvorbereitungsschritten kompatibel sind.

Schliter et al. nutzten die Immobilisierung der target-Proteasen an beads, so dass die
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enzymatische Reaktion automatisch gestoppt wird, sobald ein Probenaliquot aus dem
Reaktionsgemisch entfernt wird (Schluter et al., 2003). Dadurch umgehen sie das Problem der
Zugabe von Reagenzien.

Einen weiteren wichtigen Punkt stellt die eigentliche Quantifizierung dar. Hier kénnen z. B.
die Signalintensitaten des gespaltenen Substrats mit einem internen Standard im gleichen MS-
Spektrum miteinander verglichen werden (Schluter, et al., 2003, Tholey et al., 2006). Eine
weitere Mdoglichkeit zur Quantifizierung auf MS-Ebene ist die Markierung von Peptiden
mittels DOTA (siehe Kapitel 1.2). Durch die Verwendung verschiedener Metalle sowie eines
internen  Produkt-/Substratstandards wurden time-courses der Neurotensin-Proteolyse
ausgehend von 8 unterschiedlichen Substratkonzentrationen parallel analysiert (Gregorius, et
al., 2013). Das so genannte multiplexing wird auch durch die Verwendung isobarer tags wie
ITRAQ ermdglicht. Dies wurde z. B. fiir die Analyse von Substraten der Metalloprotease
MMP2 gezeigt (Dean and Overall, 2007). Aber auch andere quantitative MS-Techniken wie
das single reaction monitoring (SRM) wurden bereits zur Erstellung solcher time-course-
Experimente verwendet (Agard et al., 2012).

Die Anwendung genomischer und proteomischer Analysentechniken zur Untersuchung von
Proteasen und Proteasen-Substraten, das so genannte Degradom, stellt insbesondere flr die
Proteomik eine grofle Herausforderung dar (Doucet et al., 2008, Lopez-Otin and Overall,
2002, Owverall, et al., 2004). In diesem Zusammenhang kann der Q-PICS Ansatz als eine
weitere Analysetechnik hinzugefiigt werden. So koénnte man eine gut definierte
Peptidbibliothek mit einem Zellsystem und einer hochregulierten bzw. Uberexprimierten
Protease (z. B. ADAM 10 oder 17) inkubieren und somit die Oberflachenaktivitat dieser
Protease untersuchen. Eine Unterscheidung der Peptide der Peptidbibliothek von Peptiden, die
letztendlich aus dem Zellsystem stammen, konnte beispielsweise Uber eine
Isotopenmarkierung erfolgen. So koénnte man zur Herstellung der Peptidbibliothek eine
isotopenmarkierte Zellkultur verwenden.

In Hinblick auf Proteasen spielen beispielsweise bei Tumoren, hdufig auch posttranslationale
Modifikationen wie Phosphorylierungen und damit Kinasen/Phosphatasen eine wichtige Rolle
(Lopez-Otin and Hunter, 2010). Wahrend es in dieser Veroffentlichung eher um die
regulatorischen Effekte von Proteasen durch Phosphorylierungen bzw. von Kinasen durch
proteolytische Prozessierung geht, konnte der Q-PICS Ansatz hier in einem anderen
Zusammenhang eingesetzt werden. So konnte man eine Peptidbibliothek beispielsweise mit
Proteinkinase A behandeln und somit Phosphorylierungen einfiihren. Auch eine chemische

Modifizierung zur Einfuhrung solcher Phosphorylierungen ware denkbar. Durch den Q-PICS
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Ansatz konnte dann der Einfluss von Phosphorylierungen auf die Spaltspezifitat
verschiedener Proteasen auf Substratebene untersucht werden, also ob die Hydolyse einer
Peptidbindung auch dann noch stattfindet, wenn sich eine Phosphorylierung in ihrer
Umgebung befindet. Diese kénnte Auswirkungen auf die Substratbindung im katalytischen
Zentrum der Protease haben und somit einen Einfluss auf die Spaltspezifitat austiben. Dieser
Einfluss kénnte anschliefend mit dem Q-PICS Ansatz auch quantitativ analysiert werden. Die
eigentliche Phosphorylierung ist in der mittels MS/MS identifizierten Spaltsequenz nicht
notwendigerweise enthalten, abhéngig davon, ob sie N- oder C-terminal der Spaltstelle liegt.
In einem solchen Experiment miuisste deshalb sichergestellt werden, welche

Phosphorylierungsstellen auch wirklich phosphoryliert vorliegen.
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Kapitel V: Schnittstellen-l1dentifizierung in ARTC2.2 mittels LC-MALDI-

TOF/TOF MS/MS

5.1 Einleitung

Das Ziel dieses Teilprojektes war die ldentifizierung der C-terminalen Spaltstelle (cleavage
site) innerhalb des Proteins ARTC2.2. Es handelt sich hierbei um eine GPI-verankerte Ekto-
ADP-Ribosyltransferase. Diese werden auf den Oberflachen von murinen T-Zellen und
Makrophagen exprimiert (Hong et al., 2007, Hong et al., 2009, Koch-Nolte et al., 1996).
Durch Aktivierung mittels NAD® filhrt ARTC2.2 eine Arginin-spezifische ADP-
Ribosylierung des lonenkanals P2X7 und anderer Zelloberflachenproteine durch (Adriouch et
al., 2008, Seman et al., 2003). Diese ADP-Ribosylierung aktiviert wiederum eine
Oberflachenprotease, die das shedding der Ektodomane von L-Selektin (CD62L) steuert
(Scheuplein et al., 2009). Die ARTC2-Enzyme werden dann aber vermutlich selbst Uber eine
Metalloprotease proteolytisch prozessiert. Die Spaltstellen sind derzeit jedoch unbekannt.

Die Aminosauresequenz des hier verwendeten ARTC2.2 ist in Abbildung 5.1 dargestellt. Der
vermutliche Bereich der Metalloproteasen-Spaltung ist hellblau gekennzeichnet. ARTC2.2
tragt zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen Asn90 und Asn260 (Prof. Dr. Fritz Koch-
Nolte per mindliche Mitteilung). Das hier untersuchte ARTC2.2 tragt ein N-terminales
FLAG-tag mit der Peptidsequenz N-DYKDDDDK-C (monoisotopische Masse: 1012,39 Da).
Es kann also Uber den kommerziell verfigbaren M2-mAb Antikorper aufgereinigt werden.
Die ARTC2-Enzyme sind C-terminal Gber einen GPI-Anker kovalent mit der Zellmembran
verbunden (Koch-Nolte, et al., 1996). Im Endoplasmatischen Retikulum werden GPI-
verankerte Proteine zunéchst als Vorldufer-Proteine exprimiert, die eine hydrophobe C-
Terminale pre-anchor Sequenz (PAS) enthalten. Diese besteht aus 20-37 Aminosauren und
enthélt die Spaltstelle, an welcher dann der GPI-Anker angebracht wird (Low, 1987). Die
vermutete PAS des ARTC2.2 ist in Abbildung 5.1 rot gekennzeichnet. Das Vorlaufer-Protein
wird anschlieRBend posttranslational modifiziert, indem ein Teil der PAS durch den GPI-Anker
ersetzt wird (Ferguson and Williams, 1988). Der GPI-Anker sollte also innerhalb des rot
gekennzeichneten Bereichs der ARTC2.2-Sequenz lokalisiert sein. Er kann z. B. durch die
bakterielle Phospholipase C (PI-PLC) gespalten werden. Die Strukturformel des GPI-Ankers,
sowie die Spaltstelle durch die Phospholipase sind Abbildung 5.2 zu entnehmen.
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Abb. 5.1:  Aminosduresequenz des analysierten ARTC2.2. Das N-terminale FLAG-tag ist gelb
unterlegt, die beiden potentiellen Glykosylierungsstellen Asn90 und Asn260 griin. Der
vermutete Bereich der Metalloprotease-Spaltung ist in blau, die pre-anchor Sequenz
(PAS) in rot markiert (Quelle: Prof. Dr. Fritz Koch-Nolte, Institut fur Immunologie
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf).
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Abb.5.2: Schematische Darstellung eines uber einen GPI-Anker mit der Zell-Membran

verbundenen Proteins und der darin enthaltenen PI-PLC-Spaltstelle.
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Die Aufgabenstellung dieses Projektes beruhte auf der Identifizierung der C-terminalen
Metalloprotease-Spaltstelle des ARTC2.2-Enzyms. Die Spaltung erfolgt dabei vermutlich
uber ADAM 10 oder ADAM17 bzw. TACE (Daten nicht gezeigt). Das proteolytisch
prozessierte ARTC2.2-Enzym wird im Folgenden als ARTC2.2tace bezeichnet.

Die Identifizierung der C-terminalen Anlagerungsstelle des GPI-Ankers wurde zuriickgestellt
und in diesem Projekt nicht bearbeitet.

Die Aufreinigung des proteolytisch prozessierten ARTC2.2tace wurde bis zur Auftrennung
Uber ein 10% Novex Fertiggel in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Fritz Koch-Nolte vom

Institut fir Immunologie am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgefiihrt.

5.2 Material und Methoden

Entionisiertes Wasser (18.2 MQ*cm) wurde mit einem arium®611VF System (Sartorius,
Gottingen, Deutschland) hergestellt und fur alle Experimente verwendet. Acetonitril (E
Chromasolv), Glu'-Fibrinopeptid B, Dithiothreitol (> 99.5%), Pepsin, GluC und lodacetamid
(Sigma Ultra) wurden von Sigma-Aldrich  (Steinheim, Deutschland) bezogen.
Ammoniumbicarbonat (> 99.5%), Trifluoressigsdure und a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure
(CHCA, > 99%) wurden von Fluka und Sequencing grade modified Trypsin von Promega
(Madison, WI, USA) erworben. Das zur MS-Kalibrierung verwendete 4700 Proteomics
Analyzer Standard Kit wurde von AB SCIEX (Darmstadt, Deutschland) und 95% **O-

markiertes Wasser von Cambridge Isotope Laboratories, Inc. Andover, MA USA bezogen.

Probenvorbereitung

ARTC2.2tace wurde aus dem Uberstand von 10° transient transfizierten HEK Zellen nach
Behandlung mit NAD und ATP isoliert. Die Reinigung erfolgte Giber eine 1 ml M2-Séule. Die
Elution erfolgte mit 100 mM Glycin, pH 2,5, Neutralisation durch Zugabe von 100 pul 1 M
Tris pH 9 und Umpufferung in PBS Uber eine PD-10 Sédule, wobei BSA als Carrierprotein
zugegeben wurde. Die Probe wurde dann tber einen Zentrifugationsfilter (cutoff 10.000 Da)
auf ca. 120 ul eingeengt. Ein Viertel der Praparation wurde an 15 pl einer Amino Link matrix
(Pierce) mit kovalent gebundenem anti-ART2.2 nanobody (Lama single domain antibody)
gebunden, gewaschen, mit SDS-haltigem endoF Puffer versetzt und nach Zugabe von endoF
uber Nacht bei 37°C inkubiert. Das Protein wurde mit 4x SDS-PAGE Probenpuffer ohne DTT
15 min bei 70°C von der Matrix gel6st, und tber ein 10% Novex Fertiggel groRenfraktioniert

(siehe Abbildung 5.3). Die Farbung des Gels erfolgte mit Colloidal Coomassie, die
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Entfarbung mit entionisiertem Wasser. Die Banden wurden anschlieBend ausgeschnitten und

in Eppendorfgefalie tberfuhrt.

In-Gel Verdau

Die, wie zuvor beschrieben, behandelten Gelstiicke wurden in 100 ul Wasser aufgenommen
und fir 5 min bei 37°C und 600 U/min im Thermomixer (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) gewaschen und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurden die Gelstiicke
in 100 pl Wasser/Acetonitril 50:50 (v/v) fir 5 min bei 37°C und 600 U/min entfarbt und der
Uberstand erneut verworfen. Die Reduktion der Probe erfolgte durch Zugabe von 100 ul
10 mM DTT-Lésung fir 60 min bei 56°C und 600 U/min im Thermomixer. Der Uberstand
wurde anschlielend verworfen. Zum Waschen des Reaktionsgemisches wurden fir 5 min bei
37°C und 600 U/min im Thermomixer 100 pl Wasser zugegeben und der Uberstand
verworfen. Um vorhandene Cysteinseitenketten mittels Carbamidomethylierung zu alkylieren,
wurden 100 pl 55 mM lodacetamid-Losung zugegeben und fiir 30 min bei RT im Dunkeln
inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen. Um iberschiissige Reagenzien zu entfernen,
wurden 100 ul Wasser/Acetonitril 50:50 (v/v) zugegeben und fir 5 min bei 37°C und
600 U/min im Thermomixer inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen. Diese
Waschprozedur wurde flinfmal wiederholt. Es wurden 100 ul Acetonitril zugegeben und fur
5 min bei 37°C und 600 U/min im Thermomixer inkubiert. Der Uberstand wurde verworfen
und der Schritt noch einmal wiederholt. Die Gelstiicke wurden anschlieBend fiir 25 min an der
Raumluft getrocknet. Fir den Verdau der Probe P1 (siehe Abbildung 5.3) wurden 20 ug
Trypsin in 40 pul 1 M HCL in O-markiertem Wasser geldst, zu je 10 pl aliquotiert und
anschlieBend mit jeweils 290 pl 40 mM Ammoniumbicarbonat-Puffer mit 95% *20-
markiertem Wasser pH 8,5 versetzt. Die Probe P1 wurde mit der **O-markierten Trypsin-
Losung versetzt und Uber Nacht bei 37°C und 500 U/min im Thermomixer inkubiert.
Zusétzlich wurde mit Probe P2 ein Verdau mit der Endoprotease GIuC durchgefiihrt (siehe
Abbildung 5.3). Hierzu wurden 50 pg GIuC in 100 pl 95% *20-markiertem Wasser gel&st und
zu je 10 pl aliquotiert. Eines dieser Aliquote wurde mit 290 pl 40 mM Ammoniumbicarbonat
in dem *®0-markierten Wasser pH 8,5 aufgefiillt. Der Verdau wurde nach Zugabe von 100 pl
dieser GluC-Losung uber Nacht bei 37°C, mit 300 U/min im Thermomixer durchgefiihrt.

Trennung mittels IP-RP-HPLC bei pH 2,1

Fur die Trennung der In-Gel Verdaue mittels IP-RP-HPLC bei pH 2,1 wurden jeweils 20 pl

der wie zuvor beschrieben vorbereiteten Proben mit einem U3000 nanoHPLC-System
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(Dionex, Idstein, Deutschland) Gber eine 50 pl Probenschleife injiziert und auf einer Acclaim
PepMap100 C18 Trap-Séule (300 um I.D. x 10 mm, 5 pum, Dionex, Idstein, Deutschland)
aufkonzentriert. Die Trap-Saule wurde 8 min mit 0,1%iger (v/v) wassriger Trifluoressigsaure-
Losung mit 3% (v/v) Acetonitril und einer Flussrate von 30 pl/min mit Peptiden beladen. Die
Analyten wurden dann auf eine Acclaim PepMap100 C18 Trennséule (75 pum 1.D. x 150 mm,
Dionex, ldstein, Deutschland) gespult. Die Trennung wurde unter Verwendung eines
Gradienten aus Eluent A (0,05% (v/v) wassrige Trifluoressigsdaure) und Eluent B (0,04% (v/v)
waéssrige Trifluoressigsaure in 80% Acetonitril) durchgefihrt, der Tabelle 5.1 zu entnehmen
ist. Die Flussrate betrug 0,3 pl/min bei einer Séulentemperatur von 30°C. Die Detektion
erfolgte mittels eines UV-Detektors mit Z-férmiger Detektorzelle mit einem Detektorvolumen

von 3 nl und einer Wellenldnge von 214 nm.

Tab.5.1: Zeitlicher Verlauf des Gradienten fur die Trennung der Peptide der
In-Gel-Verdaue von ARTC2.2tace mittels IP-RP-HPLC.

Eluent A Eluent B

Zeit [min]

[%] [%]
0,0 95 5
8,0 95 5
39,0 50 50
44,0 5 95
49,0 5 95
50,0 95 5
69,0 95 5

Nach Elution von der Sdule wurden die Peptide ab der flinfzehnten Minute im Verhéltnis 1:4
(v/iv) mit MALDI-Matrix  (a-Cyano-4-hydroxyzimtsédure) durch  einen  Probot
Mikrofraktionssammler (LC Packings, Dionex, Amsterdam, Niederlande) Uber ein T-Stiick
mittels Spritzenpumpe gemischt und alle 15 s auf ein MALDI-Target (Opti-TOF™ LC
MALDI Insert, AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland) gespottet. Das Spotten erfolgte fiir 50
min und die Matrix-Stockkonzentration betrug 3 mg/ml in 70% (v/v) Acetonitril/0.1% (v/v)
wassriger Trifluoressigsaure und enthielt ca. 5 nM Glu'-Fibrinopeptid B zur internen

Kalibrierung.

Massenspektrometrische Analyse mittels MALDI-TOF/TOF MS

Zur massenspektrometrischen Analyse der In-Gel Verdaue und Datenprozessierung (GPS-
Software, Version 3.6, AB SCIEX, Darmstadt, Germany) wurde ein MALDI-TOF/TOF 5800
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Massenspektrometer (AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland) verwendet. MS-Messungen
wurden im positive ion mode im Massenbereich von 800 — 4000 m/z und einer Akkumulation
von 1000 Laserschiissen durchgefiihrt. Die MS-Kalibrierung erfolgte  mittels
Standardpeptiden (4700 Proteomics Analyzer Mass Standard Kit, AB SCIEX, Darmstadt,
Deutschland), welche den erforderlichen Messbereich abdecken, in Form einer default
calibration. Zusétzlich wurde wahrend der LC-MALDI MS-Analysen mit Glu'-Fibrinopeptid
B als internem Standard kalibriert. Die Liste der precursor fur die MS/MS-Analyse wurde
automatisch durch die Software des Massenspektrometers unter Verwendung der folgenden
Parameter erstellt:  Minimales S/N-Verhéltnis 100; precursor  Massentoleranz:
+200 ppm; das Signal musste nur in einem Spot detektiert werden, um als precursor
akzeptiert zu werden und maximal wurden 10 precursor pro Spot fur die MS/MS-Analyse
ausgewahlt. Die MS/MS-Spektren wurden mit 1 kV mittels CID, unter Akkumulation von
2000 Laserschiissen generiert. Die MS/MS-Kalibrierung wurde mit Glu*-Fibrinopeptid B aus
dem 4700 Proteomics Analyzer Mass Standard Kit (AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland)
durchgefuhrt.

Proteinidentifizierung mittels Datenbankanalyse

Die Rohdaten wurden unter Verwendung der TS2Mascot Software (Matrix Sciences, London,
England) in mascot generic format (mgf)-Dateien umgewandelt. Dabei wurden folgende
Einstellungen verwendet: Massenbereich von 60 Da bis zu der Masse des precursors minus
35 Da; minimales S/N-Verhaltnis von 10, wobei nur die monoisotopischen Signale exportiert
wurden. Die Mascot Datenbanksuche wurde mit der Mascot 2.2.04 Software gegen die Swiss-
Prot FASTA-Datenbank mittels des Taxonomie-Filters Mus musculus (26. Januar 2012,
16345 Sequenzen) durchgefiihrt. Diese enthielt zusatzlich die in Abbildung 5.1 aufgefiihrte
Aminosauresequenz von ARTC2.2, sowie die Aminoséuresequenz der jeweils verwendeten
Protease. Folgende Suchparameter wurden eingestellt: Enzym: semi Trypsin bzw. semi GluC,
wobei keine C- oder N-terminale Orientierung berlcksichtigt wurde; erlaubte ausgelassene
Schnittstellen (missed cleavages): 2; feste Modifizierungen: Carbamidomethylierung (C);
variable Modifizierungen: Label 180 (1) (C-Term), Label 180 (2) (C-Term), Deamidierung
(NQ), Deamidierung 180 (NQ) und Oxidierung (Methionin); die Massentoleranz fiir die
precursor wurde auf £50 ppm und die der MS/MS-Fragmentionen auf £0,5 Da festgesetzt.
Der Vertrauensbereich fiir die Proteinidentifizierung wurde auf > 95% (p < 0,05) eingestellt.
Der identity threshold der Peptide betrug fir Trypsin einen Mascot ion score von 51 und fir
GluC von 52. Dadurch wurde eine falsch-positiv Rate (FDR) <3% erhalten.
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5.3 Ergebnisse

Ziel des Projektes war die ldentifizierung der C-terminalen Spaltstelle (cleavage site)
innerhalb des Proteins ARTC2.2, das durch eine Metalloprotease (vermutlich ADAM 10 oder
ADAML17 bzw. TACE) proteolytisch prozessiert wird.

In Abbildung 5.3 ist das mit Colloidal Coomassie gefarbte Gel der Auftrennung in zwei
technischen Replikaten des Proteins ARTC2.2tace aus HEK-Zellen nach der Behandlung mit
endoF gezeigt.

.

endoF =

ARTC2.2tace P1 P2

Abb. 5.3: Gelauftrennung der Probe des Proteins ARTC2.2tace. Es wurden zwei technische
Replikate (P1 und P2) angefertigt. Das zur Abspaltung der Glykosylierung
verwendete Protein endoF konnte innerhalb der Banden von ART2.2tace

abgetrennt werden.

Die Strategie zur Identifizierung der Metalloprotease-Spaltstelle innerhalb des Proteins
ARTC2.2 ist in Abbildung 5.4 dargestellt. Insgesamt wurden zwei verschiedene Proteasen fir
jeweils einen In-Gel Verdau verwendet. So wurde die Gelbande, die das Zielprotein
ARTC?2.2tace enthielt einmal tryptisch (Abbildung 5.3; P1) und einmal mit GluC (Abbildung
5.3; P2) proteolytisch prozessiert. Dabei wurde als Lésungsmittel isotopenmarkiertes H,'%0
verwendet. Durch den Verdau mit Trypsin bzw. GIuC werden (ein oder) zwei neue
Sauerstoffatome auf der C-terminalen Seite des neugebildeten Peptides eingefiihrt. Wird der
Verdau nun in H,™0 durchgefiihrt, so erhalt man Peptide, die an ihrem neugebildeten C-
Terminus mit zwei *20-Atomen isotopenmarkiert sind (Schnolzer, et al., 1996).

Nur das Peptid mit dem C-terminalen Ende, welches aus der Metalloproteasen-Spaltung
resultiert, kann die herkémmlichen **O-Isotope besitzen, da zum Zeitpunkt dieser Spaltung
kein H,™0 vorliegt und somit auch keine *20-Isotope in das Peptid eingebaut werden kénnen.
Eine Zuordnung, ob ein identifiziertes Peptid durch den In-Gel Verdau entstanden ist oder
nicht ist damit also moglich. Alle Peptide, die C-terminal mit einem oder zwei *O-Isotopen

markiert sind missen aus dem In-Gel VVerdau stammen.
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Abb. 5.4: Schematische Darstellung der Strategie zur Identifizierung der C-terminalen
Metalloprotease-Spaltstelle innerhalb von ARTC2.2. Der Verdau von ART2.2tace erfolgt

in H,'®0. Dadurch werden, in Abhangigkeit des Reaktionsmechanismus der verwendeten

Protease, ein oder zwei 0 —Atome in den C-Terminus der Spaltsequenz eingebaut

(Schnolzer, et al., 1996).

Fir die Datenbanksuche wurde eine Swiss-Prot Datenbank verwendet, die durch die

Taxonomie Einstellung Mus musculus beschrankt wurde. Unter dieser Einstellung sind die
beiden Proteine NAR2A_Mouse und NAR2B_Mouse enthalten, die eng mit dem Protein

ARTC2.2 verwandt sind. Abbildung 5.5 zeigt das Alignment der Aminoséuresequenzen

dieser eng verwandten Proteine mit der Sequenz des Proteins ARTC2.2.
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Abb. 5.5:  Alignment der Sequenz von ARTC2.2 (A) mit der Sequenz von NAR2B_MOUSE (B)
und NAR2A MOUSE (C). Das Alignment wurde auf http://www.uniprot.org/ mit der
dort zur Verfligung stehenden Software erstelit.
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Wahrend NAR2B_MOUSE und ARTC2.2 kaum Sequenzunterschiede aufweisen, sind diese
im Vergleich zu NAR2A_MOUSE viel ausgeprégter. Dies spielt insbesondere fir den
potentiellen Bereich der TACE-Spaltstelle eine wichtige Rolle (siehe Abbildung 5.1), da hier
die Sequenzunterschiede ebenfalls sehr ausgepragt sind. Das Alignment der drei Proteine
zeigt also, dass es Sequenzunterschiede gibt. Diese Unterschiede kdnnen letztendlich dazu
fuhren, dass eine Unterscheidung der drei Proteine uUber sogenannte unique Peptide moglich
ist. Unter unique Peptiden versteht man solche Peptide, die fur ein bestimmtes Protein

einzigartig sind.

5.3.1 Ergebnisse des tryptischen Verdaus des Proteins ARTC2.2tace

Die Ergebnisse der LC-MALDI MS/MS Analyse und der anschlielenden Datenbanksuche
sind in Abbildung 5.6 dargestellt und die identifizierten Peptide in Tabelle 5.3 aufgelistet. Das
Protein NAR2A_MOUSE  wurde nicht identifiziert.  Trotz  der  hohen
Sequenzibereinstimmung zwischen NAR2B_MOUSE und ARTC2.2, wurde letzteres Uber

unique Peptide identifiziert.

ARTC2.2, score: 1782, SC: 63%, MS-Massengenauigkeit: 5ppm

1 MALPVTALLL PLALLLHALR FDYEDDDDER SLAVPFMLDM APHAFDDOYE
51 GCYEDMEEEL POLLOEDFHM HEELFLEWEE AEINWEEIEN STSYPAGFHD
101 FHGTALVAYT GHLATDFHRG VREDFEESPDN FHYEAFHYYL TEAVQLLHDQ
151 GCSLVYYRGTE VMFEYTGEGE VEFGQFS5555 LTERVALSSH FFSHHGTLEFI
201 IRTCLGVNIE EFSSFPREEE VLIPGYEYYH EVTAQHDHGY HEIFLDSPER
251 EESHFHCFYH GSAQTVHIDF 3I3G3RESCY SLFLVVLLGL LVQQOLTLAEF

Abb. 5.6: Ergebnisse der Datenbankrecherche in der Swiss-Prot Datenbank mit Taxonomie Mus
musculus zusétzlich der Aminoséuresequenzen der Proteasen Trypsin und GluC sowie des
in Abbildung 5.1 abgebildeten ARTC2.2. SC = sequence coverage, der score bezieht sich

auf die Proteinidentifizierung.

Zur Verdeutlichung der unterschiedlichen Aminosdure-Modifikationen innerhalb der
identifizierten Peptide wurde eine Farbcodierung eingefiihrt (siehe Tabelle 5.2).

Mit dieser Codierung werden die modifizierten Aminosduren innerhalb einer Peptidsequenz
hervorgehoben. Da einige Peptide mit unterschiedlichen Modifikationen identifiziert wurden,

soll dies die Unterscheidung der Peptide vereinfachen.
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Tab. 5.2: Farbcodierung der unterschiedlichen Aminosauren-Modifikationen.
Modifikation Farbcodierung
Carbamidomethylierung blau
Deamidierung mit einem *2O-Isotop
Deamidierung mit einem *°O-Isotop rot
Markierung am C-Terminus mit einem *20-Isotop gran

Deamidierung mit einem *°O-Isotop und Markierung
am C-Terminus mit einem *2O-Isotop

Insgesamt wurden drei Peptide identifiziert, deren C-Terminus innerhalb der potentiellen
Metalloproteasen-Spaltstelle liegt. Das Peptid KSNFNCFYNGSAQTV enthalt eine
Carbamidomethylierung an der Cysteinseitenkette (Cys6) und ist am Asn9 deamidiert. Da es
C-terminal jedoch eine '?O-Markierung enthélt, handelt es sich dabei nicht um die
Metalloprotease-Spaltstelle, sondern um ein Peptid, das durch den tryptischen Verdau
generiert wurde.

Das Peptid SNFNCFYNGSAQTVNIDF wurde mit zwei verschiedenen Modifikationen
identifiziert. So wurde es einmal als SNFNCFYNGSAQTVNIDF mit einer
Carbamidomethylierung an Cys5 und einer Deamidierung des Asn8 sowie als
SNFNCFYNGSAQTVNIDF mit einer Carbamidomethylierung an Cys5, einer Deamidierung
des Asn8 sowie einer Deamidierung mit einem *30-Isotop an Asn4 zugeordnet.

Die Deamidierung mit dem leichten '°O-Isotop aller drei identifizierten Peptide entspricht
einer der potentiellen Glykosylierungsstellen (Asn260) von ARTC2.2 (siehe Abbildung 5.1).
Auch die zweite potentielle Glykosylierungsstelle wurde innerhalb des Peptides
EIKNSTSYPAGFHDFHGTALYV identifiziert. Dabei wurde ein Mascot ion score von 98
erreicht und die Glykosylierungsstelle in Form des deamidierten Asn4 festgestellt. Das Peptid
enthielt zusatzlich eine '®0-Isotopenmarkierung am C-Terminus. Es stammt also aus dem
tryptischen In-Gel Verdau. Wie zuvor beschrieben, erfolgt durch die Deglykosylierung mittels
endoF eine Deamidierung (Tarentino and Plummer, 1994). Die identifizierten
Deamidierungen geben also einen starken Hinweis darauf, dass das Protein an diesen Stellen
(Asn90 und Asn260) tatsachlich glykosyliert vorlag. Die Deamidierung mit einem *O-lsotop
muss wahrend des tryptischen Verdaus stattgefunden haben, da dieser in H,"®0 durchgefiihrt
wurde. Beide verschieden modifizierten Formen des Peptides SNFNCFYNGSAQTVNIDF
weisen keine *0-Markierung am C-Terminus auf. Es muss sich dabei also um die gesuchte
Metalloprotease-Spaltstelle handeln. Die Spaltung scheint nach dem Phe270 zu erfolgen. Dies

sollte nun durch den Verdau mit einer alternativen Protease bestéatigt werden.
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Tab. 5.3: Auflistung der identifizierten Peptide der Datenbankrecherche in der Swiss-Prot
Datenbank mit Taxonomie Mus musculus, zusatzlich der Aminosduresequenzen der
Protease Trypsin sowie des in Abbildung 5.1 abgebildeten ARTC2.2. Alle Cysteine sind

carbamidomethyliert. Die Peptide, deren C-Terminus im Bereich der potentiellen

Metalloproteasen-Spaltstelle liegt, sind grau unterlegt.

Molekulargewicht

Mascot

. Position P1 Aminosauresequenz Modifikationen

[Da] ion score
1836,71 74 N AFDDQYEGCVEDMEK Label:180(1) (C-term)
1852,70 70 N AFDDQYEGCVEDMEK Label:180(1) (C-term); Oxidation (M)
1919,92 81 K APQLLQEDFNMNEELK Label:180(1) (C-term)
1738,89 129 R AVQLLNDQGCSLVYR Label:180(2) (C-term)
1739,86 75 R AVQLLNDQGCSLVYR Deamidated (NQ); Label:180(2) (C-term)
1741,87 93 R AVQLLNDQGCSLVYR Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(2) (C-term)
1357,68 76 \Y AYTGNLAIDFNR Label:180(2) (C-term)
1705,84 81 R EEEVLIPGYEVYHK Label:180(1) (C-term)
2556,24 101 K EFSSFPREEEVLIPGYEVYHK Label:180(1) (C-term)
2293,09 98 K EIKNSTSYPAGFHDFHGTALV Deamidated (NQ); Label:180(1) (C-term)
1454,78 52 N FFSNHGTLFIR Label:180(2) (C-term)
1189,59 75 R FGQFSSSSLTK Label:180(1) (C-term)
1347,69 55 R FGQFSSSSLTKR Label:180(2) (C-term)
959,57 58 N HGTLFIR Label:180(2) (C-term)
2048,01 129 K KAPQLLQEDFNMNEELK Label:180(1) (C-term)
2064,01 112 K KAPQLLQEDFNMNEELK Label:180(1) (C-term); Oxidation (M)
2067,00 114 K KAPQLLQEDFNMNEELK Deamidated (NQ); Label:180(2) (C-term); Oxidation (M)
2733,36 144 K KAPQLLQEDFNMNEELKLEWEK Label:180(1) (C-term)
2749,35 89 K KAPQLLQEDFNMNEELKLEWEK Label:180(1) (C-term); Oxidation (M)
1738,75 62 K KSNFNCFYNGSAQTV Deamidated (NQ); Label:180(1) (C-term)
2609,03 114 F MLDMAPNAFDDQYEGCVEDMEK Label:180(1) (C-term)
1639,68 84 K NSTSYPAGFHDFHGT Deamidated (NQ); Label:180(1) (C-term)
1823,80 76 K NSTSYPAGFHDFHGTAL Deamidated (NQ); Label:180(1) (C-term)
1922,87 80 K NSTSYPAGFHDFHGTALV Deamidated (NQ); Label:180(1) (C-term)
2156,97 65 K NSTSYPAGFHDFHGTALVAY Deamidated (NQ); Label:180(1) (C-term)
2097,87 102 K SNFNCFYNGSAQTVNIDF Deamidated (NQ)
2100,86 7 K SNFNCFYNGSAQTVNIDF Deamidated (NQ); Deamidated:180(1) (NQ)
1160,64 68 F SNHGTLFIR Label:180(2) (C-term)
2086,92 102 \Y TAQNDNGYNEIFLDSPER Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(1) (C-term)
1123,58 64 Y TGNLAIDFNR Label:180(2) (C-term)
2026,08 109 R VALSSNFFSNHGTLFIR Label:180(2) (C-term)
2029,07 88 R VALSSNFFSNHGTLFIR Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(2) (C-term)
975,46 60 K VMFEYTGK Label:180(1) (C-term)
2185,01 57 K VTAQNDNGYNEIFLDSPER Label:180(2) (C-term)
2184,97 67 K VTAQNDNGYNEIFLDSPER 2 Deamidated (NQ); Label:180(1) (C-term)
2185,99 86 K VTAQNDNGYNEIFLDSPER Deamidated (NQ); Label:180(2) (C-term)
2186,97 64 K VTAQNDNGYNEIFLDSPER 2 Deamidated (NQ); Label:180(2) (C-term)
2186,97 58 K VTAQNDNGYNEIFLDSPER 2 Deamidated (NQ); Label:180(2) (C-term)
2188,98 63 K VTAQNDNGYNEIFLDSPER Deamidated (NQ); Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(2) (C-term)
2188,98 58 K VTAQNDNGYNEIFLDSPER Deamidated (NQ); Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(2) (C-term)
2188,98 80 K VTAQNDNGYNEIFLDSPER Deamidated (NQ); Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(2) (C-term)
2190,98 83 K VTAQNDNGYNEIFLDSPER 2 Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(2) (C-term)
2313,10 63 K VTAQNDNGYNEIFLDSPERK Label:180(2) (C-term)
2316,09 87 K VTAQNDNGYNEIFLDSPERK Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(2) (C-term)
2317,07 75 K VTAQNDNGYNEIFLDSPERK Deamidated (NQ); Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(2) (C-term)
2319,08 85 K VTAQNDNGYNEIFLDSPERK 2 Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(2) (C-term)

5.3.2 Ergebnisse des Verdaus mittels der Endoprotease GIluC des Proteins
ARTC2.2tace

Ziel der nun folgenden Experimente war es mit Hilfe einer alternativen Protease die mit
Trypsin lokalisierte Metalloprotease-Spaltstelle zu bestatigen. Um festzustellen, welche
Protease sich hierzu am besten eignet, wurden zuerst verschiedene in silico Verdaue mit Hilfe
der PeptideMass Software durchgefiihrt. Chymotrypsin konnte beispielsweise nicht verwendet
werden, da im Falle eines Verdaus von ARTC2.2tace mit dieser Protease auf Grund ihrer
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Spaltspezifitdt nach dem endsténdigen Phe270 eine Hydrolyse erfolgen wirde. Die Auswahl
fiel deshalb auf GIuC in Ammoniumbicarbonat-Puffer. Wie in der Literatur beschrieben
(Sorensen, et al., 1991) und in den Experimenten in Kapitel 4 bestatigt wurde, sollte die
Endoprotease GluC unter diesen Bedingungen eine scheinbar ausschlieBliche Spaltspezifitét
nach Glutamat besitzen. Dabei sollte das Peptid RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF generiert
werden. Der Verdau wurde ebenfalls in H,™0O durchgefiihrt, um eine Aussage treffen zu
konnen, welche Peptide durch Metalloprotease- und welche durch GluC-Spaltung entstanden
waren. GIuC fihrt, ebenso wie Trypsin, zum Einbau von einem bzw. zwei **0-Atomen und
damit zu einem Massenshift von 2 Da bzw. 4Da (Schnolzer, et al., 1996).

Die Ergebnisse der beiden Datenbanksuchen fiir den Verdau von ARTC2.2tace mittels der
Endoprotease GIuC sind in Abbildung 5.7 und Tabelle 5.4 dargestellt.

ARTC2.2, score: 334, SC: 19%, MS-Massengenauigkeit: 5ppm

1 MALPVTALLL PLALLLHAAR FDYEDDDDER SLAVPFMLIM APHAFDDOQYE
51 GCVEDMEKEA POLLOEDFNN NEELELEWEE AEINWEEIFM STSYPAGFHD
101 FHGTALVAYT GNLAIDFNEG VRDFEESPDN FHYEAFHYYL TRAVOQLLMNDO
151 GC3ILVYRGTE VHFEYTTGEGS VRFGOF3333 LTERVAL3ISN FFSMNHGTLFI
201 IRTCLGVNIE EF33FFREEE VLIFGYEWYH EVTAQHDHGY HEIFLDZPER
251 EESHFHCFYH GSAQTYHIDF 3IISGSRESCYV SLFLVVLLGL LWVOOQLTLAEFR

Abb. 5.7:  Ergebnisse der Datenbankrecherche in der Swiss-Prot Datenbank mit Taxonomie Mus
musculus, zusétzlich der Aminoséuresequenzen der Proteasen Trypsin und GluC sowie
des in Abbildung 5.1 abgebildeten ARTC2.2. SC = sequence coverage. Der score bezieht

sich auf die Proteinidentifizierung.

Tab. 5.4: Auflistung der identifizierten Peptide der Recherche in der Swiss-Prot Datenbank mit
Taxonomie Mus musculus zusatzlich der Aminosauresequenzen der Protease GluC sowie
des in Abbildung 5.1 abgebildeten ART2.2tace. Alle Cysteine sind Carbamidomethyliert.
Die Peptide, deren C-Terminus im Bereich der potentiellen TACE-Spaltstelle liegt, sind

grau unterlegt.

Molekulargewicht Mascot

. Position P1 Aminosauresequenz Modifikationen
[Da] ion score

1430,73 82 E DMEKKAPQLLQE Label:180(1) (C-term)
1055,62 69 E KKAPQLLQE Label:180(1) (C-term)
1317,51 69 D MAPNAFDDQYE Label:180(1) (C-term); Oxidation (M)
1479,68 55 E RKKSNFNCFYN Deamidated:180(1) (NQ)
2510,16 57 E RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF Deamidated (NQ)
2513,15 71 E RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF Deamidated (NQ); Deamidated:180(1) (NQ)
1754,76 75 E VYHKVTAQNDNGYNE Deamidated (NQ); Deamidated:180(1) (NQ)
1755,78 88 E VYHKVTAQNDNGYNE Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(1) (C-term)
1757,75 65 E VYHKVTAQNDNGYNE Deamidated (NQ); 2 Deamidated:180(1) (NQ)
1758,77 91 E VYHKVTAQNDNGYNE 2 Deamidated:180(1) (NQ); Label:180(1) (C-term)

Das Protein NAR2A_MOUSE wurde, wie in dem Experiment des tryptischen Verdaus zuvor,
nicht identifiziert. Da keine unique Peptide identifiziert wurden, kann eine eindeutige
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Unterscheidung zwischen NAR2B_MOUSE und ART2.2tace in diesem Experiment nicht
getroffen werden. Insgesamt wurden mit der Endoprotease GIuC wesentlich weniger Peptide
identifiziert als in dem Experiment mit dem tryptischen Verdau. Dies resultiert auch in einer
geringeren Sequenzabdeckung. Es wurde kein Peptid identifiziert, das die potentielle
Glykosylierungsstelle an Asn90 enthielt.

Obwohl der GIuC Verdau weniger effektiv als der tryptische Verdau war, wurden erneut drei
Peptide identifiziert, deren C-Terminus im Bereich der vermuteten Metalloproteasen-
Spaltstelle liegt. Das Peptid RKKSNFNCFY | enthalt eine Carbamidomethylierung des Cys8
und ist laut Datenbanksuche am Asn11 mit einem 0O-Isotopdeamidiert. Diese Zuordnung ist
jedoch falsch. Es muss sich dabei um das Peptid RKKSNFNCFY\ handeln, welches eine
Carbamidomethylierung des Cys8 und eine Deamidierung vonAsn1l mit einem *°O-lsotop
sowie eine ‘2O-Isotopenmarkierung am C-Terminus enthalt. Dies wird im Kapitel 5.4
ausfihrlich erlautert. Es kann sich bei diesem Peptid damit um keine Metalloprotease-
Spaltstelle handeln, sondern um ein Peptid, das durch den GIuC In-Gel Verdau generiert
wurde.

Das durch den in silico Verdau vorhergesagte Peptid RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF
wurde ebenfalls mit zwei verschiedenen Modifikationen identifiziert. So wurde es einmal als
RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF mit einer Carbamidomethylierung an Cys8 und einer
Deamidierung des Asnll sowie als RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF mit einer
Carbamidomethylierung an Cys8, einer Deamidierung des Asnll sowie einer Deamidierung
mit einem ‘®O-Isotop an Asn7 zugeordnet. Die Deamidierung mit dem leichten °O-Isotop
aller drei identifizierter Peptide entspricht der potentiellen Glykosylierungsstelle Asn260 von
ARTC2.2 (siehe Abbildung 5.1). Damit wird der Hinweis bekraftigt, dass das Protein an
dieser Stelle tatsachlich glykosyliert vorliegt. Die Deamidierung mit einem *O-Isotop
wéhrend des GIuC Verdaus erfolgt ebenfalls an der gleichen Aminoséaure, wie wahrend des
tryptischen Verdaus. Die beiden verschieden modifizierten Formen des Peptides
RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF weisen, wie erwartet, keine ®0-Markierung am C-
Terminus auf. Es muss sich dabei also erneut um die gesuchte Metalloprotease-Spaltstelle
handeln, die nach dem Phe270 erfolgt. Damit bestatigt das Experiment des GluC Verdaus die

Identifizierung der Metalloprotease-Spaltstelle.
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5.4 Diskussion

In den in diesem Kapitel beschriebenen Experimenten sollte die unbekannte Spaltstelle einer
Metalloprotease innerhalb des Proteins ARTC2.2, also der C-Terminus dieses Proteins
identifiziert werden. Wie in Kapitel 1.5 beschrieben, gibt es verschiedene Mdoglichkeiten den
C-Terminus eines Proteins z. B. mittels COFRADIC (Van Damme, et al., 2010) oder C-
TAILS (Schilling, et al., 2010) zu identifizieren. Diese Methoden haben aber auch Nachteile
bzw. Schwierigkeiten (Rogers and Overall, 2013). Der COFRADIC-Ansatz ist anfallig fur
den Verlust von Probe wéhrend den Fraktionierungen mittels SCX-Vortrennung oder RP-
HPLC. Auflerdem ist er mit >50 Fraktionen pro Probe sehr messintensiv und damit
zeitaufwendig. In Experimenten mittels C-TAILS ist es ein Problem eine quantitative
Markierung der C-Termini zu erhalten. Aus diesen Grinden wurde sich fur eine andere
Strategie entschieden, durch die in einem Verdau C-terminal mit einem bzw. zwei *°0-
Atomen markierte Peptide zu generieren. Dadurch sollte eine Unterscheidung von dem
gesuchten unmarkierten C-Terminus mdoglich sein. Da jedoch das C-terminale Ende des
unmarkierten Peptides (siehe Abbildung 5.4) unbekannt ist, wurde als Enzymspezifitat fir die
Datenbanksuche semi Trypsin bzw. semi GluC angegeben. Unter Verwendung dieser
Einstellung missen Peptide nur an einem Ende, also entweder N- oder C-terminal, die fur das
Enzym vorhergesagte Spaltspezifitat aufweisen.

Insgesamt wurden zwei verschiedene Proteasen (Trypsin und GIuC) fur den In-Gel Verdau
des Proteins ARTC2.2tace verwendet. Dies sollte die Sicherheit der korrekten Identifizierung
der Metalloprotease-Spaltstelle erhéhen.

Uber den tryptischen Verdau wurde das Protein ARTC2.2 mit einem sehr hohen score von
1782 und einer guten Sequenzabdeckung von 63% identifiziert. Dabei erfolgte die Zuordnung
uber unique Peptide. Eine Unterscheidung des ARTC2.2 wurde somit sowohl von dem fast
Sequenzgleichen Protein  NAR2B_MOUSE als auch von dem eng verwandten
NAR2A_MOUSE getroffen. Insgesamt wurden drei Peptide identifiziert, deren C-Terminus
innerhalb des potentiellen Bereichs der TACE-Spaltstelle liegt (siehe Abbildung 5.5).

In  Abbildung 58 sind das MS- und das MS/MS-Spektrum des Peptides
KSNFNCFYNGSAQTV gezeigt. Das Peptid wurde mit einem Mascot ion score von 62
sicher zugeordnet. Durch die Zuordnung der b- und y-lonen handelt es sich um ein Peptid,
dessen C-Terminus eine *0O-Markierung enthalt.

Es ist bekannt, dass Peptide, die ein Aspartat enthalten, an dieser Aminosaure besonders gut

fragmentieren, wenn sich N-Terminal ein Lysin befindet (Jorgensen et al., 2005). Deshalb
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weist das bg-lon(das Signal nach dem Bindungsbruch C-terminal zum Aspartat) die hdchste
Intensitdat im MS/MS-Spektrum auf.

Durch die *®0-Markierung des C-Terminus steht fest, dass es sich bei dem Peptid nicht um
eine Metalloprotease-Spaltstelle, sondern um ein tryptisch gespaltenes Peptid handelt, auch
wenn die Spaltung nicht entsprechend der tryptischen Spaltspezifitit nach einem Lysin oder
Arginin in Position P1 erfolgt ist. Insgesamt wurden funf Peptide identifiziert, die N-oder C-
Terminal eine Spaltstelle enthalten, die nach einem Valin in Position P1 generiert wurden.
Diese enthalten alle die *®0-Markierung am C-Terminus und konnen daher nicht aus der

Metalloprotease-Spaltung stammen.
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80 1113,50 5 744,83 80
"CE h27
— 7377
3 60 60
g 1736,0 1750,0
i) o1/h2
S40 40
6.5p 2505,25
20 525,79 E31 09 20
192,6 '
o O i sl M o
799,0 14418 20846 27274 33702 4013,0°9,0 375,0 741,0 1107,0 14730 1839,0

Masse (m/z)

Abb.5.8: A) MS-Spektrum des tryptischen Peptides KSNFNCFYNGSAQTYV (m/z = 1739,75), das
eine Carbamidomethylierung an Cys6, eine Deamidierung an Asn9 sowie eine **O-
Markierung am C-Terminus tragt. Das m/z-Verhéltnis des Peptides ist rot markiert und
der m/z-Bereich dieses Signals ist in VergroRerung dargestellt. B) MS/MS-Spektrum und
Zuordnung der Signale des gleichen Peptides. Beide Spektren wurden mit einem

MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer im positive ion mode generiert.

Die beiden Zuordnungen der unterschiedlichen Modifikationen des Peptides
SNFNCFYNGSAQTVNIDF fihrten letztendlich zur Identifizierung der Metalloprotease-
Spaltstelle nach Phe270. Die zugehorigen MS- und MS/MS-Spektren sind in Abbildung 5.9
und Abbildung 5.10 dargestellt. Das Peptid SNFNCFYNGSAQTVNIDF mit einer
Carbamidomethylierung an Cys5 und einer Deamidierung des Asn8 wurde in Spot 372 mit
einem sehr hohen Mascot ion score von 102 identifiziert und scheint keine oder nur eine
geringe Uberlappung mit dem Peptid SNF'CFYNGSAQTVNIDF im selben Spot
aufzuweisen (Abbildung 5.9, Teil A). Dieses Peptid mit einer Carbamidomethylierung an
Cys5, einer Deamidierung des Asn8 sowie einer Deamidierung mit einem *20-Isotop an Asn4

wurde in Spot 373 mit einem hohen Mascot ion score von 77 identifiziert. Die zusatzliche
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Deamidierung an Asn4 muss wahrend des tryptischen Verdaus stattgefunden haben, da nur zu
diesem Zeitpunkt H,*®0 zum Einsatz kam. Deamidierungen sind bekannte Modifikationen der
Aminosauren Asparagin und Glutamin, die bevorzugt an Asparagin ablaufen (Reubsaet et al.,
1998). Dabei wird die jeweils freie Carbonséauregruppe gebildet. Aus Glutamin wird demnach
Glutamat und aus Asparagin Aspartat gebildet. Dies fiihrt jeweils zu einem Massenshift von
+1 Da. Findet die Deamidierung jedoch in H,'®0 statt, so fiihrt dies zu einem Massenshift von
+3 Da. Damit sind die Deamidierungen im MS/MS-Spektrum (in Abh&ngigkeit der Qualitat
des MS/MS-Spektrums) unterscheidbar.

Im MS-Spektrum (siehe Abbildung 5.10) erkennt man noch ein kleines Signal fiir das Peptid
SNFNCFYNGSAQTVNIDF. In dem verwendeten MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer
werden die precursor fir die MS/MS-Analyse durch den timed ion selector (TIS) ausgewahlt.
Dieser ist jedoch nicht in der Lage, die beiden unterschiedlichen Peptidionen flr die MS/MS-
Analyse komplett voneinander zu trennen. Die zusatzlichen Signale des Peptides
SNFNCFYNGSAQTVNIDF im MS/MS-Spektrum des Peptides SNFI'CFYNGSAQTVNIDF
kdnnten zu dem etwas geringeren Mascot ion score gefiihrt haben. Auch wenn sich bei diesen
Peptiden kein Lysin am C-Terminus befindet, ist die bevorzugte Fragmentierung nach einem
Aspartat in Form des hohen Signals des bg-lons beobachtbar. Dennoch werden beide Peptide
iiber die b- und y-lonenserien sicher zugeordnet. Es liegt also keine '*O-Markierung der
beiden C-Termini vor. Die gesuchte Metalloprotease-Spaltstelle innerhalb des Proteins
ARTC2.2 liegt also nach Phe270.
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Abb.5.9: A) MS-Spektrum des tryptischen Peptides SNFNCFYNGSAQTVNIDF (m/z = 2098,87),
das eine Carbamidomethylierung an Cys6 und eine Deamidierung an Asn9 tragt. Das m/z-
Verhdltnis des Peptides ist rot markiert und der m/z-Bereich dieses Signals ist in
VergroRerung dargestellt. B) MS/MS-Spektrum und Zuordnung der Signale des gleichen
Peptides. Beide Spektren wurden mit einem MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer im

positive ion mode generiert.
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Abb. 5.10: A) MS-Spektrum des tryptischen Peptides SNFCFYNGSAQTVNIDF (m/z = 2101,86),
das eine Carbamidomethylierung an Cys6, eine Deamidierung an Asn9 sowie eine
Deamidierung mit einem schweren '®O-Isotopan Asn5tragt. Das m/z-Verhéltnis des
Peptides ist rot markiert und der m/z-Bereich dieses Signals ist in Vergrof3erung
dargestellt. B) MS/MS-Spektrum und Zuordnung der Signale des gleichen Peptides.
Beide Spektren wurden mit einem MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer im positive

ion mode generiert.

In den Experimenten zur Validierung der Metalloprotease-Spaltstelle wurde GIuC als
alternative Protease verwendet. Als Reaktionspuffer wurde Ammoniumbicarbonat gewéhlt,
um eine Spaltung nach Asn269 eine Aminoséure vor der Metalloproteasen-Spaltstelle
weitestgehend zu verhindern. Im Vergleich zu dem tryptischen Verdau wurde ARTC2.2 in
der Swiss-Prot Datenbank nur mit einem niedrigen score von 334 und einer sehr niedrigen
Sequenzabdeckung von 19% identifiziert. Eine Unterscheidung zu NAR2B_MOUSE war in
diesem Fall nicht moglich. Dies war auf Grund der Ergebnisse des tryptischen Experimentes
jedoch auch nicht erforderlich. Es wurden nur Peptide nahe des N- und C-Terminus
identifiziert, der Kern des Proteins scheint weitestgehend intakt zu bleiben. Dies konnte v. a.
daran liegen, dass GIuC mit 36,3 kDa deutlich groRer ist, als Trypsin mit 24,4 kDa. Dadurch
sollte es Trypsin leichter fallen in das Gel einzudringen, um den Verdau durchfiihren zu
konnen. Die Protease sollte proteolytisch aktiv gewesen sein, da GIuC selbst mit einer
Sequenzabdeckung von 63% identifiziert wurde. Bei der hier verwendeten Endoprotease
GIluC handelt es sich um ein ungeschitztes Protein, das nicht wie das von Promega
hergestellte Trypsin durch TPCK-Behandlung weitestgehend vor Autoproteolyse geschitzt
ist. Dies konnte ein weiterer Grund fiir die schlechtere Sequenzabdeckung sein, da GIuC sich
vorwiegend selbst verdaut haben konnte.

In Abbildung 5.11 sind das MS- und das MS/MS-Spektrum des Peptides RKKSNFNCFY
mit einer Carbamidomethylierung des Cys8 und einer Deamidierung des Asnll gezeigt. Es

L
2221,0
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sollte laut Datenbanksuche falschlicherweise am Asn11 mit einem *%0-Isotop deamidiert sein.
Eine Unterscheidung dieses Peptides von dem tatsdchlichen Peptid RKKSNFNCFY N mit
einer Carbamidomethylierung des Cys8, einer Deamidierung des Asn11 mit einem *°O-lsotop
sowie einer *0-Isotopenmarkierung am C-Terminus, ist nur Uber Fragmente der Seitenkette
des Asnll mdoglich. Die a-, b-, c¢c- und Xx-, y-, z-lonenserien sind fur beide
Peptidmodifizierungen identisch. Da es sich bei dem Aspartat jedoch um die potentielle
Glykosylierungsstelle Asn260 handelt (siehe Abbildung 5.1), die in allen anderen
identifizierten Peptiden, die diese Aminoséuresequenz enthalten, mit einer Deamidierung mit
einem °O-Isotop identifiziert wurden, sollte dies nicht zusatzlich mit einem *0-lsotop
stattgefunden haben.

Vorstellbar wére jedoch, dass es sich bei dem Peptid urspriinglich um das unmarkierte C-
terminale Ende von ARTC2.2tace handelt, bei dem eine chemische Austauschreaktion (back
exchange) von Sauerstoffatomen stattgefunden hat. Es ist bekannt, dass ein solcher
Austausch, durch Sdure katalysiert stattfinden kann (Schnolzer, et al., 1996). Da der Verdau
in Ammoniumbicarbonat jedoch bei einem leicht basischen pH-Wert von 8,5 durchgefihrt
wurde, ist dies sehr unwahrscheinlich. Wie zuvor beschrieben, sollte die Endoprotease GluC
unter der Verwendung von Bicarbonatpuffern eine scheinbare Affinitat besitzen, auf der C-
terminalen Seite von Glutamat Peptidbindungen zu hydrolysieren. Es ist also eher
wahrscheinlich, dass eine Hydrolyse des durch Deamidierung gebildeten Aspartats durch die
Endoprotease GIuC erfolgt ist. So wurde auch das Peptid MAPNAFDDQYE identifiziert
(siehe Tabelle 5.4), das ebenfalls durch die Hydrolyse einer Peptidbindung C-terminal zu

einem Aspartat gebildet wurde.
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Abb.5.11: A) MS-Spektrum des tryptischen Peptides RKKSNFNCFY 'l (m/z = 1480, 68) mit einer
Carbamidomethylierung des Cys8 und einer Deamidierung des Asnll mit einem *°O-
Isotop bzw. des tatsachlichen Peptides RKKSNFNCFYN (m/z = 1480,68) mit einer

Carbamidomethylierung des Cys8 einer Deamidierung des Asn1l mit einem *°O-lIsotop
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sowie einer **0O-Markierung am C-Terminus. Das m/z-Verhaltnis des Peptides ist rot
markiert und der m/z-Bereich dieses Signals ist in VergroRerung dargestellt. B) MS/MS-
Spektrum und Zuordnung der Signale des gleichen Peptides. Beide Spektren wurden mit
einem MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer im positive ion mode generiert.

Es ist also davon auszugehen, dass tatsdchlich das Peptid RKKSNFNCFYN mit einer
Carbamidomethylierung des Cys8 einer Deamidierung des Asn11 mit einem ‘°O-Isotop sowie
einer 80-Isotopenmarkierung am C-Terminus identifiziert wurde.

Leider wurde kein Peptid GSAGTVNIDF identifiziert. Dieses héatte die Metalloprotease-
Spaltstelle nach Phe270 zusétzlich bestatigen kdnnen.

Wie in dem Experiment zuvor mit dem tryptischen Verdau, wird die Metalloprotease-
Spaltstelle nach Phe270 auch in dem Experiment des GIuC Verdaus Uber die Zuordnungen
der unterschiedlichen Modifikationen eines Peptides identifiziert. In diesem Falle handelt es
sich um das Peptid RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF, das bereits zuvor in einem in silico
Verdau vorhergesagt wurde. Die zugehorigen MS- und MS/MS-Spektren sind in Abbildung
5.12 und Abbildung 5.13 dargestellt. Das Peptid RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF mit einer
Carbamidomethylierung an Cys8 und einer Deamidierung des Asnll wurde in Spot 100 mit
einem Mascot ion score von 57 identifiziert. Das Peptid mit der gleichen Aminoséuresequenz
RKKSNF'CFYNGSAQTVNIDF mit einer Carbamidomethylierung an Cys8, einer
Deamidierung des Asnll sowie einer Deamidierung mit einem '®O-Isotop an Asn7wurde
zusétzlich in Spot 99 mit einem héheren Mascot ion score von 71 identifiziert.

Betrachtet man die jeweiligen MS-Spektren, so sieht man, dass beide Peptide von dem
anderen Uberlappt werden, auch wenn dieser Effekt in Spot 99 weniger stark ausgepréagt zu
sein scheint. Das MS/MS-Spektrum des Peptides RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF (siehe
Abbildung 5.12, Teil B) wird v. a. durch zwei sehr intensive Signale dominiert. Das
dominante Signal des bjj-lons entstent wieder durch die besonders ausgepragte
Fragmentierung nach einem Aspartat (dem deamidierten Asn1l), wenn sich N-Terminal ein
Lysin befindet (Jorgensen, et al., 2005). Dies konnte bereits in dem MS/MS-Spektrum des
Peptides KSNFNCFYNGSAQT beobachtet werden (siehe Abbildung 5.8). Betrachtet man
nun das Spektrum des Peptides RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF, so scheint sich der Effekt
noch zu verstarken, wenn sich ein Arginin anstatt eines Lysins am N-Terminus befindet. Die
Bindungsspaltung C-terminal des Aspartats scheint dann so stark bevorzugt zu werden, dass
andere Bindungsspaltungen unterdriickt werden. Gu et al. konnten dieses Phdnomen mit
einfach geladenen Oligopeptiden mittels surface induced dissociation (SID) ebenfalls
beobachten (Gu et al., 1999).
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Das Signal mit einem m/z-Verhaltnis von 878,3 konnte nicht zugeordnet werden. Dabei
handelt es  sich  hdchstwahrscheinlich um  das  bs-ion  des  Peptides
RKKSNF'CFYNGSAQTVNIDF (siehe Abbildung 5.13, Teil B), das durch den TIS bei der
precursor-Selektion nicht abgetrennt werden konnte. Bei diesem Peptid ist der Effekt der
verstarkten Bindungsspaltung nach einem Aspartat in drei Fallen zu beobachten. Durch die
beiden sehr starken Signale des b;- (Deamidierung des Asn7 mit einem *®0-Isotop) und bys-
lons (Deamidierung des Asnll mit einem °O-Isotop) lassen sich auch hier beide
Deamidierungen wieder sehr gut nachweisen. Das Signal des byg-lons, das ebenfalls durch die
Fragmentierung nach einem Aspartat erfolgt, ist hier weniger stark ausgepragt.

Sowohl das Experiment mit dem tryptischen als auch das Experiment mit dem GIluC
Verdau konnten also eine Metalloprotease-Spaltstelle nach Phe270 nachweisen.
Zusatzlich wurden in den Experimenten an beiden potentiellen Glykosylierungsstellen
des Proteins ARTC2.2 (Asn90 und Asn260) Deamidierungen identifiziert. Da das
aufgereinigte Protein mit der Glykosidase endoF behandelt wurde, gibt dies einen
starken Hinweis darauf, dass das Protein an diesen Stellen tatsachlich glykosyliert

vorlag.
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Abb.5.12: A) MS-Spektrum des tryptischen Peptides RKKSNFNCFYNGSAQTVNIDF (m/z =
2511,16) mit einer Carbamidomethylierung an Cys8 und einer Deamidierung des Asnl1.
Das m/z-Verhdltnis des Peptides ist rot markiert und der m/z-Bereich dieses Signals ist in
VergroRerung dargestellt. B) MS/MS-Spektrum und Zuordnung der Signale des gleichen
Peptides. Beide Spektren wurden mit einem MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer im

positive ion mode generiert.
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ADbb. 5.13: A) MS-Spektrum des tryptischen Peptides RKKSNF'/CFYNGSAQTVNIDF (m/z =
2514,15) mit einer Carbamidomethylierung an Cys8, einer Deamidierung des Asnll

b20

sowie einer Deamidierung mit einem '®O-lIsotop an Asn7. Das m/z-Verhaltnis des
Peptides ist rot markiert und der m/z-Bereich dieses Signals ist in Vergrof3erung
dargestellt. B) MS/MS-Spektrum und Zuordnung der Signale des gleichen Peptides.
Beide Spektren wurden mit einem MALDI-TOF/TOF Massenspektrometer im positive

ion mode generiert.

5.5 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel, die Metalloprotease-Spaltstelle innerhalb des Proteins ARTC2.2 zu identifizieren,
wurde durch die in diesem Kapitel beschriebenen Experimente erreicht. So fiihrte die
Identifizierung mehrerer Peptide, sowohl durch tryptischen als auch durch GluC Verdau zur
Bestimmung der Metalloprotease-Spaltstelle nach Phe270. Die Tatsache, dass es sich dabei
um keine Spaltstelle handelt, die durch die verwendeten Proteasen generiert wurde, wurde
durch die Durchfihrung der Proteolyse in ®0-markiertem Wasser belegt. Nur die
Metalloprotease-Spaltstelle kann unter diesen Bedingungen keine ‘*0-Markierung am C-
Terminus enthalten.

So konnte bei anderen Peptiden, deren C-Terminus ebenfalls im Sequenzbereich der
potentiellen Metalloprotease-Spaltstelle liegen (siehe Abbildung 5.1), eine **0O-Markierung
nachgewiesen werden. Damit ist sichergestellt, dass diese Peptide durch den in-Gel Verdau
mit der jeweils verwendeten Protease prozessiert wurden.

Zusétzlich wurden sowohl fiur die potentielle Glykosylierungsstelle Asn90 als auch Asn260
Peptide identifiziert, innerhalb deren Sequenz diese Glykosylierungsstellen deamidiert
vorlagen. Nach der Behandlung mit der Glykosidase endoF liegen glykosylierte Asparagine
als deglykosylierte Aspartate vor. Es findet neben der Deglykosylierung also auch eine

Deamidierung statt (Tarentino and Plummer, 1994). Da an den potentiellen
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Glykosylierungsstellen eine Deamidierung festgestellt wurde, stellt dies einen starken
Hinweis dar, dass sie tatsachlich glykosyliert vorlagen.

Auch wenn diese Ergebnisse eindeutig sind, gibt es prinzipiell Moglichkeiten, weitere
Experimente zu ihrer Absicherung durchzufiihren. So kénnte man weitere MS- bzw. MS/MS-
Messungen mit einem LTQ-Orbitrap Massenspektrometer durchfiihren. Durch die hohere
Massengenauigkeit des Orbitrap-Massenanalysators kdnnte man noch genauere Aussagen
sowohl Uber die precursor innerhalb der MS-, als auch Uber die b- und y-lonenserien
innerhalb der MS/MS-Spektren treffen. Zusatzlich kénnte man versuchen die HPLC-
Auftrennung der in-Gel Verdaue mit einem flacheren Gradienten zu verbessern und somit
eventuell eine bessere precursor-Selektion zu erreichen.

Eine weitere Moglichkeit stellt die Analyse synthetisch hergestellter Peptide dar, die die
gleichen Sequenzen besitzen, wie die hier identifizierten. Auf diese Weise konnte man das
MS/MS-Fragmentierungsverhalten vergleichen und somit eine weitere Aussage bezuglich der

Sicherheit ihrer Identifizierung treffen.
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Kapitel VI: Optimierte Data Conversion flr die quantitative Proteomik,
basierend auf isobarer stabiler Isotopenmarkierung und LC-MALDI-

TOF/TOF MS/MS

6.1 Einleitung

Wie in Kapitel 1.2 beschrieben, gehtren Reagenzien wie TMT (Thompson, et al., 2003) oder
ITRAQ (Ross, et al., 2004) zu den am haufigsten verwendeten innerhalb der (relativen)
quantitativen Proteomik (Aggarwal et al., 2006, Treumann and Thiede, 2010).

Die Bearbeitung der Rohdaten stellt einen der wichtigsten Schritte innerhalb der
bioinformatischen Analyse einer solchen quantitativen Strategie dar. Diese wird entweder mit
kommerzieller oder sogenannter open-source Software durchgefuhrt. SEQUEST (Eng, et al.,
1994), der Paragon™ Algorythmus (Shilov et al., 2007), MASCOT (Perkins, et al., 1999), die
OpenMS Plattform (Kohlbacher et al., 2007, Sturm et al., 2008) oder die Trans-Proteomic
Pipeline (Keller et al., 2005) sind nur einige Beispiele solcher Programme.

Wahrend kommerzielle Programme haufig nur mit den Rohdaten des Massenspektrometers
des gleichen Herstellers kompatibel sind, kénnen open-source Programme oft auch Peaklisten
in Formaten wie mgf (Perkins, et al., 1999) oder mzML (Deutsch, 2008) bearbeiten. Das
sogenannte peak picking stellt einen Teil der Prozessierung der Rohdaten dar. Es wird
meistens Uber Algorithmen durchgefiihrt, die in der Software des Massenspektrometers
enthalten sind.

Die Peaklisten werden dann in der Datenbanksuche sowohl fiir die Identifizierung als auch die
Quantifizierung der Peptide genutzt. Zusétzlich besteht in der Datenbanksuche die
Maoglichkeit, eine Isotopenkorrektur durchzuftihren, bei der die Reinheit der Isotopen bei der
Herstellung der isobaren tags berlicksichtigt wird. Hierzu werden Korrekturfaktoren von den
Herstellern benétigt. In einer Reihe von Studien wurden verschiedene Methoden entwickelt,
die sich auf die statistische Analyse der quantitativen Daten beziehen (Breitwieser et al.,
2011, Karp, et al., 2010, Keshamouni et al., 2006, Tan, et al., 2008). Diese sind jedoch nicht
Teil der hier gezeigten Experimente.

In einer Studie von Mahoney et al. wurde ein Problem beschrieben, ITRAQ-Reporterionen zu
detektieren, wenn das Launch Peaks to Mascot tool innerhalb der 4000 Series Explorer
Software (AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland) verwendet wird (Mahoney et al., 2011). Hier
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scheinen iTRAQ-Reporterionen, die eine geringe Intensitit aufweisen immer dann nicht in
der Peakliste aufzutauchen, wenn sie auf ein iTRAQ-Reporterion mit einer hohen Intensitét
im MS/MS-Spektrum folgen. Das Problem wurde durch ein in-house tool geldst. Durch dieses
werden fehlende iTRAQ-Reporterionen in der mgf-Datei durch die Spektrum Datenbank des
Massenspektrometers ergénzt. Eine genauere Erklarung oder zusétzliche Daten beziglich
dieses Problems wurden in der Ver6ffentlichung jedoch nicht gezeigt.

Das Problem der fehlenden Reporterionen muss auf Basis des peak picking Prozesses
begriindet sein. Es ist damit unabhdngig von der spateren Datenbearbeitung, wie der
Isotopenkorrektur oder statistischen Ansatzen. Um zu untersuchen, ob das Problem
unabhéngig von dem verwendeten isobaren tag besteht, wurde ein 15-Proteinstandard mit den
verschiedenen isobaren tags iTRAQ 4-plex, iTRAQ 8-plex und TMT 6-plex derivatisiert und
mittels LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS mit einem 5800 Massenspektrometer (AB SCIEX,
Darmstadt, Deutschland) untersucht. Die dabei generierten Rohdaten wurden mit drei
verschiedenen Programmen (LPtMT, TS2Mascot und MS DATA Converter) in mgf-Dateien
umgewandelt und die daraus resultierenden Peaklisten auf fehlende Reporterionen untersucht.
Dabei wurde festgestellt, dass das Problem der fehlenden Reporterionen unabhéngig von dem
verwendeten isobaren tag bei allen drei Programmen auftritt. Verwendet man jedoch das
TS2Mascot Programm unter der Einstellung, dass nicht nur die monoisotopischen Signale,
sondern alle Signale exportiert werden (monoisotopic only (MIO) disabled), so scheint das
Problem behoben zu sein. Diese Einstellung ist bei den beiden anderen Programmen nicht
maoglich, fuhrt letztendlich allerdings auch zu einer geringeren Anzahl an Identifizierungen
und zu geringeren Mascot ion scores der Peptide. Der Grund hierfiir ist die Tatsache, dass
unter dieser Einstellung zwar alle Signale exportiert werden, in der Mascot Datenbanksuche
jedoch nur die monoisotopischen Signale zugeordnet werden kénnen. Man erhdlt in der mgf-
Datei flr jedes MS/MS-Spektrum also eine Reihe zusatzlicher Signale, die zu einer
schlechteren Identifizierung, also einem geringeren score flhren.

Um diesem Problem entgegenzuwirken, wurde in Zusammenarbeit mit (Bart HJ van den Berg
(Institut flr Experimentelle Medizin, Christian-Albrechts Universitat zu Kiel siehe Anhang
Kapitel 6.1 Perl-Skript RICmerge) ein Perl-Skript entwickelt. Dieses Programm ergéanzt
fehlende Signale (Flachen) der Reporterionen aus den mgf-Dateien der TS2Mascot Software
unter Verwendung der MIO enabled Option, durch die Flachen in den mgf-Dateien unter
Verwendung der MIO disabled Option. Mit den so entstandenen merged mgf-Dateien ist dann
eine korrekte ldentifizierung der Peptide Uber die monoisotopischen Signale, bei

gleichzeitiger korrekter Quantifizierung tber alle Reporterionensignale maéglich.
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6.2 Material und Methoden

Die Proteine des 15-Proteinstandards (Tabelle 6.1), Acetonitril (E Chromasolv), a-Cyano-4-
hydroxy-zimtsiure (CHCA, > 98%) und Glu'-Fibrinopeptid B wurden von Sigma-Aldrich

(Steinheim, Deutschland) bezogen.

Tab. 6.1: Informationen beziiglich der 15 Proteine des 15-Proteinstandards. Proteine, die in
unterschiedlichen Verhaltnissen in Mischung A zu B vorliegen, sind farblich markiert.

Molekular-Konzentration Konzentration

Protein (Herkunft) gewicht in Mischung A in Mischung B Ver'r;ﬁ;tms
[kDa/mol] [pmol/ul] [pmol/ul] '

Albumin (Rind) " 693 | 16,7 T 16,7 1:1
Carboanhydrase (Rind) " 201 7 129 0 12,9 1:1
B-Lactoglobulin (Rind) " 183 7 131 r 13,2 1:1
Transferrin (Mensch) To170 T 10,1 [ 10,1 1:1
Catalase (Rind) i 59,9 i 6,4 i 6,5 1:1
a-Lactalbumin (Rind) " o162 T 244 " 24,3 1:1
B-Casein (Rind) " 251 7 300 " 300 1:1
Ubiquitin (Rind) " 185 7 211 T 210 1:1
PhosphorylaseB (Hase) " o973 T 15,0 f 15,0 1:1
Lysozym (Huhn) o162 T 4,8 T 473 1:10
Ribonuklease (Rind) " 165 7 4717 ! 4,9 10:1
a-Casein (Rind) o245 T 34 [ 16,8 15
Cytochrom ¢ (Pferd) " o118 " 323 ! 6,6 5:1
a-Crystallin A* (Rind) " 19,9 18,27 " 36,0 1:2
Myoglobin (Pferd) " 509 | 117 f 5,8 2:1

*enthalt a-Crystallin B als Verunreinigung

Entionisiertes Wasser (18,2 MQ*cm) wurde mit einem arium®611VF System (Sartorius,
Gottingen, Deutschland) hergestellt und fir alle Experimente verwendet. Isopropanol
(Chromasolv), Triethylammoniumbicarbonat (1M, puriss. P.a.), S-Methyl-methanthiosulfonat
(MMTS, > 98%), Tris(2-carboxyethyl)phosphin-Hydrochlorid (TCEP > 98%) und
Trifluoressigsaure (ca. 98%) wurden von Fluka, Sequencing grade modified Trypsin von
Promega (Madison, WI, USA) erworben. Das zur MS-Kalibrierung verwendete 4700
Proteomics Analyzer Standard Kit sowie die beiden isobaren tags iTRAQ™Reagents 4plex
and 8plex Applications Kit, wurden von AB SCIEX (Darmstadt, Deutschland) bezogen. Das
TMTsixplex™ Label Reagent Set wurde von Thermo Fisher Scientific (Bremen, Deutschland)

erworben.
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Nasschemische Methoden - Probenvorbereitung

Um einen klassischen shotgun-Analyseansatz zu simulieren, wurde der 15-Proteinstandard in
zwei verschiedenen Mischungen (A und B, siehe Tabelle 6.1 und Abbildung 6.1) verwendet.
Sechs der 15 Proteine wurden in unterschiedlichen Verhaltnissen in den beiden Mischungen
A und B angesetzt, um unterschiedlich exprimierte Proteine abzubilden (2:1, 5:1, 10:1, 1:2,
1:5 and 1:10). Die Mischungen A und B wurden je zu zwei internen technischen Replikaten
aufgeteilt und zu einer Konzentration von 2,5 mg/ml in 0,5 M Triethylammoniumbicarbonat-
Puffer geldst, so dass insgesamt vier verschiedene Proben zu je 200 ul (entspricht je 500 pg)
erhalten wurden. Die intakten Proteine wurden mit Sequencing grade modified Trypsin
(Promega, Verhaltnis Protease:Protein 1:50 (m/m)) verdaut. Die Inkubation erfolgte Uber
Nacht bei 37°C und 350 U/min im Thermomixer. Die Reduktion der Disulfidbricken wurde
jeweils durch Zugabe von 40 pl Reduzierungs-Reagenz (50 mM  Tris-(2-
carboxyethyl)phosphin, TCEP) und 1 h Inkubationszeit im Thermomixer bei 60°C und
350 U/min durchgefiihrt. Um eine Ruckreaktion der reduzierten Cysteine zu Cystin zu
verhindern, wurde eine Alkylierung durch Zugabe von 20 pl Sulfhydryl-Blockierungs-
Reagenz (200 mM  Methylmethylthiomethylsulfoxid, MMTS) durchgefuhrt. Die
Inkubationszeit betrug 30 min bei RT im Dunkeln.

Je 25 pl aller vier Proben wurden anschliefend nach Herstellerangaben mit den drei
verschiedenen isobaren tags markiert, wobei folgende Reporterionenkandle verwendet
wurden: Fir iTRAQ 4-plex und 8-plex Reporterionenkanal 114 und 115 fir Mischung A; 116
und 117 fir Mischung B bzw. fir TMT Reporterionenkanal 126 und 127 fir Mischung A,
128 und 129 fir Mischung B. Alle Proben wurden dann komplett eingeengt und mit
entionisiertem Wasser zu einer Konzentration von 1 pg/ul geldst. Nach Vereinigung der
Proben im Verhéltnis 1:1:1:1 wurden die sie mit 0,1% wassriger Trifluoressigsaureldsung

1:128 (v/v) zu einer Endkonzentration von 250 fmol/ul verdiinnt.

Trennung mittels IP-RP-HPLC bei pH 2,1

Die Auftrennung der mit den drei verschiedenen isobaren tags markierten Proben erfolgte mit
einem U3000 nanoHPLC-System (Dionex, ldstein, Deutschland). Uber eine 20 pl
Probenschleife wurden je 2 pl Probe injiziert und auf einer Acclaim PepMap100 C18 Trap-
Séaule (300 um I.D. x 10 mm, 5 um, Dionex, ldstein, Deutschland) aufkonzentriert. Die Trap-
Sdule wurde 10 min mit 0,1%iger (v/v) wassriger Trifluoressigsaure-Lésung mit 3% (v/v)
Acetonitril mit einer Flussrate von 30 pl/min mit Peptiden beladen. Die Auftrennung der

Analyten erfolgte dann auf einer Acclaim PepMapl00 C18 Trennsédule
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(75 um 1.D. x 250 mm, Dionex, Idstein, Deutschland) Uber den Gradienten, der Tabelle 6.2 zu
entnehmen ist. Zur Erstellung des Gradienten wurden die Losungsmittel Eluent A (0.05%
(v/v) wassrige Trifluoressigséure) und Eluent B (0,04% (v/v) wassrige Trifluoressigsdure in
80% (v/v) Acetonitril) verwendet, wobei die Flussrate 0,3 pl/min, bei einer Sdulentemperatur
von 30°C betrug. Die Detektion erfolgte mittels eines UV-Detektors mit Z-formiger
Detektorzelle mit einem Detektorvolumen von 3 nl bei einer Wellenldnge von 214 nm. Alle
LC-Auftrennungen wurden in Form von funf technischen Replikaten durchgefuhrt, wobei
jeweils 500 fmol (2 ul) an Probe injiziert wurden. Die von der Séule eluierten Peptide wurden
ab der 29. Minute 1:3 (v/v) mit MALDI-Matrix (CHCA) (ber ein T-Stick mittels
Spritzenpumpe gemischt und alle 15 s auf ein MALDI-Target (Opti-TOF™ LC MALDI
Insert, AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland) gespottet. Das Spotten erfolgte durch einen
Probot Mikrofraktionssammler (Dionex, ldstein, Deutschland) fur 85 min und die Matrix-
Stockkonzentration betrug 3 mg/ml (in 70% (v/v) Acetonitril/0.1% (v/v) waéssriger

Trifluoressigsaure) und enthielt ca. 5 nM Glu®-Fibrinopeptid B zur internen Kalibrierung.

Tab. 6.2:  Zeitlicher Verlauf des Gradienten fiir die Trennung der mit den drei unterschiedlichen

isobaren tags markierten Probe des 15-Proteinstandards mittels IP-RP-HPLC.

. . Eluent A Eluent B
Zeit [min]

[%] [%]
0,0 95 5
10,0 95 5
95,0 40 60
105,0 5 95
110,0 5 95
111,0 95 5
129,0 95 5

Massenspektrometrische Analyse mittels MALDI-TOF/TOF MS/MS

Die massenspektrometrischen Analysen der mittels nanoHPLC-System aufgetrennten Proben
und Datenprozessierung (GPS-Software, Version 3.6, AB SCIEX, Darmstadt, Germany)
wurde mit einem MALDI-TOF/TOF 5800 Massenspektrometer (AB SCIEX, Darmstadt,
Deutschland) durchgefihrt. Alle MS-Spektren wurden im positive ion mode in einem
Massenbereich von 800 — 4000 m/z durch die Akkumulation von 1000 Laserschissen
generiert. Die MS-Kalibrierung erfolgte mittels Standardpeptiden (4700 Proteomics Analyzer
Mass Standard Kit, AB Sciex, Darmstadt, Deutschland), welche den erforderlichen
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Messbereich abdecken, in Form einer default calibration. Zuséatzlich wurde wahrend der LC-

MALDI-Analysen mit Glu'-Fibrinopeptid B als internem Standard kalibriert.

Die Auswahl der precursor fir die MS/MS-Analyse erfolgte durch die AB SCIEX 4000
Series Explorer Software (Darmstadt, Deutschland) unter Verwendung der folgenden
Parameter: Minimales S/N-Verhéltnis 20; precursor Massentoleranz: +200 ppm; das Signal
musste nur in einem Spot detektiert werden, um als precursor akzeptiert zu werden; maximal
25 precursor pro Spot, wobei zuerst die precursor mit der hochsten Intensitat fragmentiert
wurden (“strongest precursor first”). Alle MS/MS-Spektren wurden im positive ion mode mit
1 kV Kollisionsenergie mittels CID mit einem Druck von 4x10° Torr durch die
Akkumulation von 3000 Laserschiissen generiert. Die MS/MS-Kalibrierung wurde mit Glu?-
Fibrinopeptid B aus dem 4700 Proteomics Analyzer Mass Standard Kit (AB SCIEX,

Darmstadt, Deutschland) in Form einer default calibration durchgefuhrt.

Protein- bzw. Peptididentifizierung mittels Datenbankanalyse

Die Rohdaten wurden unter Verwendung drei verschiedener Software-Tools in mascot
generic format (mgf)-Dateien umgewandelt. Fiir das Launch Peaks to Mascot tool (LPtMt,
AB SCIEX, Darmstadt), Deutschland wurden folgende Einstellungen verwendet:
Massenbereich von 65 Da bis zu der Masse des precursors minus 35 Da; minimales S/N-
Verhaltnis von 10, minimale Flache 100, maximal 20 Peaks pro 200 Da und maximal 65
Peaks pro precursor. Fir die TS2Mascot Software (Matrix Science, London, England)
wurden die Parameter Massenbereich von 65 Da bis zu der Masse des precursors minus 35
Da und minimales S/N-Verhaltnis von 10 eingestellt. Hierbei wurden zwei verschiedene mgf-
Dateien generiert, wobei einmal nur die monoisotopischen Signale (monoisotopic only (MIO)
enabled) und einmal alle Signale (MIO disabled) exportiert wurden. Fir die MS DATA
Converter Software (AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland) wurde die Option “proteinpilot”
gewdhlt. Nach Herstellerangaben ist dies identisch mit den Peaks, die durch die Protein Pilot
Software (AB SCIEX, Darmstadt, Deutschland) im centroid mode als mgf-Datei erstellt
werden. Hier ist es nicht moglich weitere Parameter innerhalb dieses Modus zu wahlen.
Zusétzlich wurde das Perl-Skript RICmerge entwickelt, das fehlende Signale (Flachen) der
Reporterionen aus den mgf-Dateien der TS2Mascot Software unter Verwendung der MIO
enabled Option durch die Flachen in den mgf-Dateien unter Verwendung der MIO disabled
Option ergénzt (siehe Anhang Kapitel 6.1 Perl Skript RICmerge). Diese mgf-Dateien wurden

dann als merged-Dateien bezeichnet.
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Die Datenbanksuche wurde mit der Mascot 2.2.04 Software gegen eine selbsterstellte
Datenbank, die die Aminosauresequenzen der 15 Proteine enthielt, durchgefihrt. Trypsin
wurde als Enzym eingestellt und die maximal zuldssige Anzahl an ausgelassenen
Schnittstellen (missed cleavages) betrug 2. Die Massentoleranz fiir die precursor wurde auf
+25 ppm und die der MS/MS-Fragmentionen auf +0,2 Da festgesetzt. Als variable
Modifikationen wurden Oxidation (M) und Markierung isobares tag (Y), als feste
Modifikationen Methylthio (C) sowie Markierung isobares tag (N-Term und K) eingestellt.
Isobares tag steht dabei entweder fur iTRAQ 4-plex bzw. 8-plex oder TMT. Der
Vertrauensbereich flr die Proteinidentifizierung wurde auf > 95% (p < 0,05) und der identity
threshold der Peptide auf einen ion score von 20 festgesetzt.

Die quantitative Auswertung der Daten wurde ebenfalls mit der Mascot Software
durchgefuhrt, wobei die ITRAQ- bzw. TMT-Faktoren fir die Isotopenkorrektur nach
Angaben von AB SCIEX (Darmstadt, Deutschland) bzw. von Thermo Fisher Scientific
(Bremen, Deutschland) fur die Charge MC155137 verwendet wurden. Fir alle drei
verschiedenen isobaren tags wurden die Flachen der einzelnen Reporterionen durch die
Flachenwerte des Reporterionenkanals 1 geteilt (114 fir iTRAQ 4-plex bzw. 8-plex und 126
fir TMT, siehe Abbildung 6.1). Um statistische Berechnungen durchzufuhren, wurden die
daraus resultierenden Reporterionen-Flachenverhaltnisse, zusammen mit den Ergebnissen der
Mascot Datenbanksuche, als csv-Format exportiert. Mathematische Ausreiller der
Reporterionen-Flachenverhéltnisse wurden, wie von Tiberti et al. (2010) beschrieben, mittels
der outlier Software identifiziert und wvon der weiteren Analyse ausgeschlossen
(http://www.sediment.uni-goettingen.de/staff/dunkl/software/out_lier.html).

Insgesamt wurden dabei vier verschiedene Ausreiertests durchgefuhrt (Grubbs Test, Dixon
Test, IQR Test und Gauss g-Test). Ein Reporterionen-Flachenverhéltniswurde von der
weiteren Analyse ausgeschlossen, wenn einer der vier Tests ein positives Ergebnis lieferte.
Die geometrischen Mittelwerte, sowie die zugehorige Standardabweichung der TMT-
Flachenverhéltnisse, wurden nach Tan et al errechnet (2008).

6.3 Ergebnisse

Die Vorgehensweise zur Simulation eines typischen bottom-up Experimentes ist in Abbildung

6.1 gezeigt.
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/A Probenvorbereitung

B MS/MS-Analyse und Datenbearbeitung

15-Proteinstandard
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Abb. 6.1:

1:1:1:1
1) MIO enabled
2) MIO disabled
3) merged

Experimenteller Aufbau zur Simulierung eines typischen bottom-up Experimentes.
A) Probenvorbereitung: Ein 15-Proteinstandard wurde in zwei verschiedenen Mischungen
(Mischung A und Mischung B) verwendet, in dem sechs Proteine in verschiedenen
Verhéltnissen gemischt wurden (2:1, 5:1, 10:1, 1:2, 1:5 und 10:1). Beide Mischungen
wurden in zwei internen technischen Replikaten verwendet. Insgesamt kamen damit vier
Proben zum Einsatz. Diese wurden zuerst tryptisch verdaut: Nach Reduzierung der
Disulfidbricken und Alkylierung der freien Cysteine wurden die tryptischen Spaltpeptide
mit einem der Reporterionenkanale (RIK) der drei verschiedenen isobaren tags iTRAQ 4-
plex, iTRAQ 8-plex und TMT 6-plex markiert (RIK 1 = iTRAQ 4-plex und iTRAQ 8-plex
114 oder TMT 126; RIK 2 = iTRAQ 4-plex und iTRAQ 8-plex 115 oder TMT 127; RIK 3
= iTRAQ 4-plex und iTRAQ 8-plex 116 oder TMT 128 und RIK 4 = iTRAQ 4-plex und
iTRAQ 8-plex 117 oder TMT 129). B) MS/MS-Analyse und Datenbearbeitung: Nach der
LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Analyse wurden mgf-Dateien mit drei verschiedenen data
conversion Programmen (LPtMt, TS2Mascot und MS DATA Converter) durchgefiihrt.
Insgesamt wurden funf technische Replikate untersucht. LPtMt = Launch Peaks to Mascot

tool, MIO = monoisotopic peaks only.

In Abbildung 6.2 ist die Anzahl an Identifizierungen mit den drei verschiedenen isobaren tags

markierter

Peptide fur die verschiedenen data conversion Programme gezeigt. Die

Einstellungen fur die Datenbanksuchen wurden dabei immer konstant gehalten, so dass
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Unterschiede nur auf den verschiedenen peak picking Methoden in den unterschiedlichen
Programmen begrlindet sein kdnnen.

Die hochste Anzahl an isobar markierten Peptiden wurde mit dem iTRAQ 4-plex Reagenz
identifiziert, gefolgt von TMT 6-plex. Die wenigsten ldentifizierungen wurden mit dem
ITRAQ 8-plex Reagenz erreicht. Die unterschiedliche Anzahl an Identifizierungen wurde als
unabhéngig von dem verwendeten data conversion Programm beobachtet. Beziiglich der data
conversion Programme wurden die meisten isobar markierten Peptide mit dem LPtMt
identifiziert, wahrend die wenigsten mit der TS2Mascot Software unter der Verwendung MIO
disabled zugeordnet wurden. Die unterschiedliche Anzahl an Identifizierungen war dabei
unabhéngig von dem isobaren tag, mit dem die Peptide markiert waren (6% — 17% weniger).
Fur die MS DATA Converter und die TS2Mascot Software unter der Verwendung MIO
enabled ist der Unterschied zum LPtMt mit 0% - 6% bzw. 2% - 5% weniger stark ausgepragt
(siehe Abbildung 6.2, Teil A). Das gleiche gilt fir den durchschnittlichen Mascot ion score.
Dieser erreichte ebenfalls flr das LPtMt, unabh&ngig von dem verwendeten isobaren tag, die
hochsten Werte. Fir die TS2Mascot Software unter der Verwendung MIO disabled ist der
Unterschied zum LPtMt mit 12% - 16% wieder am starksten ausgeprégt. Flr die Einstellung
MIO enabled bzw. die MS DATA Converter Software hingegen war er nur 1% - 4% bzw. 3%
- 4% geringer.

"iTRAQ4-plex "iITRAQ8-plex ®"TMT

=
5y
=}
=}

1.000

500

isobar markierte Peptide

#identifizierte

60
0
40
30]
20

10|

Durchschnittlicherion score w

MS Data LPtMt TS2Mascot TS2Mascot TS2Mascot
Converter MIO enabled Miodisabled merged

Abb.6.2: A) Anzahl der identifizierten isobar-markierten Peptide fiir die verschiedenen data

conversion Programme. B) Durchschnittlicher Mascot ion score fir alle isobar-
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markierten Peptide fur die verschiedenen data conversion Programme. Insgesamt wurden
funf technische Replikate untersucht. LPtMt = Launch Peaks to Mascot tool, MIO =
monoisotopic peaks only.

Um die Reporterionenkanal-Verhaltnisse zu berechnen, wurde fur alle drei verschiedenen
isobaren tags der Reporterionenkanal 1 als Teiler verwendet (114 fir iTRAQ 4-plex und
ITRAQ 8-plex, 126 fir TMT 6-plex). Da von beiden Mischungen jeweils ein zusatzliches
internes technisches Replikat zum Einsatz kam (Al und A2 bzw. B1 und B2, siehe Abbildung
6.1), sollte das Problem der fehlenden Reporterionensignale fur den Reporterionenkanal 3
auftreten (116 fur iTRAQ 4-plex und iTRAQ 8-plex, 128 fir TMT 6-plex). Die Signale der
Reporterionenkandle 1 und 2 bzw. 3 und 4 sollten jeweils gleich grof} sein, da es sich hierbei
um die internen technischen Replikate handelt. Da das Problem nur dann zu beobachten ist,
wenn ein Reporterionensignal mit niedriger Intensitat auf ein Reporterionensignal mit hoher
Intensitat folgt, sollten die Proteine, die in den Mischungen A und B im Verhéltnis 1:1
vorliegen, ebenfalls nicht betroffen sein. Die Proteine, die in Mischung B in einer grof3eren
Konzentration als in Mischung A vorliegen (Lysozym, a-Casein und a-Crystallin), sollten
auch keine fehlenden Reporterionensignale in der mgf-Datei aufweisen. Damit beschrénkt
sich die Anzahl der Proteine, die von dem Problem der fehlenden Reporterionensignale
betroffen sein kdnnen auf Ribonuklease, Cytochrom c und Myoglobin.

Die Anzahl an identifizierten isobar markierten Peptiden und die Anzahl an Signalen des
Reporterionenkanals 3, die durch die verschiedenen data conversion Programme in die mgf-
Dateien exportiert wurden, sind in Tabelle 6.3 abgebildet.

Far Myoglobin (Verhaltnis in A:B: 2:1) wurden zwischen 67 und 75 iTRAQ 4-plex markierte
Peptide identifiziert. Fir iTRAQ 8-plex markierte Peptide betrug die Anzahl an identifizierten
Peptiden zwischen 43 und 50; fiir TMT 6-plex markierte Peptide zwischen 58 und 72. Auch
die Anzahl der identifizierten Peptide tUber die TS2Mascot Software unter der Einstellung
MIO enabled und den merged mgf-Dateien ist nahezu identisch. Lediglich im Fall der TMT
markierten Peptide wurde mit den merged mgf-Dateien ein Peptid weniger (66 im Vergleich
zu 67 identifizierten TMT 6-plex markierte Peptide) identifiziert. Nahezu alle Signale des
Reporterionenkanals 3 wurden in die mgf-Dateien exportiert und nur wenige Peaks wurden
nicht korrekt annotiert (0% - 4%). Dieses Ergebnis war sowohl unabhéngig von dem
verwendeten isobaren tag als auch von der verwendeten data conversion Software. Hier war
also kein peak picking Problem beobachtbar (siehe Tabelle 6.3, Teil A).

Fir Cytochrom c (Verhdltnis in A:B: 5:1) betrug die Anzahl an fehlenden Peaks des
Reporterionenkanals 3 zwischen 44% und 81% fir das LPtMt, den MS DATA Converter und
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die TS2Mascot Software unter der Einstellung MIO enabled (siehe Tabelle 6.3, Teil B). Fr
die Experimente mit iTRAQ 4-plex wurden mit dem MS DATA Converter, mit dem LPtMt
und mit der TS2Mascot Software unter der Einstellung MIO enabled jeweils 35 von 78
Werten des Reporterionenkanals 3 (44%) korrekt zugeordnet. Fir iTRAQ 8-plex waren die
erhaltenen Werte mit 29 von 52 (56%), 27 von 54 (50%) und 27 von 53 (51%) fir die 3
verschiedenen data conversion Programme ebenfalls vergleichbar. Von den TMT 6-plex
markierten Peptiden wurden mit 12 aus 64 (18%), 12 aus 63 (19%) und 13 aus 60 (21%) die
wenigsten Werte des Reporterionenkanals 3 korrekt zugeordnet. Im Gegensatz dazu wurde
praktisch kein peak picking Problem fur TS2Mascot unter der Einstellung MIO disabled
beobachtet. Hier wurde lediglich der Peak des Reporterionenkanals 3 eines mit iTRAQ 8plex
markierten Peptides nicht in die mgf-Datei exportiert. Das gleiche gilt fur die Zuordnung in
den merged mgf-Dateien. Hier wurden in den Datenbanksuchen jedoch mehr Peptide (2
Peptide mehr fur iTRAQ 4-plex, 10 Peptide mehr fur iTRAQ 8-plex und 5 Peptide mehr flr
TMT 6-plex) als flr TS2Mascot unter der Einstellung MIO disabled identifiziert.

Tab 6.3:  Anzahl der identifizierten isobar markierten Peptide der Proteine A) Myoglobin, B)
Cytochrom ¢ und C) Ribonuklease. Die Erwartungswerte der Reporterionenkanal-
(RIK-) Verhéltnisse fir die Proteine betrugen A) 0,5; B) 0,2 und C) 0,1. Zusétzlich ist die
Anzahl an Signalen des RIK 3 aufgelistet, die durch das jeweilige data conversion
Programm annotiert wurden. Insgesamt wurden finf technische Replikate analysiert.

LPtMt = Launch Peaks to Mascot tool, MIO = monoisotopic peaks only.

TS2Mascot MIO TS2Mascot MIO

isobarestag MS Data Converter LPtMt enabled disabled TS2Mascot merged
# # # # #
s Were T wars STIETET e e wene IS won
Peptide RIK 3 Peptide RIK 3 Peptide RIK 3 Peptide RIK 3 Peptide RIK 3
A Myoglobin
iTRAQ 4-plex 75 74 69 68 69 68 67 67 69 69
iTRAQ 8-plex 49 48 50 48 50 49 43 43 50 50
TMT 6-plex 68 68 72 72 67 67 58 58 66 66
B Cytochrom ¢
iTRAQ 4-plex 78 35 78 35 78 35 76 76 78 78
iTRAQ 8-plex 52 29 54 27 53 27 43 42 53 52
TMT 6-plex 64 12 63 12 60 13 53 53 58 58
C Ribonuklease
iTRAQ 4-plex 7 0 7 0 7 0 7 6 7 6
iTRAQ 8-plex 6 3 7 3 5 1 3 3 5 5
TMT 6-plex 6 0 11 0 8 0 6 6 8 8

Fir Ribonuklease (Verhaltnis in A:B: 10:1) wurden unter Verwendung des MS DATA
Converter, des LPtMt und der TS2Mascot Software unter der Einstellung MIO enabled, fiir
ITRAQ 4-plex und TMT 6-plex keine Peaks des Reporterionenkanals 3 in die mgf-Dateien
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exportiert (siehe Tabelle 6.3, Teil C). Lediglich fur iTRAQ 8-plex wurden Peaks des
Reporterionenkanals 3 korrekt annotiert, wobei 3 wvon 6 (50%) Werten des
Reporterionenkanals 3 mit dem MS DATA Converter, 3 von 7 (43%) mit dem LPtMt und 1
von 5 (20%) mit der TS2Mascot Software unter der Einstellung MIO enabled Kkorrekt
zugeordnet wurden. Unter Verwendung der TS2Mascot Software mit der Einstellung MIO
disabled sowie unter Verwendung des RICmerge.pl Programms wurden nahezu alle Peaks des
Reporterionenkanals 3 in die mgf-Dateien exportiert. Lediglich 0% - 14% der Signale wurden
nicht korrekt durch das data conversion Programm annotiert. In den Datenbanksuchen
wurden jedoch jeweils 2 Peptide mehr fiir ITRAQ 8-plex und TMT 6-plex als mit TS2Mascot
unter der Einstellung MIO disabled identifiziert.

Beispielhaft ist in Abbildung 6.3 der Einfluss der fehlenden Peaks des Reporterionenkanal 3
auf das Ergebnis der Quantifizierung fur Cytochrom c¢ und Ribonuklease unter Verwendung

des isobaren tags iTRAQ 4-plex gezeigt.

04— A

0,3

0,2

0,1

RIK-Verhaltnis

0,0 T T T T 1
0,277 B

0,0 T T T T 1
MS Data LPtMt TS2Mascot TS2Mascot TS2Mascot
Converter MIO enabled MIO disabled merged

I RIK 116/RIC 114

[T R
—_

0,1

RIK-Verhaltnis

[ JRIK117/RIC 114
Abb. 6.3:  Durchschnittliche geometrische Mittelwerte und Standardabweichungen fir iTRAQ 4-
plex Reporterionenkanal- (RIK-) Verhdltnisse der beiden Proteine A) Cytochrom ¢ und
B) Ribonuklease. Die Erwartungswerte fur die RIK-Verhéltnisse der beiden Proteine
betrugen A) 0,2 und B) 0,1 und sind durch eine schwarze-gestrichelte Linie
gekennzeichnet. Insgesamt wurden funf technische Replikate analysiert. LPtMt = Launch

Peaks to Mascot tool, MIO = monoisotopic peaks only.
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Der Erwartungswert flr das Verhéltnis der Reporterionenkandle (RIK 3/RIK 2) betrug 0,2 fur
Cytochrom c und 0,1 fir Ribonuklease.

Fur Cytochrom c¢ sind keine ausgepragten Unterschiede fir die durchschnittlichen
geometrischen  Mittelwerte  der  Reporterionenkanal-Verhaltnisse  feststellbar.  Die
unterschiedliche Anzahl an Peaks des Reporterionenkanals 3 und die daraus resultierenden
wenigeren Werte an Reporterionenkanal-Verhaltnissen (RIK 3/RIK 2) scheint hier keinen
groRen Einfluss auf die Quantifizierung auszutben.

Im Gegensatz dazu war fiir Ribonuklease Uber den Reporterionenkanal 3 der isobaren tags
ITRAQ 4-plex und TMT 6-plex keine Quantifizierung mdoglich, da unter Verwendung des
LPtMt, des MS DATA Converter und der TS2Mascot Software unter der Einstellung MIO
enabled keine Peaks dieses Reporterionenkanals exportiert wurden (siehe auch Tabelle 6.3,
Teil C). Hier wird also der negative Einfluss des peak picking Problems auf die
Quantifizierung sehr deutlich.

Die Peaks der Reporterionenkanile 3 von a-Crystallin A (Verhéltnis von A:B: 1:2), a-Casein
(Verhaltnis von A:B: 1:5) und Lysozym (Verhéltnis von A:B: 1:10) wurden mit allen data-

conversion Programmen korrekt annotiert.

6.4 Diskussion

Ziel der hier gezeigten Experimente war nicht der qualitative und/oder quantitative Vergleich
der unterschiedlichen isobaren tags oder der verschiedenen data conversion Programme.
Vielmehr sollte eine Analyse des Problems fehlender Reporterionensignale bei der mgf-Datei
Generierung in Abhangigkeit des verwendeten isobaren tags und data conversion Programms
durchgefuhrt werden. Flr einen qualitativen und/oder quantitativen Vergleich zwischen den
drei verschiedenen Markierungsreagenzien ist die Anzahl an Proteinen bzw. identifizierten
Peptiden nicht ausreichend, um eine aussagekréftige Statistik zu fihren.

Dennoch sei hier darauf hingewiesen, dass die Ergebnisse beziiglich der Anzahl an
Identifizierungen gut mit den Beobachtungen in LC-ESI MS/MS Experimenten an einem
LTQ-Orbitrap Massenspektrometer bereinstimmen (Pichler et al., 2010). Auch in diesen
Experimenten wurden unter Verwendung unterschiedlich komplexer Proben die meisten
Peptide mit dem isobaren tag iTRAQ 4plex, gefolgt von TMT 6-plex und die wenigsten mit
ITRAQ 8-plex identifiziert. Auf die Grunde, die in der Veroffentlichung beschrieben werden

soll an dieser Stelle jedoch nicht weiter eingegangen werden.
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Die Tatsache, dass mit der TS2Mascot Software unter Verwendung der MIO disabled
Einstellung, die wenigsten Peptide identifiziert wurden (siehe Abbildung 6.2) l&sst sich
einfach begriinden. So wurden durch diese Einstellungen nicht nur die monoisotopischen
Peaks in die mgf-Datei exportiert, sondern alle Signale. Dies hat den Vorteil, dass mit allen
Signalen auch diejenigen der Reporterionen in die mgf-Datei exportiert werden. In einer
Mascot Datenbanksuche konnen jedoch nur die monoisotopischen Signale zugeordnet
werden. Dadurch enthalten die MS/MS-Spektren in diesen mgf-Dateien eine hohere Anzahl
an Peaks, die nicht zugeordnet werden kénnen und erniedrigen damit den durchschnittlichen
Mascot ion score sowie die Anzahl an Identifizierungen (siehe Abbildung 6.2)

In Abbildung 6.4 ist beispielhaft das MS/MS-Spektrum des Peptides YPNCAYK aus dem
Protein Ribonuklease gezeigt. Es wurde mit iTRAQ 4-plex markiert. Alle vier Signale der
Reporterionenkandle 114, 115, 116 und 117 sind deutlich in dem MS/MS-Spektrum
abgebildet. Dennoch wurde der Peak fir den Reporterionenkanal 116 nicht durch die

Software des Massenspektrometers annotiert.
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80
— y6
:-'(E
= 17,1
2 60 /‘ N
1) 113,0 119,0
c
40
20 45.10 2
0 L all, P Jn TN | N 3 2 . labcta 2, ._“ .4“
9,0 259,4 509,8 760,2 1010,6 1261,0

Masse (m/z)
Abb. 6.4: MS/MS-Spektrum des Peptides YPNCAYK (m/z = 1192,57) aus dem Protein

Ribonuklease, mit iTRAQ 4-plex Markierung. Das Spektrum wurde mit einem MALDI-
TOF/TOF Massenspektrometer im positive ion mode generiert. Der m/z-Bereich, der die
Signale der Reporterionen enthalt, ist in VergroRerung dargestellt. Das Signal des
iTRAQ-Reporterions 116 wurde durch die Software des Massenspektrometers nicht

annotiert.
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Eine Erklarung fur das peak picking Problem konnte die Berechnung der Isotopenverteilung,
das so genannte de-isotoping sein. So berechnet die 4000 Series Explorer Software (AB
SCIEX, Darmstadt, Deutschland) die Isotopenverteilung auf Basis der Formel C¢HsNO. Diese
stimmt als Minimum fir alle Aminoséuren berein. Die gleiche Formel wird fir die Peaks der
Reporterionen verwendet. Diese weisen jedoch eine andere atomare Zusammensetzung auf.
Die atomare Zusammensetzung wirkt sich auf Grund der unterschiedlichen Anteile an
Isotopen eines Atoms jedoch stark auf das Intensitatsverhaltnis der unterschiedlichen Isotope
eines Analyten aus. Damit ist also das Verhaltnis der Intensitaten des M+1-lIsotops, M+2-
Isotops usw. betroffen. Die Berechnung der Isotopenverteilung sollte deshalb fir die
Reporterionen und die Fragmentionen der Peptide, auf unterschiedlichen Formeln basierend,
berechnet werden. Mdoglicherweise berechnet die Software das Signal mit dem m/z-Verhaltnis
115,1 als das erste Isotop des Reporterionenkanals 115 und das Signal mit dem m/z-Verhaltnis
von 116,1 auf Grund der falschen Formel als das zweite (M+1)-Isotop dieses
Reporterionenkanals. Da nur die monoisotopischen Signale gepickt werden, héatte dies zur
Folge, dass dieses Signal, das eigentlich zu dem Reporterionenkanal 116 gehort, nicht
annotiert wird.

Nur unter Verwendung der TS2Mascot Software unter der Einstellung MIO disabled wurde
das Signal in die mgf-Datei exportiert. Dies war nur moglich, da dann nicht nur die
monoisotopischen, sondern alle Signale annotiert werden. Dies wirde auch den Umstand
erklaren, warum nur die Reporterionen, die eine geringe Intensitit aufweisen nicht korrekt
annotiert werden, die auf ein Reporterion mit einer hohen Intensitat im MS/MS-Spektrum
folgen. Fur die Proteine a-Crystallin A (Verhiltnis von A:B: 1:2), a-Casein (Verhaltnis von
A:B: 1:5) und Lysozym (Verhéltnis von A:B: 1:10) wurden deshalb mit allen data-conversion
Programmen alle Peaks des Reporterionenkanals 3 korrekt annotiert. Hier folgt auf ein
Reporterion mit einer geringen Intensitat (Reporterionenkanal 2) ein Reporterion mit einer
hohen Intensitat (Reporterionenkanal 3). Damit kann die Software unter Verwendung der
Formel CgHsNO das hohe Signal nicht falschlicherweise als M+1-Isotop des niedrigen
Signals interpretieren und die Annotierung der Signale erfolgt korrekt.

Betrachtet man nun die unterschiedlichen Ergebnisse bezlglich der Quantifizierung der
unterschiedlichen data conversion Programme, so stellt man fest, dass die TS2Mascot
Softwareunter der Einstellung MIO enabled ebenfalls nahezu alle Peaks des
Reporterionenkanals 3 in die mgf-Datei exportiert. Das Problem besteht hier jedoch darin,
dass diese Einstellung, wie zuvor beschrieben, schlechtere Mascot ion scores und damit

weniger Identifizierungen zur Folge hat.
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Insgesamt scheint der Einfluss der fehlenden Peaks des Reporterionenkanals 3 sehr
unterschiedlich zu sein. In der Literatur wird der Effekt der sogenannten underestimation
(Ow, et al., 2009) fur auf iITRAQ-basierte Studien beschrieben. Der Grund scheint v a. an
Untergrundsignalen zu liegen, die wahrend der MS/MS-Messung nicht entfernt werden
konnen. Dadurch tendieren die Verhaltnisse der Reporterionen zu dem Wert 1. Es werden also
Verhéltnisse berechnet, die weniger von diesem Wert 1 abweichen, als ihr tatséchliches
Verhéltnis ergeben sollte. Die in dieser Arbeit gemessenen Verhaltnisse der
Reporterionenkandle (RIK 3/RIK 2) fiir die Proteine Cytochrom ¢ und Ribonuklease stimmen
allerdings mit den Erwartungswerten von 0,2 bzw. 0,1 am Beispiel fir iTRAQ 4-plex sehr gut
Uberein (siehe Abbildung 6.3). Obwohl hier zum Teil sehr viele Peaks des
Reporterionenkanals 3 und damit auch Werte flr die Quantifizierung fehlten, sind praktisch
keine Unterschiede fir die durchschnittlichen geometrischen Mittelwerte der
Reporterionenkanal-Verhaltnisse (RIK 3/RIK 2) erkennbar. Trotz der fehlenden quantitativen
Werte war deren Anzahl anscheinend immer noch ausreichend, um korrekte geometrische
Mittelwerte zu berechnen. Reduziert man jedoch z. B. die Anzahl an technischen Replikaten
pro biologischen Zustand, so reduziert sich zusatzlich zur Anzahl an quantitativen auch die
Anzahl der qualitativen Werte. AuBerdem muss man bedenken, dass in diesen Experimenten
ein 15-Proteinstandard und kein Vollproteom als Probe verwendet wurde. Dies hétte zu einer
viel hoheren Probenkomplexitat gefuhrt, womit pro Protein wohl weniger Peptide identifiziert
worden waren.

Deshalb kdnnte man davon ausgehen, dass das Problem der nicht korrekt annotierten Signale
der Reporterionenkanéle in large-scale quantitativen (Voll-) Proteomstudien einen weit mehr
ausgepragten Effekt ausiiben. Dies ist sicherlich nicht der Fall, wenn fir ein Protein gentigend
quantitative Werte vorhanden sind (wie hier bei Cytochrom c). Diese kénnen sowohl aus der
Anzahl an biologischen oder technischen Replikaten als auch aus einer hohen Anzahl an
identifizierten Peptiden stammen.

Es gibt aber auch Falle, in denen z. B. durch eine geringe Probenmenge nur wenige oder gar
keine Replikate gemessen werden kdnnen und somit auch nur wenige quantitative Werte
vorliegen. Dies trifft auch auf kleine Proteine zu, von denen nur eine geringe Anzahl an (z. B.
tryptischen) Peptiden erhalten werden kann. Zusétzlich sollten nur proteotypische Peptide,
also Peptide, die nur aus einem bestimmten Protein stammen kdnnen, flr die Quantifizierung
herangezogen werden (Picotti et al., 2007). Dadurch verringert sich zwar die Anzahl an

guantitativen Daten, aber falsche Ergebnisse, die durch das Mitteln quantitativer Daten
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verschiedener Isoformen oder (posttranslational) modifizierten Proteinen entstammen, kénnen
verhindert werden.

Auch in Experimenten wie in Kapitel 3 und Kapitel 4, in denen die Quantifizierung nur tber
einzelne Peptide erfolgt, kann das Problem der nicht korrekt annotierten Reporterionen ein
grol3es Problem darstellen. Die Ergebnisse flir Ribonuklease, bei denen unter Verwendung des
LPtMt, des MS DATA Converter und der TS2Mascot Software unter der Einstellung MIO
enabled keine Peaks des Reporterionenkanals 3 fir iTRAQ 4-plex und TMT 6-plex exportiert
wurden (siehe Tabelle 6.3, Teil C), verdeutlichen dieses Problem noch einmal zusatzlich.
Zusammenfassend kann man sagen, dass unter Verwendung der merged mgf-Dateien
fur die Datenbanksuche ein tool entwickelt wurde, dass sowohl die Identifizierung auf
Basis der monoisotopischen Peaks als auch die Quantifizierung tber nahezu alle Signale
der Reporterionenkanéle ermdglicht. Damit wurde dem peak picking Problem der data

conversion Programme erfolgreich entgegengewirkt.

6.5 Zusammenfassung und Ausblick

Die hier gezeigten Daten des Experimentes mit einem 15-Proteinstandard belegen, dass ein
Problembestehen kann, wenn LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS Rohdaten auf Basis einer
Quantifizierung Uber isobare Isotopenmarkierung in mgf-Dateien exportiert werden. So
werden Signale eines Reporterionenkanals mit geringer Intensitit nicht in die mgf-Datei
exportiert, wenn sie auf ein Signal eines Reporterionenkanals mit einer hohen Intensitat
folgen. Die Experimente belegen, dass dieses Problem auch unabhéngig von dem
verwendeten isobaren tag besteht.

Insgesamt wurden die drei verschiedenen isobaren tags iTRAQ 4-plex, iTRAQ 8-plex und
TMT 6-plex und die drei data conversion Programme LPtMt, TS2Mascot und MS DATA
Converter untersucht. Ein Schwellenwert, ab dem dieses Problem zu beobachten ist, wurde
nicht bestimmt. Dies ist fiir die hier vorgestellten Experimente aber auch nicht entscheidend.
Lediglich unter der Verwendung der TS2Mascot Software mit der Einstellung monoisotopic
peaks only (MIO) disabled wurde das Problem der fehlenden Signale der Reporterionen nicht
beobachtet. Hier wurden nahezu alle Signale der Reporterionen in die mgf-Datei exportiert.
Unter dieser Einstellung sind alle Signale der MS/MS-Spektren, sowohl der Reporterionen als
auch der Peptidfragmentionen, in der mgf-Datei enthalten. In einer Mascot Datenbanksuche

werden allerdings nur die monoisotopischen Signale zugeordnet. Durch die erhdhte Anzahl an
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Kapitel VII

Signalen der MS/MS-Spektren in der mgf-Datei, die nicht zugeordnet werden kénnen, wird
der durchschnittliche Mascot ion score erniedrigt und damit verbunden weniger Peptide
identifiziert.

Die meisten isobar markierten Peptide wurden durch die mgf-Dateien des LPtMt identifiziert.
Auch wenn das hier gezeigte Experiment eigentlich einen Vergleich der verschiedenen
isobaren tags und der verschiedenen data conversion Programme auf Grund der geringen
Komplexitat zulésst, so sei hier dennoch darauf hingewiesen, dass auch die Mdglichkeit
besteht, die fehlenden Signale der Reporterionen in diesen mgf-Dateien zu ergénzen. Sollte
man also generell Gber das LPtMt mehr Peptide identifizieren, so kdnnte man dies ebenfalls
mit der verbesserten Quantifizierung kombinieren.

Dartiber hinaus wurde das hier entwickelte Perl-Skript auch fir die Experimente der
Untersuchungen des Einflusses verschiedener Puffer auf die Spaltspezifitat der Endoprotease
GIuC mittels des Q-PICS Ansatzes verwendet (Kapitel 4).
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Anhang

Anhang Kapitel 3

Tab. 3.1;

Liste der 50 tryptischen TMT-markierten Peptide, die in Form einer inclusion list

verwendet wurden.
Masse des
Peptidnummer Protein [m+H]*-ions Aminosauresequenz
[Da]
1 BSA 925.4587 ACFAVE
2 BSA 1235.6686 ACFAVEGPK
3 Myoglobin (Pferd) 1126.5645 ADIAGHGQE
4 Transferrin (Mensch) 1281.7705 AGYFAVAVVK
5 3-Lactoglobulin B (Rind) 971.5914 AQSAPLR
6 BSA 1447.7791 CCDKPLLEK
7 Cytochrom C (Pferd) 1092.6792 DLIAYLK
8 BSA 1335.7999 DYLSLILNR
9 Transferrin (Mensch) 1168.6993 GGFVYIAGK
10 Ribonuklease A (Rind) 1258.6768 GNPYVPVHF
11 Ribonuklease A (Rind) 1373.701 GNPYVPVHFD
12 Ribonuklease A (Rind) 1630.8275 GNPYVPVHFDASV
13 Myoglobin (Pferd) 1107.698 IAAKYKE
14 Myoglobin (Pferd) 940.4915 IAGHGQE
15 BSA 1333.7201 ICTLPDTEK
16 3-Lactoglobulin B (Rind) 871.6262 ILLQK
17 a-Lactalbumin (Rind) 907.5249 IMCVK
18 3-Lactoglobulin B (Rind) 789.4836 ISLLD
19 Lysozym (Huhn) 1220.6891 ITASVNCAK
20 Lysozym (Huhn) 861.536 LAAAMK
21 Myoglobin (Pferd) 893.511 LFRND
22 Myoglobin (Pferd) 1029.5492 LFTGHPE
23 Myoglobin (Pferd) 750.4202 LGFQG
24 Cytochrom C (Pferd) 977.6497 LIAYLK
25 Myoglobin (Pferd) 926.6196 LKPLAQ
26 3-Lactoglobulin B (Rind) 941.5861 LKPTPE
27 Transferrin (Mensch) 1044.5823 LLNQAQE
28 BSA 1141.6838 LLYYANK
29 BSA 1196.6855 NFVAFVDK
30 Catalase (Rind) 1009.6357 NIAGHLK
31 BSA 1416.7552 NLPPLTADFAE
32 R-Lactoglobulin B (Rind) 1463.7651 QSLACQCLVR
33 Ribonuklease A (Rind) 1562.8417 SLADVQAVCSQK
34 BSA 817.5032 SLVNR
35 Lysozym (Huhn) 1381.703 SNFNTQATNR
36 Ribonuklease A (Rind) 2110.925 SSTSAASSSNYCNQMMK
37 3-Lactoglobulin B (Rind) 939.5591 TDYKK
38 a-Lactalbumin (Rind) 1548.7606 TQAIVQNNDSTE
39 Transferrin (Mensch) 820.5508 VAFVK
40 Catalase (Rind) 1471.8215 VLTTGGGNPVGDK
41 Ribonuklease A (Rind) 1176.6611 VQAVCSQK
42 Transferrin (Mensch) 1133.6477 WSVNSVGK
43 Transferrin (Mensch) 1233.6379 YANCHLAR
44 BSA 1149.7271 YAVSVLLR
45 BSA 1409.8135 YGFQNALIVR
46 Lysozym (Huhn) 1292.7493 YGILQINSR
47 a-Lactalbumin (Rind) 1353.7719 YGLFQINNK
48 Cytochrom C (Pferd) 1020.5959 YLENPK
49 Cytochrom C (Pferd) 1176.7175 YLENPKK
50 Transferrin (Mensch) 951.5757 YVTAIR




Anhang

Tab. 3.11:

Liste der 50 chymotryptischen TMT-markierten Peptide, die in Form einer inclusion list

verwendet wurden.
Masse des
Peptidnummer Protein [m+H] -ions Aminoséuresequenz
[Dal
1 Myoglobin (Pferd) 1126.5685 ADIAGHGQE
2 BSA 921.5687 AKDAFL
3 Myoglobin (Pferd) 1276.7128 AQGAMTKALE
4 3-Lactoglobulin B (Rind) 1032.6448 CAQKKI
5 f3-Lactoglobulin B (Rind) 1345.8002 CAQKKIIAE
6 BSA 1653.6945 CCAKDDPHACY
7 BSA 1049.5278 CCDKPL
8 BSA 1291.6541 CCDKPLLE
9 Cytochrom C (Pferd) 823.4702 DLIAY
10 3-Lactoglobulin B (Rind) 915.4531 EQCHI
11 Transferrin (Mensch) 1491.8 GCAPGSKKDSSL
12 Carboanhydrase (Rind) 990.6177 GLAVVGVF
13 BSA 1185.7369 GPKLVVSTQ
14 Myoglobin (Pferd) 822.5254 IAAKY
15 Myoglobin (Pferd) 1107.6973 IAAKYKE
16 Myoglobin (Pferd) 940.5024 IAGHGQE
17 BSA 1177.5857 ICTLPDTE
18 3-Lactoglobulin B (Rind) 1159.7015 IQKVAGTW
19 R-Lactoglobulin B (Rind) ~ 1322.7607 IQKVAGTWY
20 BSA 929.5458 KDAIPE
21 Myoglobin (Pferd) 1762.0706 KFDKFKHLKTE
22 Myoglobin (Pferd) 1343.8497 KFKHLKTE
23 Cytochrom C (Pferd) 1033.735 KGKKIF
24 a-Lactalbumin (Rind) 946.5551 KLDQW
25 BSA 1085.7584 KQIKKQ
26 3-Lactoglobulin B (Rind) 1041.7166 KTKIPAV
27 B-Lactoglobulin B (Rind) ~ 1188.7863 KTKIPAVF
28 a-Lactalbumin (Rind) 950.5861 KVGINY
29 a-Lactalbumin (Rind) 1136.6678 KVGINYW
30 Myoglobin (Pferd) 893.5034 LFRND
31 Myoglobin (Pferd) 750.4286 LGFQG
32 Myoglobin (Pferd) 926.6212 LKPLAQ
33 3-Lactoglobulin B (Rind) 941.5864 LKPTPE
34 BSA 1216.6725 NLPPLTADF
35 Cytochrom C (Pferd) 1108.6185 REDLIAY
36 Carboanhydrase (Rind) 1158.6287 RQSPVDID
37 Carboanhydrase (Rind) 1415.8079 RQSPVDIDTK
38 Catalase (Rind) 1593.806 SGSADTVRDPRGF
39 Ribonuklease A (Rind) 1191.6151 SLADVQAVC
40 Ribonuklease A (Rind) 865.5352 TAAAKF
41 Ribonuklease A (Rind) 1110.5969 TGSSKYPN
42 Ribonuklease A (Rind) 1504.7242 TGSSKYPNCAY
43 Carboanhydrase (Rind) 1665.0363 TKAVVQDPALKPL
44 Cytochrom C (Pferd) 885.4538 TLMEY
45 3-Lactoglobulin B (Rind) 1019.508 VDDEALE
46 BSA 1157.6543 VEKDAIPE
47 Ribonuklease A (Rind) 805.441 VQAVC
48 Myoglobin (Pferd) 1742.9711 WQQVLNVWGKVE
49 a-Lactalbumin (Rind) 1042.5161 WVCTTF
50 Carboanhydrase (Rind) 1410.7246 YDDSQDKAVL
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Anhang Kapitel 3.1 Perl-Skript (TMT_SIXREP_IQR_Outlier v 2.0). Das Perl Skript wurde von
Bart HJ van den Berg (Institut fir Experimentelle Medizin, Christian-
Albrechts Universitat zu Kiel) entwickelt. Es dient dazu IQR-Tests zur
Entfernung  mathematischer ~ Ausreier  innerhalb  der  Q-PICS
Datenauswertung durchzufthren.

#! C\perl\bin\perl

#it## TMT_SIXREP_IQR_Outlier v 2.0

# Created by: Bart H.J. van den Berg (bvdberg@live.com)

# In support of manuscript:

# Quantitative protease cleavage site profiling using Tandem-Mass-Tag labeling and LC-
MALDI-TOF/TOF MS/MS analysis

# Jakoby, T; van den Berg, BHJ; Tholey, A.

# We reject the null hypothesis that there is no outlier when minimum < Q1 - 1.5*IQR or
maximum > Q3 + 1.5*IQR.

# To change the range, edit the values of the formulas in lines 121, 153, 185, 216 and 248
# To run the script, place the .pl file in the same folder with the .csv exported Mascot search
files. These need to be formatted

# as indicated in the example .csv output file. Take note of the different character formats on
Non-English configured software.

# For this script, the Mascot header information of the .csv output needs to be removed from
the .csv file.

# NOTE THAT THIS IS ONLY COMPATIBLE WITH TMT LABELING AND
QUANTITATION DONE VIA MASCOT!! THE EXPERIMENTAL DESIGN OF SIX
REPLICATES

# IS HARD-CODED INTO THE SCRIPT.

HitH#

use Acme::Tools;

use Cwd,;

$dir = cwd;

@cvsfiles=();

opendir DH, $dir or die "Cannot open $dir: $!";

while ($inputfile = readdir DH){

if($inputfile=~/\.csv$/ && Sinputfile !~ A\_RESULTS\.csv$/ && $inputfile !~
\_RESULTSSUMMARY\.csv$/){

$today = datestamp();

$outcsv = Sinputfile;

$outcsv =~ s/.csv/l;

$outcsvl = $outcsv.' "$today.” RESULTS.csv';

$outcsv2 = Soutcsv.' ".$today.” RESULTSSUMMARY .csv'

HitiHH I CLEAN CSV #H#HHHHHHHH
open(PRECSV, "$inputfile")|| die "cannot open CSV for clean-up. $!";
open(CLEANCSYV, ">csvtemp')||die "Cannot create TEMP file for CSV cleaning.$!";
while(<PRECSV>){

if($_ =~ /Md+.*/){

if($_ =~ /M(\d+\,.*\,)(\".*OS\=.*SV\=\d+.*\")(\,.*\". *\" *\n)$/){

$first = $1;

$section = $2;

$third = $3;

$section =~ s/,//g;
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$fixed = $first.$section.$third,;

print CLEANCSYV $fixed;}

else{print CLEANCSV $_;}}

else{print CLEANCSV $ ;}}

close CLEANCSV;

HH B R A
HitpHHH PROCESSING DATA ####H#HHHH TR R
open(CSVIN, ‘csvtemp")|| die "cannot open CSV temp as input file";
@prel27126 = ();

@prel28126 = ();

@prel29126 = ();

@prel30126 = ();

@prel31126 = ();

@127126 = ();

@128126 = ();

@129126 = ();

@130126 = ();

@131126 = ();

$count = 0;

while(<CSVIN>){S$count++;

if($_ =~ /"prot_hit_num/){next;}

else{if($_ =~ /MN\d+.*/){

@line = split (",", $.);

unless (1$line[38]){push (@pre127126, $line[38]);}

unless (1$line[40]){push (@pre128126, $line[40]);}

unless (1$line[42]){push (@pre129126, $line[42]);}

unless (1$line[44]){push (@pre130126, $line[44]);}

unless (1$line[46]){push (@pre131126, $line[46]);}}}}

close CSVIN;

# 127126

@127126 = sort{$a <=> $b} @pre127126; do{$nullhypmax127126 = 1;
$nullhypminl127126 = 1;

@pcts127126 = percentile([25, 50, 75], @127126);
$q1_127126 = $pcts127126[0];

$g2_127126 = $pcts127126[1];

$03_127126 = $pcts127126[2];

$irq127126 = $q3_127126 - $q1_127126;

$irql5 127126 = 1.5 * $irq127126;

$maxIQR127126 = $127126[-1];

$minlQR127126 = $127126]0];

$testmin127126 = $q1_127126 - $irql5 127126;
$testmax127126 = $q3_127126 + $irql5_127126;
if($maxIQR127126 > $testmax127126){

$nullhypmax127126 = 2;

pop(@127126);}

elsif($minlQR127126 < $testmin127126){$nullhypminl27126 = 2;shift(@127126);}}
until($nullhypmax127126 == 1 && $nullhypmin127126 == 1);
# 128126

@128126 = sort{$a <=> $b} @pre128126;
do{$nullhypmax128126 = 1; $nullhypmin128126 = 1;
@pcts128126 = percentile([25, 50, 75], @128126);
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$q1_ 128126 = $pcts128126][0];

$02_128126 = $pcts128126[1];

$03_128126 = $pcts128126[2];

$irq128126 = $g3_128126 - $q1_128126;

$irql5_128126 = 1.5 * $irq128126;

$maxIQR128126 = $128126[-1];

$minlQR128126 = $128126[0];

$testmin128126 = $q1_128126 - $irql5_128126;

$testmax128126 = $g3_128126 + $irql5 128126;

if(maxIQR128126 > $testmax128126){$nullnypmax128126 =
2;pop(@128126);}elsif($minlQR128126 < $testmin128126){$nullhypmin128126 =
2;shift(@128126);}} until($nullhypmax128126 == 1 && $nullhypminl28126 == 1);
# 129126

@129126 = sort{$a <=> $b} @prel29126;

do{$nullhypmax129126 = 1;$nullhypmin129126 = 1;

@pcts129126 = percentile([25, 50, 75], @129126);

$q1_ 129126 = $pcts129126][0];

$02_129126 = $pcts129126[1];

$g3_129126 = $pcts129126[2];

$irq129126 = $g3_129126 - $q1_129126;

$irql5_129126 = 1.5 * $irq129126;

$maxIQR129126 = $129126[-1];

$minlQR129126 = $129126[0];

$testmin129126 = $q1_129126 - $irql5_129126;

$testmax129126 = $g3_129126 + $irql5 129126;

if($maxIQR129126 > $testmax129126){$nullhypmax129126 = 2;pop(@129126);}
elsif($minlQR129126 < $testmin129126){$nullhypmin129126 = 2; shift(@129126);}}
until($nullhypmax129126 == 1 && $nullhypminl29126 == 1);

# 130126

@130126 = sort{$a <=> $b} @pre130126;

do{$nullhypmax130126 = 1;$nullhypmin130126 = 1;

@pcts130126 = percentile([25, 50, 75], @130126);

$q1_130126 = $pcts130126][0];

$02_130126 = $pcts130126[1];

$g3_130126 = $pcts130126[2];

$irq130126 = $g3_130126 - $q1_130126;

$irql5 130126 = 1.5 * $irq130126;

$maxIQR130126 = $130126[-1];

$minlQR130126 = $130126[0];

$testmin130126 = $q1_130126 - $irql5_130126;

$testmax130126 = $g3_130126 + $irql5 130126;

if($maxIQR130126 > $testmax130126){$nullhypmax130126 = 2;pop(@130126);}
elsif($minlQR130126 < $testmin130126){$nullhypmin130126 = 2; shift(@130126);}}
until($nullhypmax130126 == 1 && $nullhypminl130126 == 1);

# 131126

@131126 = sort{$a <=> $b} @prel31126;do{$nullhypmax131126 = 1;$nullhypminl31126
=1;

@pcts131126 = percentile([25, 50, 75], @131126);

$q1_131126 = $pcts131126][0];

$02_131126 = $pcts131126[1];

$03_131126 = $pcts131126[2];

170



Anhang

$irq131126 = $93_131126 - $q1_131126;

$irql5 131126 = 1.5 * $irq131126;

$maxIQR131126 = $131126[-1];

$minlQR131126 = $131126]0];

$testmin131126 = $q1_131126 - $irql5_131126;
$testmax131126 = $g3_131126 + $irql5_131126;
if($maxIQR131126 > $testmax131126){$nullhypmax131126 = 2;
pop(@131126);}

elsif($minlQR131126 < $testmin131126){

$nullhypmin131126 = 2;

shift(@131126);}} until($nullhnypmax131126 == 1 && $nullhypminl131126 == 1);

@final127126 = sort @127126;

@final128126 = sort @128126;

@final129126 = sort @129126;

@final130126 = sort @130126;

@final131126 = sort @131126;

$final127126min = $final127126[0];

$final128126min = $final128126][0];

$final129126min = $final129126[0];

$final130126min = $final130126][0];

$final131126min = $final131126[0];

$final127126max = $final127126[-1];

$final128126max = $final128126[-1];

$final129126max = $final129126][-1];

$final130126max = $final130126[-1];

$final131126max = $final131126[-1];

HitpHH R END IQR TEST ####HHHH TR

open (CSVIN, ‘csvtemp’)|| die "cannot open CSV TEMP as 2nd input. $!";
open(OUTCSVDATA, ">$outcsv1")|| die "Cannot open xIs OUTPUT file. $!";
while(<CSVIN>){if($_ =~ /prot_hit_num/){print OUTCSVDATA $_;}
else{if($_ =~ /N\d+.*){@line = split (",", $_);

if($line[38] eq "){$line[38] =";}

elsif($line[38] < $final127126min ||$line[38] > $final127126max){$line[38]=";}
if($line[40] eq "){$line[40] =";}

elsif($line[40] < $final128126min ||$line[40] > $final128126max){$line[40]=";}
if($line[42] eq "){$line[42] =";}

elsif($line[42] < $final129126min ||$line[42] > $final129126max){$line[42]=";}
if($line[44] eq "){$line[44] =";}

elsif($line[44] < $final130126min ||$line[44] > $final130126max){$line[44]=";}
if($line[46] eq "){$line[46] =";}

elsif($line[46] < $final131126min ||$line[46] > $final131126max){$line[46]=";}}
foreach $linepiece (@line){print OUTCSVDATA $linepiece.',";}}} # CSV file read end}}
close DH,;

close CSVIN;

close OUTCSVDATA,

print "\nDone. Press enter to exit...";

iIf(<STDIN>){unlink 'csvtemp’; exit;}

HHHHHHH R
HHHHHHAHIH SUBROUTINES HHHBHHHHHHHHRH AR

HHHHHHH A
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sub
datestamp{($sec,$min,$hour,$day,$month,$yr19,@rest)=localtime(time); @rest=$sec=$min=
$hour;$year=$yr19+1900;$month++;

if($day<10){$day="0".$day;}

if($month<10){$month="0".$month;}

date=$year.$month.$day;return $date;}

B T R R R R R

Tab. 3.11l: Liste der 50 TMT-markierten Peptide der tryptischen Peptidbibliothek des 10-
Proteinstandards der inclusion list, die mittels LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS identifiziert

wurden (X).

Nummer Protein Aminosaure-sequenz 250 fmol 2,5 pmol
1 BSA ACFAVE X X
2 BSA ACFAVEGPK X X
3 Myoglobin (Pferd) ADIAGHGQE X X
4 Transferrin (Mensch) AGYFAVAVVK X X
5 3-Lactoglobulin B (Rind) AQSAPLR X X
6 BSA CCDKPLLEK X X
7 Cytochrom C (Pferd) DLIAYLK X X
8 BSA DYLSLILNR X X
9 Transferrin (Mensch) GGFVYIAGK X X

10 Ribonuklease A (Rind) GNPYVPVHF X
11 Ribonuklease A (Rind) GNPYVPVHFD X X
12 Ribonuklease A (Rind) GNPYVPVHFDASV X X
13 Myoglobin (Pferd) IAAKYKE X X
14 Myoglobin (Pferd) IAGHGQE X X
15 BSA ICTLPDTEK X X
16 3-Lactoglobulin B (Rind) ILLQK X X
17 a-Lactalbumin (Rind) IMCVK X X
18 3-Lactoglobulin B (Rind) ISLLD X X
19 Lysozym (Huhn) ITASVNCAK X X
20 Lysozym (Huhn) LAAAMK X X
21 Myoglobin (Pferd) LFRND X X
22 Myoglobin (Pferd) LFTGHPE

23 Myoglobin (Pferd) LGFQG X X
24 Cytochrom C (Pferd) LIAYLK X X
25 Myoglobin (Pferd) LKPLAQ

26 3-Lactoglobulin B (Rind) LKPTPE X X
27 Transferrin (Mensch) LLNQAQE X X
28 BSA LLYYANK X X
29 BSA NFVAFVDK X

30 Catalase (Rind) NIAGHLK X X
31 BSA NLPPLTADFAE X X
32 3-Lactoglobulin B (Rind) QSLACQCLVR X X
33 Ribonuklease A (Rind) SLADVQAVCSQK X X
34 BSA SLVNR X X
35 Lysozym (Huhn) SNFNTQATNR X X
36 Ribonuklease A (Rind) SSTSAASSSNYCNQMMK X X
37 3-Lactoglobulin B (Rind) TDYKK X X
38 a-Lactalbumin (Rind) TQANVQNNDSTE X X
39 Transferrin (Mensch) VAFVK X X
40 Catalase (Rind) VLTTGGGNPVGDK X X
41 Ribonuklease A (Rind) VQAVCSQK X X
42 Transferrin (Mensch) WSVNSVGK X X
43 Transferrin (Mensch) YANCHLAR X X
44 BSA YAVSVLLR X X
45 BSA YGFQNALIVR X X
46 Lysozym (Huhn) YGILQINSR X X
47 a-Lactalbumin (Rind) YGLFQINNK X X
48 Cytochrom C (Pferd) YLENPK X X
49 Cytochrom C (Pferd) YLENPKK X X
50 Transferrin (Mensch) YVTAIR X X
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Tab. 3.1V: Liste der 50 TMT-markierten Peptide der chymotryptischen Peptidbibliothek des 10-
Proteinstandards der inclusion list, die mittels LC-MALDI-TOF/TOF MS/MS identifiziert

wurden (X).
Nummer Protein Aminosaure- 250 fmol 2,5 pmol
sequenz
1 Myoglobin (Pferd) ADIAGHGQE X X
2 BSA AKDAFL X X
3 Myoglobin (Pferd) AQGAMTKALE X X
4 R-Lactoglobulin B (Rind) CAQKKI X X
5 3-Lactoglobulin B (Rind) CAQKKIAE X X
6 BSA CCAKDDPHACY X X
7 BSA CCDKPL X X
8 BSA CCDKPLLE X X
9 Cytochrom C (Pferd) DLIAY X X
10 B-Lactoglobulin B (Rind) EQCHI X X
11 Transferrin (Mensch) GCAPGSKKDSSL X
12 Carboanhydrase (Rind) GLAVVGVF X X
13 BSA GPKLVVSTQ X X
14 Myoglobin (Pferd) IAAKY X X
15 Myoglobin (Pferd) IAAKYKE X X
16 Myoglobin (Pferd) IAGHGQE X X
17 BSA ICTLPDTE X X
18 R-Lactoglobulin B (Rind) IQKVAGTW X X
19 3-Lactoglobulin B (Rind) IQKVAGTWY X X
20 BSA KDAIPE X X
21 Myoglobin (Pferd) KFDKFKHLKTE X X
22 Myoglobin (Pferd) KFKHLKTE X X
23 Cytochrom C (Pferd) KGKKIF X X
24 a-Lactalbumin (Rind) KLDQW X X
25 BSA KQIKKQ X X
26 3-Lactoglobulin B (Rind) KTKIPAV X X
27 3-Lactoglobulin B (Rind) KTKIPAVF X X
28 a-Lactalbumin (Rind) KVGINY X X
29 a-Lactalbumin (Rind) KVGINYW X X
30 Myoglobin (Pferd) LFRND X X
31 Myoglobin (Pferd) LGFQG X X
32 Myoglobin (Pferd) LKPLAQ X X
33 3-Lactoglobulin B (Rind) LKPTPE X X
34 BSA NLPPLTADF X X
35 Cytochrom C (Pferd) REDLIAY X X
36 Carboanhydrase (Rind) RQSPVDID X X
37 Carboanhydrase (Rind) RQSPVDIDTK X X
38 Catalase (Rind) SGSADTVRDPRGF X X
39 Ribonuklease A (Rind) SLADVQAVC X X
40 Ribonuklease A (Rind) TAAAKF X X
41 Ribonuklease A (Rind) TGSSKYPN X X
42 Ribonuklease A (Rind) TGSSKYPNCAY X X
43 Carboanhydrase (Rind) TKAVVQDPALKPL X X
44 Cytochrom C (Pferd) TLMEY X X
45 3-Lactoglobulin B (Rind) VDDEALE X X
46 BSA VEKDAIPE X X
47 Ribonuklease A (Rind) VQAVC X X
48 Myoglobin (Pferd) WQQVLNVWGKVE X X
49 a-Lactalbumin (Rind) WVCTTF X X
50 Carboanhydrase (Rind) YDDSQDKAVL X X
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Anhang Kapitel 4

Anhang Kapitel 4.1 Perl-Skript (BufferComparison version 1.8.1). Das Perl Skript wurde von Bart
HJ van den Berg (Institut fir Experimentelle Medizin, Christian-Albrechts
Universitat zu Kiel) entwickelt. Das Skript dient dazu fehlende Signale
(Flachen) der Reporterionen aus den mgf-Dateien der TS2Mascot Software
unter Verwendung der MIO enabled Option durch die Flachen in den mgf-
Dateien unter Verwendung der MIO disabled Option zu erganzen.

#! C:\perl\bin\perl

#i## BufferComparison version 1.8.1

# Created by: Bart H.J. van den Berg (bvdberg@live.com)

# In support of manuscript:

# Quantitative protease cleavage site profiling using Tandem-Mass-Tag labeling and LC-

MALDI-TOF/TOF MS/MS analysis

# Jakoby, T; van den Berg, BHJ; Tholey, A.

# We reject the null hypothesis that there is no outlier when minimum < Q1 - 1.5*IQR or

maximum > Q3 + 1.5*IQR.

# To change the range, edit the values of the formulas in line 580

# To run the script, place the .pl file in the same folder with the .csv exported Mascot search

files. These need to be formatted

# exactly as indicated in the example .csv output file. Important here is that the columns need

to match.

# Take note of the different character formats on Non-English configured software.

# NOTE THAT THIS IS ONLY COMPATIBLE WITH TMT-LABELING AND

QUANTITATION DONE VIA MASCOT!! THE LABELING STRATEGY IS NOW

HARD-CODED TO

# THREE TMT CHANNELS PER BUFFER, COMPARING TWO BUFFERS.

HHHH A R

HHHHHHH R

use Acme::Tools;

use Cwd,;

$dir = cwd;

@cvsfiles=();

opendir DH, $dir or die "Cannot open $dir: $!";
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while ($inputfile = readdir DH){if($inputfile=~/\.csv$/ && Sinputfile !~ /\ RESULTS\.csv$/
&& Sinputfile I~ /A RESULTSSUMMARY\.csv$/){$today = datestamp();

$outcsv = Sinputfile;

$outcsv =~ s/.csvll;

$outcsvl = $outcsv.' "$today." RESULTS.csv';

$outcsv2 = $outcsv.' "$today.” RESULTSSUMMARY .csv';

Hit#HrH I CLEAN CSV #H#HHHHHHHH
open(PRECSV, "$inputfile")|| die "cannot open CSV input for clean-up. $!";
open(CLEANCSV, ">csvtemp')||die "Cannot create TEMP file for CSV cleaning.$!";
while(<PRECSV>){

if($_ =~ Md+*N{f(S_ =~ /MO\d+),.*\,)(\".*OS\=*SV\=\d+.*\")(\,. *\".*\". *\n)$/) {$first = $1;
$section = $2;$third = $3;$section =~ s/,//g;$fixed = $first.$section.$third;print CLEANCSV
$fixed;}

else{print CLEANCSV $_;}}

else{print CLEANCSV $_;}}

close CLEANCSV;

HH B R A

###H# 1QR OUTLIER TEST for Buffer A and Buffer B #####HH#H#

#### Buffer A

@prel27126 = ();

@prel28126 = ();

@prel28127 = ();

@final127126 = ();

@final128126 = ();

@final128127 = ();

#### Buffer B

@prel30129 = ();

@prel31129 = ();

@prel31130 = ();

@final130129 = ();

@final131129 = ();

@final131130 = ();

open(CSVIN1, 'csvtemp')|| die "Cannot open CSV temp as input file";

$flag = O;while(<CSVIN1>){if($flag == 0){if($_ !~ /Protein hits/){next;}
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else{$flag = 1;}}

if($_ =~ /Peptide matches/){last;}

if($_ =~ /"prot_hit_ num/){ next;}

else{if($_ =~ /Md+.*/){@line = split (",", $_);unless (!$line[38]||$line[38]<= 0 ||$line[38] eq
‘###'|Sline[38] eq '---){push (@pre127126, $line[38]);}

unless ('$line[40]||$line[40]<= 0 ||$line[40] eq '###||$line[40] eq '---){push (@prel28126,
$line[40]);}

unless (1$line[44]||Sline[44]<= 0 ||$line[44] eq '###'||Sline[44] eq '---){push (@prel28127,
$line[44]);}

unless ('$line[68]||$line[68]<= 0 ||$line[68] eq '###||$line[68] eq '---){push (@prel30129,
$line[68]);}

unless (1$line[70]||Sline[70]<= 0 ||$line[70] eq ‘###'||$line[70] eq '---){push (@pre131129,
$line[70]);}

unless (1$line[74]||$line[74]<= 0 ||$line[74] eq '###'||$line[74] eq '---){push (@prel31130,
$line[74]);}}}}

close CSVINI;

@final127126 = sort(irgarray(@prel27126));

@final128126 = sort(irgarray(@pre128126));

@final128127 = sort(irqarray(@prel28127));

@final130129 = sort(irgarray(@pre130129));

@final131129 = sort(irgarray(@pre131129));

@final131130 = sort(irgarray(@pre131130));

# Buffer A outlier min and max

$final127126min = $final127126[0];

$final128126min = $final128126[0];

$final128127min = $final128127[0];

$final127126max = $final127126[-1];

$final128126max = $final128126[-1];

$final128127max = $final128127[-1];

print "$final127126min is min and $final127126max is max\n";

print "$final128126min is min and $final128126max is max\n";

print "$final128127min is min and $final128127max is max\n";

# Buffer B outlier min and max

$final130129min = $final130129[0];
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$final131129min = $final131129[0];

$final131130min = $final131130[0];

$final130129max = $final130129[-1];

$final131129max = $final131129[-1];

$final131130max = $final131130[-1];

print "\n";

print "$final130129min is min and $final130129max is max\n";

print "$final131129min is min and $final131129max is max\n";

print "$final131130min is min and $final131130max is max\n";

print "\n";

open(CSVIN2, 'csvtemp')|| die "cannot open CSV temp as input file";
open(CSVOUT, ">csvtemp?2')|| die "cannot open CSV2 temp as output file™;
$there = 1;

while(<CSVIN2>){if($_ =~ /"prot_hit_num/){$there=2;}

else{if($_ =~ /Md+.*/ && $there == 2){@olline = split (*,", $_);for($i = 38; $i < 79;

$i+=2){if($olline[$i]<= 0 ||$olline[$i] eq ##||$olline[$i] eq '---){$olline[$i] = ";}}
#iHH# 127/126 Outlier

if($olline[38] > $final127126max || $olline[38] < $final127126min){Solline[38]=";}
##H#H 128/126 Outlier

if(Solline[40] > $final128126max || $olline[40] < $final128126min){$olline[40]=";}
#H#H 128/127 Outlier

if($olline[44] > $final128127max || $olline[44] < $final128127min){$olline[44]=";}
###H 130/129 Outlier

if(Solline[68] > $final130129max || $olline[68] < $final130129min){$olline[68]=";}
#H#H 131/129 Outlier

if($olline[70] > $final131129max || $olline[70] < $final131129min){$olline[70]=";}
#### 131/130 Outlier

if(Solline[74] > $final131130max || $olline[74] < $final131130min){$olline[74]=";}
$comboline = join(",", @olline);print CSVOUT $comboline;@olline = ();}}}

close CSVINZ;

close CSVOUT;

it PROCESSING DATA #i##HHHHHHHHHH T
open(CSVINS3, 'csvtemp?2')|| die "cannot open CSVtemp2 as input file";
open(OUTCSVDATA, ">$outcsvl")|| die "Cannot open csv OUTPUT file. $!";
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open(TESTOUT, ">$outcsv2");

print TESTOUT "non-prime,Peptide,prime,modification,No.Buff A Ratios,Sum Buff A
Ratios, AVERAGE Buff A Ratios, STDEV Buff A Ratios, RSD Buff A Ratios,";

print TESTOUT "No.Buff AB Ratios,Sum Buff AB Ratios, AVERAGE Buff AB Ratios,
STDEV Buff AB Ratios, RSD Buff AB Ratios,";

print TESTOUT "No.Buff B Ratios,Sum Buff B Ratios, AVERAGE Buff B Ratios, STDEV
Buff B Ratios, RSD Buff B Ratios,lonscore Average,";

rint TESTOUT “ionscore STDEV, lonscore RSD\n";

%allinfo=();

while(<CSVIN3>){if($flag == 0){if($_ !~ /Protein hits/){print OUTCSVDATA $_;next;}
else{$flag = 1;}}

if($_ =~ /Peptide matches/){last;}

if($_ =~ /prot_hit_num/){chomp $_;print OUTCSVDATA $_;}

else{if($_ =~ /"\d+.*/){$negativeratioflag = 0;$infoline = $_;@endline = split (",", $_);$pep =

$endline[28];$modinfo =  $endline[31];$labelinfo =  $endline[34];$labelinfo =~
/Label\:\s(\d+)\s/i;$labelid = $1;$peaklistidinfo = $endline[35];$peaklistidinfo =~
/Peak\_List\_ld\:(\d+)/i;$peaklistid = $1;$csvruninfo = $endline[36];$csvruninfo =~
/Run\_ld\:\\s(\d+)/i;$csvrunid =  $1;$hashtagl =  $pep.' "$modinfo;$hashtag2 =
$cvsrunid.$labelid.$peaklistid;}

$comboline2 = join (),

@endline);nunless($allinfo{$hashtag1}{$Shashtag2}){$allinfo{$hashtag1}{$hashtag2}=$com
boline2;}}} # CSV file read endforeach $keyl (sort (keys %allinfo)){if(scalar keys
%{$allinfo{$keyl}} >= 2){;$hashsize = scalar keys
%{$allinfo{$key1}};$bufferatmtvaluecount = 0;$bufferbtmtvaluecount =
0;$bufferabtmtvaluecount = 0;%buffera = ();%bufferab = ();%bufferb = ();%ionscore
();foreach  $key2 (sort (keys %{S$allinfo{Skeyl}})){@finalline = split ("
$allinfo{$key1}{Skey2});@finalline2 = split ("_", $keyl);$ionscore{Skey2}
$finalline[23];$peptideinfo = $finalline[27]."," $finalline[28].",".$finalline[29]."," $finalline[31];
# Check Buffer A

unless($finalline[38] == "){$bufferatmtvaluecount++;
$buffera{$bufferatmtvaluecount}=$finalline[38];}unless($finalline[40] == "y
$bufferatmtvaluecount++;$buffera{$bufferatmtvaluecount}=$finalline[40];}

unless($finalline[44] == "){$bufferatmtvaluecount++;$buffera{$bufferatmtvaluecount}=
$finalline[44];}
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# Check Buffer AB

for($i=50; $i<67; $i=$i+2){unless($finalline[$i] ==
"{$bufferabtmtvaluecount++;$bufferab{$bufferabtmtvaluecount}=%$finalline}}

# $preab= keys %bufferab;m foreach $abkeyol (%bufferab)}$postab= keys %bufferab;print
"\ntested and found $preab is pre and $postab is post\n";

# Check Buffer Bunless($finalline[68] == "{$bufferbtmtvaluecount++;n
$bufferb{$bufferbtmtvaluecount}=$finalline[68];}
unless($finalline[70]=="){$bufferbtmtvaluecount++;$bufferb{$bufferbtmtvaluecount}=$final
line[70];}
unless($finalline[74]=="){$bufferbtmtvaluecount++;$bufferb{$bufferbtmtvaluecount}=$final
line[74];}$peptideinfo =
$finalline[27]."," $finalline[28].",".$finalline[29]."," $finalline[31];splice(@finalline,
79);$joinedarray = join (", @finalline); $allinfo{$keyl}{$key2} = $joinedarray;print
OUTCSVDATA "\n".$allinfo{$key1}{$key2};}

#### Geo mean calculation and geo StDev #####

#### Calculating mean sum of area perbuffer and %RDS #####H

#iHH#H# (standard deviation of array X / average of array X ) x 100 = %RDS HHHHHHH

# @splicenumbers = (78,77,76,75,72,71,48,47 46,45 ,42,41);

# while(@splicenumbers){

# $spliceindex = shift(@splicenumbers);

# splice(@finalline, $spliceindex,1);}

@aboutlier = ();

@finalab = ();

$preabtotal = keys %bufferab;

foreach $keyolab(keys %bufferab){push (@aboutlier, $bufferab{$Skeyolab});}

unless(scalar @aboutlier == 0){@finalab = sort(irgarray(@aboutlier));

$finalabmin = $finalab[0];$finalabmax = $finalab[-1];}

foreach  $abkeyol(keys  %bufferab){if($bufferab{$abkeyol} >  $finalabmax ||
$bufferab{$abkeyol} < $finalabmin){delete $bufferab{$abkeyol};}}

$bufferatotal= keys %buffera;$bufferabtotal= keys %bufferab;$bufferbtotal=  keys
%bufferb;$bufferasuminarea=0;$bufferabsumlinarea=0;$bufferbsuminarea=0;foreach
$keya(sort(keys %buffera)){$bufferalnsumarea += log($buffera{$keya});}

foreach $keyab(sort(keys %bufferab)){$bufferablnsumarea += log($bufferab{$keyab});}
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foreach $keyb(sort(keys %bufferb)){$bufferblnsumarea += log($bufferb{$keyb});}
if($bufferatotal == 0){$buffera{1} = 1;$bufferatotal= keys %buffera;$bufferasuminarea=0;}
if($bufferabtotal == 0){$bufferab{1} = 1;$bufferabtotal= keys
%bufferab;$bufferabsuminarea=0;}

if($bufferbtotal == 0){$Sbufferb{1} = 1;$bufferbtotal= keys %bufferb;$bufferbsuminarea=0;}
$bufferaGEOlogR= $bufferalnsumarea / $bufferatotal;

$bufferabGEOlogR= $bufferablnsumarea / $bhufferabtotal;

$bufferbGEOlogR= $bufferbinsumarea / $bufferbtotal;

$bufferaGEOaverage= exp($hufferalnsumarea / $hufferatotal);
$bufferabGEOaverage=exp($bufferablnsumarea / $bufferabtotal);
$bufferbGEOaverage=exp($bufferblnsumarea / $bufferbtotal);

$bufferaSDsum=0;

$bufferabSDsum=0;

$bufferbSDsum=0;

foreach $keya(sort(keys %buffera)){

$bufferaSDsum += ((log($buffera{$Skeya}) - $bufferaGEOlogR)**2);}

foreach $keyab(sort(keys %bufferab)){$bufferabSDsum += ((log($bufferab{$keyab}) -
$bufferabGEOIlogR)**2);}

foreach  $keyb(sort(keys %bufferb)){$bufferoSDsum +
$bufferbGEOlogR)**2);}

if(Sbufferatotal == 1){$bufferaSDaverage = 0;}
else{$bufferaSDaverage=$bufferaSDsum / ($hufferatotal-1);}
if($bufferabtotal == 1){$bufferabSDaverage = 0;}
else{$SbufferabSDaverage=$bufferabSDsum / ($bufferabtotal - 1);}
if(Sbufferbtotal == 1){$bufferbSDaverage = 0;}
else{$bufferbSDaverage=$bufferbSDsum / ($bufferbtotal - 1);}
$bufferasd = ($hufferaSDaverage)**0.5;

$bufferabsd = ($bufferabSDaverage)**0.5;

$bufferbsd = ($bufferbSDaverage)**0.5;

print "$peptideinfo\tSbufferabGEOlogR\tSbufferabsd\n";
$bufferaGEOSD = exp($bufferaGEOIlogR) * (exp($bufferasd) - 1);
$bufferabGEOSD = exp($bufferabGEOIlogR) * (exp($bufferabsd) - 1);
$bufferbGEOSD = exp($bufferbGEOlogR) * (exp($bufferbsd) - 1);
$bufferarsdarea=($bufferaGEOSD / $hufferaGEOaverage)*100;

((log($bufferb{$keyb}) -
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$bufferabrsdarea=($bufferabGEOSD / $bufferabGEOaverage)*100;
$bufferbrsdarea=($bufferoGEOSD / $hufferbGEOaverage)*100;

$ionscoresum = 0;

$ionscoretotal = %ionscore;foreach $keyis (keys %ionscore){$ionscoresum = $ionscoresum +
$ionscore{$keyis};}

$ionscoreaverage = $ionscoresum / $ionscoretotal;$ionscoresumcovar=0;

foreach  $keyis  (keys  %ionscore){$ionscoresumcovar +=  ($ionscoreaverage-
$ionscore{$keyis})**2;}
$ionscorecovar= $ionscoresumcovar / $ionscoretotal;$ionscorestdev =

sgrt($ionscorecovar);$ionscorersdarea=($ionscorestdev / $ionscoreaverage)*100;

print OUTCSVDATA
" $bufferatotal $bufferalnsumarea,$bufferaGEOaverage, $bufferaGEOSD,$bufferarsdarea”;
print OUTCSVDATA

" $bufferabtotal $bufferablnsumarea,$bufferabGEOaverage,$bufferabGEOSD,$bufferabrsdar
ea";

printOUTCSVDATA

" $hufferbtotal $bufferblnsumarea,$bufferbGEOaverage, $bufferoGEOSD,$bufferbrsdarea,$io
nscoreaverage, $ionscorestdev, $ionscorersdarea”;

print TESTOUT "$peptideinfo";

print TESTOUT
" $bufferatotal $bufferalnsumarea,$bufferaGEOaverage, $bufferaGEOSD,$bufferarsdarea”;
print TESTOUT

" $bufferabtotal $bufferablnsumarea,$bufferabGEOaverage,$bufferabGEOSD,$bufferabrsdar
ea";

print TESTOUT
" Sbufferbtotal $bufferbinsumarea, $bufferbGEOaverage,$bufferbGEOSD,$bufferbrsdarea,$io
nscoreaverage, Sionscorestdev, $ionscorersdarea\n”;

$peptideinfo=();

$bufferatotal=();

$bufferabtotal=();

$bufferbtotal=();

$bufferalnsumarea=();

$bufferablnsumarea=();

$bufferblnsumarea=();
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$bufferaGEOaverage=();
$bufferabGEOaverage=();
$bufferbGEOaverage=();

$hufferaGEOlogR=();

$hufferabGEOlogR=();

$bufferbGEOlogR=();

$bufferaSDsum=();

$bufferabSDsum=();

$bufferbSDsum=();

$bufferaSDaverage=();

$bufferabSDaverage=();

$bufferbSDaverage=();

$bufferasd=();

$hufferabsd=();

$bufferbsd=();

$hufferaGEOSD=();

$bufferabGEOSD=();

$bufferbGEOSD=();

$bufferarsdarea=();

$bufferabrsdarea=();

$bufferbrsdarea=();

$ionscoresum=();

$ionscoretotal=();

$ionscoreaverage=();

$ionscoresumcovar=();

$ionscorecovar=();

$ionscorestdev=();

$ionscorersdarea=();} # end of read keys %allinfo 2nd hash part} # end of read keys %allinfo
1st hash part} # if loop dir read for csv files} # while read for files in directory
it CLOSE AND EXIT  ######HHEHH TR
print "\nScript completed. Press ENTER to exit....";
close DH;

close CSVINS;

close OUTCSVDATA,
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close TESTOUT,;

iIf(<STDIN>){unlink csvtemp; unlink csvtemp2; exit;}

HHH B R
HHHHHHHHH SUBROUTINES HHHHHHHHHHHHH

HH B

sub datestamp{
($sec,$min,$hour,$day,$month,$yr19,@rest)=localtime(time);
@rest=$sec=$min=%hour;$year=3yr19+1900;$month++;if($day<10){$day="0".$day;}
if(month<10){$month="0".$month;}$date=$year.$month.$day;return $date;}
sub irgarray{

@irgarray = @_;

@sortedirg=();

@sortedirg = sort{$a <=> $b} @irqgarray;

do{$nullhypmax=1;$nullnypmin= 1;@pcts = percentile([25, 50, 75], @sortedirg);$ql =
$pcts[0];$g2 = $pcts[1];$93 = $pcts[2];$irg = $g3 - $91;$irql5 = 1.5 * Sirg;$maxIQR =
$sortedirg[-1];$minlQR = $sortedirq[0];$testmin = $q1 - Sirql5;$testmax = $g3 + $irql5;
if($maxIQR > $testmax){$nullhypmax = 2;pop(@sortedirq);}

elsif(minlQR < $testmin){$nullhypmin = 2;shift(@sortedirq);}} until($nullnypmax == 1
&& $nullhypmin == 1);

@irqarray = ();@pcts =();$q1 = ();$02 = ();$93 = ();$irq = ();$irql5 =();$maxIQR =
();$minlQR = ();$testmin = ();$testmax = ();return @sortedirg;}

HHHHH R

BufferComparison version 1.8.1
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Anhang Kapitel 6

Anhang Kapitel 6.1 Perl-Skript (RICmerge). Das Perl Skript wurde von Bart HJ van den Berg
(Institut fiir Experimentelle Medizin, Christian-Albrechts Universitét zu Kiel)
entwickelt. Es ergénzt fehlende Signale (Flachen) der Reporterionen aus den
mgf-Dateien der TS2Mascot Software unter Verwendung der MIO enabled
Option durch die Flachen in den mgf-Dateien unter Verwendung der MIO
disabled Option. Diese mgf-Dateien wurden dann als sogenannte merged
Dateien bezeichnet.
#! C:\perl\bin\perl
#### RICmerge.pl version 2.1
# Created by: Bart H.J. van den Berg (bvdberg@live.com)
# Generated with Perl version 5.10 and compatible for 5.10.XX and higher
# In support of manuscript:
# Improved reporter ion assignment of raw isobaric stable isotope labeled LC-MALDI-
TOF/TOF MS/MS spectral data for quantitative proteomics

# Jakoby, T; Tholey, A; van den Berg, BHJ.

# This scripts is an extension on the TS2Mascot script from Matrix Science that coverts
ABSCIEX TOF/TOF data to .mgf peak lists.

# In order to use this script, two outputs need to be created with TS2ZMASCOT. One .mgf

with the 'Monoisotopic Peaks' option enabled and

# one .mgf file with the function disabled (all peaks).

# To fill the missing reporter ion peaks into the final output, save both files with extentions as

followed:

# 1) Monoisotopic peaks enabled: XXX _MIPonly.mgf* where XXX is any desired

name.

# 2) Monoisotopic peaks disabled: XXX _allpeaks.mgf' where XXX is any desired

name.

# The resulting .mgf file can then be used for the Mascot search.

# To change the mass accuracys for the reporter ions, change the following lines:

# For iTRAQ 4Plex:

#121,126,131,136 241,244,247,250 463,466,469,472

# For ITRAQ 8Plex:

#147,152,157,162,167,172,177,182
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290,293,296,299,302,305,308,311
528,531,534,537,540,543,546,549

# For TMT 6Plex:

#193,198,203,208,213,218

362,365,368,371,374,377

629,632,635,638,641,644

# USED ACCURATE MASSES:

H oo -

# Masses iTRAQ 4plex:

#114,11123

# 115,10826

#116,11162

#117,11497

# Masses iTRAQ 8plex:

#113,107873

#114,111228

#115,108263

#116,111618

#117,114973

#118,112008

#119,115363

#121,122072

# Masses TMT 6plex:

#126.127725

#127.131079

#128.134433

#129.137787

#130.141141

#131.138176

HHHHHHH R
HHHH A R
Use Cwd,;

print "What labeling method did you use?\nl. iTRAQ 4-plex\n2. iTRAQ 8-plex\n3. TMT 6-
plex\n\nPlease enter number: ";chomp($labeltype = <STDIN>);
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do{unless($labeltype =~ /"[123]{1}$/ and $labeltype =~ /Md$/){print "\n$labeltype is not a
valid choice. This does not work.\n";print "Please enter number (Type 'exit' to exit program):
".chomp($labeltype=<STDIN>);exit  if($labeltype eq "exit");}}until($labeltype =~
/N123]{1}%/ and $labeltype =~ /Md$/);print "\nDo you want to apply a reporter ion signal
intensity treshold?\nPlease enter 'y' or 'n": *;chomp($answer = <STDIN>);

do{unless($answer =~ /A[yn]{1}$/i and $answer =~ /Mw$/){print "\n$answer is not a valid
choice. This does not work.\n";print "Please enter 'y or 'n' (Type 'exit' to exit program): ";
chomp($answer=<STDIN>);exit if($answer eq "exit");}}until($answer =~ /[yn]{1}$/i and
$answer =~ /Mw$/);if( $answer eq 'y’ or $answer eq "Y){print "\nPlease enter a whole number
as treshold: ";chomp($treshold = <STDIN>);

do{unless($treshold >= 0 and $treshold=~ /M\d*$/){print "\n$treshold is not a valid choice.
This does not work.\n";print "Please enter a whole number (Type 'exit' to exit program):
";chomp($treshold=<STDIN>);exit if($treshold eq “exit");}}until($treshold >= 0 and
$treshold =~ /Md*$/); }elsif( Sanswer eq 'n' or $answer eq 'N'){$threshold = 0;}

#i#### GENERATE TMT ION HASH FROM ALL PEAK TEMP FILE ######

#####  AND FIND THE M.I1.P. MGF FILES HHHHHHHHHHHE

$dir = cwd;

@mipfiles=();

opendir DH, $dir or die "Cannot open $dir: $!";

while ($inputfile = readdir DH){

if($inputfile=~/\_allpeaks\.mgf$/){open(MGFIN, "Sinputfile")|| die "cannot open MGF input
file";%masses=();$precursormass=();$runid=();%mgfdata=
0;$mgfidentifier=();while(KMGFIN>){if($_=~ /"PEPMASS\=(.*)\n/){$precursormass =
$1;}elsif($_=~ /IMSMS\sJob\_Run\_ld\:\s(\d*)\n/gi){$runid=$1;}elsif($_=~
NI\ \d*F)\E(\d*\\d*)\n/){ Smzvalue=3$1;$area=$2;

#ITRAQ 4-plex

if($labeltype == 1){if($mzvalue >= 114 && $mzvalue < 118){if($mzvalue >= 114.09 &&
$mzvalue < 114.12){if($area > $treshold){Smasses{$mzvalue}=%area;}}

elsif($mzvalue >= 115.09 && $mzvalue < 115.12){if($area >
$treshold){$masses{$mzvalue}=$area;}}

elsif($mzvalue >= 116.09 && $mzvalue < 116.12){if($area >
$treshold){$masses{$mzvalue}=$area;}}
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elsif($mzvalue >= 117.09 && $mzvalue < 117.12){if($area >
$treshold){$masses{Smzvalue}=%area;}} }}

#ITRAQ 8-plex

elsif($labeltype == 2){if($mzvalue >= 113 && $mzvalue < 122){if($mzvalue >= 113.09 &&
$mzvalue < 113.12){if($area > $treshold){Smasses{$mzvalue}=%area;}}
elsif($mzvalue >= 114.09 && $mzvalue < 114.12){if($area
$treshold){$masses{Smzvalue}=%area;}}

elsif($mzvalue >= 115.09 && $mzvalue < 115.12){if($area >
$treshold){$masses{$mzvalue}=$area;}}

elsif($mzvalue >= 116.09 && $mzvalue < 116.12){if($area >
$treshold){$masses{Smzvalue}=%area;}}

elsif($mzvalue >= 117.09 && $mzvalue < 117.12){if($area >
$treshold){$masses{$mzvalue}=$area;}}

\Y

elsif($mzvalue >= 118.09 && $mzvalue < 118.12){if($area >
$treshold){$masses{Smzvalue}=%area;}}

elsif($mzvalue >= 119.09&& $mzvalue < 119.12){if($area >
$treshold){$masses{$mzvalue}=$area;}}

elsif($mzvalue >= 121.10 && $mzvalue < 121.14){if($area >
$treshold){$masses{Smzvalue}=%area;}} }}

# TMT 6-plex

elsif($labeltype == 3){if($mzvalue >= 126 && $mzvalue < 132){if($mzvalue >= 126.05 &&
$mzvalue < 126.25){if($area > $treshold){$Smasses{$mzvalue}=$area;}}
elsif($mzvalue >= 127.05 && $mzvalue < 127.25){if($area
$treshold){$masses{$mzvalue}=$area;}}

elsif($mzvalue >= 128.05 && $mzvalue < 128.25){if($area >
$treshold){$masses{Smzvalue}=%area;}}

elsif($mzvalue >= 129.05 && $mzvalue < 129.25){if($area >
$treshold){$masses{$mzvalue}=$area;}}

elsif($mzvalue >= 130.05 && $mzvalue < 130.25){if($area >
$treshold){$masses{$mzvalue}=$area;}}

elsif($mzvalue >= 131.05 && $mzvalue < 131.25){if($area >
$treshold){$masses{$mzvalue}=$area;}}}}}

elsif($_=~ /Mn$/){next;}

elsif($_ =~ /"END IONS/gi){

\%
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#ITRAQ 4-plex

if(Slabeltype == 1){$flagll4 = 1; $flagll5 = 1; $flagll6 = 1; $flagll7 = 1; foreach
$checkkey (sort (keys %omasses))

{if($checkkey >=114.09 && $checkkey < 114.12){$flagl14 = 2;}

if($checkkey >=115.09 && $checkkey < 115.12){$flag115 = 2;}

if($checkkey >=116.09 && $checkkey < 116.12){$flag116 = 2;}

if(Scheckkey >= 117.09 && $checkkey < 117.12){$flag117 = 2;}}

if($flagl14 == 1){Smasses{114} = 0;}

if($flagl15 == 1){Smasses{115} = 0;}

if($flagl16 == 1){$masses{116} = 0;}

if($flagll7 == 1){$masses{117} = 0;}

$mgfidentifier = "$precursormass\t$runid";foreach $printkey (sort(keys
%masses)){$mgfdata{Smgfidentifier}{$printkey}=$masses{$printkey};}%omasses=();$precur
sormass=();$runid=();$mgfidentifier=();}

#ITRAQ 8-plex

elsif($labeltype == 2){$flag113 = 1, $flag114 = 1; $flagl15 = 1; $flagl16 = 1; $flagll7 = 1;
$flag118 = 1; $flag119 = 1; $flag121 = 1, foreach $checkkey (sort (keys %masses))
{if($checkkey >=113.09 && $checkkey < 113.12){$flag113 = 2;}

if($checkkey >=114.09 && $checkkey < 114.12){$flag114 = 2;}

if(Scheckkey >= 115.09 && $checkkey < 115.12){$flag115 = 2;}

if(Scheckkey >=116.09 && $checkkey < 116.12){$flag116 = 2;}

if($checkkey >= 117.09 && $checkkey < 117.12){$flag117 = 2;}

if($checkkey >=118.09 && $checkkey < 118.12){$flag118 = 2;}

if(Scheckkey >=119.09 && $checkkey < 119.12){$flag119 = 2;}

if(Scheckkey >=121.10 && $checkkey < 121.14){$flag121 = 2;}}

if($flagl13 == 1){$masses{113} = 0;}

if($flaglld == 1){$masses{114} = 0;}

if($flagl15 == 1){Smasses{115} = 0;}

if($flagl16 == 1){Smasses{116} = 0;}

if($flagll7 == 1){Smasses{117} = 0;}

if($flagl18 == 1){$masses{118} = 0;}

if($flagl19 == 1){$masses{119} = 0;}

if($flagl2l == 1){$masses{121} = 0;}
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$mgfidentifier = "$precursormass\t$runid”; foreach $printkey (sort(keys
%masses)){$mgfdata{$Smgfidentifier}{$printkey}=$masses{$printkey};}%masses=();$prec
ursormass=();$runid=();$mgfidentifier=();}

# TMT 6-plex

elsif($labeltype == 3){$flag126 = 1; $flag127 = 1; $flag128 = 1; $flag129 = 1, $flag130 = 1;

$flag131 = 1; foreach $checkkey (sort (keys %masses))

{if($checkkey >= 126.05 && $checkkey < 126.26){$flag126 = 2;}

if(Scheckkey >= 127.05 && $checkkey < 127.26){$flag127 = 2;}

if(Scheckkey >= 128.05 && $checkkey < 128.26){$flag128 = 2;}

if($checkkey >= 129.05 && $checkkey < 129.26){$flag129 = 2;}

if($checkkey >= 130.05 && $checkkey < 130.26){$flag130 = 2;}

if($checkkey >= 131.05 && $checkkey < 131.26){$flag13l = 2;}}

if($flagl26 == 1){Smasses{126} = 0;}

if($flagl27 == 1){$masses{127} = 0;}

if($flagl28 == 1){$masses{128} = 0;}

if($flagl29 == 1){Smasses{129} = 0;}

if($flag130 == 1){$masses{130} = 0;}

if($flagl31l == 1){$masses{131} = 0;}

$mgfidentifier = "$precursormass\t$runid";foreach $printkey (sort(keys

%masses)){$mgfdata{Smgfidentifier}{$printkey}=$masses{$printkey};}%omasses=();$precur

sormass=();$runid=();$mgfidentifier=();}}}close MGFIN;}

elsif($inputfile =~ /\_MIPonly\.mgf$/ && $flag == 0){push(@mipfiles, $inputfile);}}

close DH;

print \nTEMP HASH CREATED. CHECKING M.I.P. FILES NOW...\n";

#i#HHHH#H GENERATE TMT ION HASH FROM TEMP FILE ##########

foreach $mipfile (@mipfiles){

$mipoutput = $mipfile;

$mipoutput =~ s/.mgf/_RESULTS.mgf/i;

%mipmasses=();

open(MIPINPUT, $mipfile)|| die "Cannot open MIP file $mipfile because $!.";
open(MIPOUT, ">$mipoutput™)|| die "Cannot open OUTPUT for MIP because $!.";
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while(<MIPINPUT>){if($_=~  /"PEPMASS\=(.*)\n/){$mipprecursormass =  $1;print
MIPOUT $_;}

elsif($_=~/MSMS\sJob\ Run\_Id\:\s(\d*)\n/gi){$miprunid=$1;print MIPOUT $_;}
elsif($_=~ /Mn$/){print MIPOUT $_;}

elsif($_=~

N\ N\DF)\t(\d*\\d*)\n/){$mipmzvalue=$1;$miparea=$2;$mipmasses{$mipmzvalue}=$mip
area; }

elsif($_ =~ /"END IONS/gi){

#ITRAQ 4-plex

if($labeltype == 1){$mipflagll4 = 1; $mipflagl15 = 1; $mipflagll6 = 1; $mipflagll? = 1;
$mipidentifier = "$mipprecursormass\tdmiprunid”;foreach $mipcheckkey (sort (keys

%mipmasses))

{if($mipcheckkey >= 114.09 && $mipcheckkey < 114.12){$mipflagll4 = 2;}
if($mipcheckkey >= 115.09 && $mipcheckkey < 115.12){$mipflagll5 = 2;}
if($mipcheckkey >= 116.09 && $mipcheckkey < 116.12){$mipflagll6 = 2;}
if($mipcheckkey >= 117.09 && $mipcheckkey < 117.12){$mipflagll? = 2;}}
if($mipflagl14 == 1){foreach $check114 (keys %{ $mgfdata{$Smipidentifier} })
{if($check114 >= 114 && $check114 < 115 && $mgfdata{$mipidentifier}{$check114}>0)
{$mipmasses{$check114}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check114};}}}

if($mipflagl15 == 1){foreach $check115( keys %{ $mgfdata{$mipidentifier} })
{if($check115 >= 115 && $check115 < 116 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check115}>0)
{$mipmasses{$check115}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check115};}}}

if($mipflagl16 == 1){foreach $check116 (keys %{ $mgfdata{$mipidentifier} })
{if($check116 >= 116 && $check116 < 117 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check116}>0)
{$mipmasses{$check116}= $mgfdata{Smipidentifier}{$check116};}}}

if($mipflagl17 == 1){foreach $check117 (keys %{ $mgfdata{$mipidentifier} })
{if($check117 >= 117 && $check117 < 118 && $mgfdata{$mipidentifier}{$check117}>0)
{$mipmasses{$check117}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check117};}}}

foreach $finalmass (sort{$a<=> $b}(keys %mipmasses)){print MIPOUT
"$finalmass\tsmipmasses{$finalmass}\n";}

print MIPOUT $_;%mipmasses=();}

#ITRAQ 8-plex
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elsif($labeltype == 2){$mipflagl13 = 1; $mipflagll4 = 1; $mipflagll5 = 1; $mipflagll6 = 1;
$mipflagll7 = 1;$mipflagll8 = 1;$mipflagll9 = 1;$mipflagl2l = 1;$mipidentifier =
"$mipprecursormass\tdmiprunid";foreach $mipcheckkey (sort (keys %mipmasses))
{if($mipcheckkey >=113.09 && $mipcheckkey < 113.12){$mipflagl13 = 2;}
if($mipcheckkey >= 114.09 && $mipcheckkey < 114.12){$mipflagll4 = 2;}
if($mipcheckkey >= 115.09 && $mipcheckkey < 115.12){$mipflagll5 = 2;}
if($mipcheckkey >= 116.09 && $mipcheckkey < 116.12){$mipflagll6 = 2;}
if($mipcheckkey >= 117.09 && $mipcheckkey < 117.12){$mipflagll7 = 2;}
if($mipcheckkey >= 118.09 && $mipcheckkey < 118.12){$mipflag118 = 2;}
if($mipcheckkey >=119.09 && $mipcheckkey < 119.12){$mipflagll9 = 2;}
if($mipcheckkey >=121.10 && $mipcheckkey < 121.14){$mipflagl2l = 2;}}
if($mipflag113 == 1){foreach $check113 (keys %{ $mgfdata{Smipidentifier} })
{if($check113 >= 113 && $check113 < 114 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check113}>0)
{$mipmasses{$check113}= $mgfdata{$Smipidentifier}{$check113};}}}

if($mipflagl14 == 1){foreach $check114( keys %{ $mgfdata{$Smipidentifier} })
{if($check114 >= 114 && $check114 < 115 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check114}>0)
{$mipmasses{$check114}= $mgfdata{Smipidentifier}{$check114};}}}

if($mipflagl15 == 1){foreach $check115 (keys %{ $mgfdata{$Smipidentifier} })
{if($check115 >= 115 && $check115 < 116 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check115}>0)
{$mipmasses{$check115}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check115};}}}

if($mipflagl16 == 1){foreach $check116 (keys %{ $mgfdata{$mipidentifier} })
{if($check116 >= 116 && $check116 < 117 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check116}>0)
{$mipmasses{$check116}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check116};}}}

if($mipflagl17 == 1){foreach $check117 (keys %{ $mgfdata{$Smipidentifier} })
{if($check117 >= 117 && $check117 < 118 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check117}>0)
{$mipmasses{$check117}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check117};}}}

if($mipflag118 == 1){foreach $check118 (keys %{ $mgfdata{$mipidentifier} })
{if($check118 >= 118 && $check118 < 119 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check118}>0)
{$mipmasses{$check118}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check118};}}}

if($mipflag119 == 1){foreach $check119 (keys %{ $mgfdata{$Smipidentifier} })
{if($check119 >= 119 && $check119 < 120 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check119}>0)
{$mipmasses{$check119}= $mgfdata{Smipidentifier}{$check119};}}}

if($mipflagl21 == 1){foreach $check121 (keys %{ $mgfdata{$Smipidentifier} })
{if($check121 >= 121 && $check121 < 122 && $mgfdata{$Smipidentifier}{$check121}>0)
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{$mipmasses{$check121}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check121};}}}

foreach $finalmass (sort{$a<=> $b}(keys %mipmasses)){print MIPOUT
"$finalmass\tbmipmasses{$finalmass}\n";}

print MIPOUT $_;%mipmasses=();}

# TMT 6-plex

elsif($labeltype == 3){$mipflag126 = 1; $mipflagl27 = 1; $mipflagl28 = 1; $mipflagl29 = 1,
$mipflagl30 = 1;$mipflagl3l = 1;$mipidentifier = "$mipprecursormass\t$miprunid"”;foreach
$mipcheckkey (sort (keys %omipmasses))

{if($mipcheckkey >= 126.05 && $mipcheckkey < 126.26){$mipflagl26 = 2;}
if($mipcheckkey >= 127.05 && $mipcheckkey < 127.26){$mipflagl27 = 2;}
if($mipcheckkey >= 128.05 && $mipcheckkey < 128.26){$mipflagl28 = 2;}
if($mipcheckkey >= 129.05 && $mipcheckkey < 129.26){$mipflagl29 = 2;}
if($mipcheckkey >= 130.05 && $mipcheckkey < 130.26){$mipflagl30 = 2;}
if($mipcheckkey >= 131.05 && $mipcheckkey < 131.26){$mipflagl3l = 2;}}
if($mipflagl26 == 1){foreach $check126 (keys %{ $mgfdata{$Smipidentifier} })
{if($check126 >= 126 && $check126 < 127 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check126}>0)
{$mipmasses{$check126}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check126};}}}

if($mipflagl27 == 1){foreach $check127( keys %{ $mgfdata{$Smipidentifier} })
{if($check127 >= 127 && $check127 < 128 && $mgfdata{$mipidentifier}{$check127}>0)
{$mipmasses{$check127}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check127};}}}

if($mipflag128 == 1){foreach $check128 (keys %{ $mgfdata{Smipidentifier} })
{if($check128 >= 128 && $check128 < 129 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check128}>0)
{$mipmasses{$check128}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check128};}}}

if($mipflag129 == 1){foreach $check129 (keys %{ $mgfdata{Smipidentifier} })
{if($check129 >= 129 && $check129 < 130 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check129}>0)
{$mipmasses{$check129}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check129};}}}

if($mipflag130 == 1){foreach $check130 (keys %{ $mgfdata{$mipidentifier} })
{if($check130 >= 130 && $check130 < 131 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check130}>0)
{$mipmasses{$check130}= $mgfdata{$mipidentifier}{$check130};}}}

if($mipflagl31 == 1){foreach $check131 (keys %{ $mgfdata{$mipidentifier} })
{if($check131 >= 131 && $check131 < 132 && $mgfdata{Smipidentifier}{$check131}>0)
{$mipmasses{$check131}= $mgfdata{$Smipidentifier}{$check131};}}}

foreach $finalmass (sort{$a<=> $b}(keys %mipmasses)){print MIPOUT

"$finalmass\tbmipmasses{$finalmass}\n";}
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print MIPOUT $_;%mipmasses=();}}
else{print MIPOUT $_;}}}

HitHH . CLOSE AND EXIT  #H#H#HHHHHHHHHHHH

print "\nScript completed. Press ENTER to exit....";

if(<STDIN>){exit;}

B T R R R R R

HHHHHHHH SUBROUTINES HHHHHHHHHHH

HH B

sub datestamp{($sec,$min,$hour,$day,$month,$yr19,@rest)=localtime(time);
@rest=$sec=$min=$hour;$year=$yr19+1900;$month++;if($day<10){$day="0".$day; }if($mon
th<10){$month="0".$month;}$date=$year.$month.$day;return $date;}

HH B R A
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