Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der MathematisciNaturwissenschaftlichen Fakultat

der ChristiarAlbrechtsUniversitat zu Kiel

|dentifizierung und Quantifizierung Metatharkierter
Peptide und Proteine mittels Matumterstitzter Laser

Desaption/lonisation Massenspektrometrie

vorgelegtvon
Barbara Gregorius,

Kiel 2015




Erster Gutachter: Prof. Dr. Andreas Tholey
Zweiter Gutachter Prof. Dr. ThisbeK. Lindhorst
Tag der mundlichen Prifung: 21.07.2015

Zum Druck genehmig 21.07.2015

Gez.Prof. Dr. Wolfgang J. DuschDekan




Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INNAISVEIZEICHNIS. ...t e e L.
AbKUrzungen und SYMDOIE. .........iiiiiii e ———— v
ZUSAMMENTASSUNG......ciiiiiiiiiiiiii v e e e e e e e e erenra s e e e e e e e e e e e aeeeeaneeaaaaaaaaaaeeees IX
EN 0111 = T OO PP PRPPP PP PPPPPPPPP Xl
O T 11Ty 0] o SRS PPSPPRR 1
0 R o (01 (=T0 1 g F= T g T 1 YA PSSP 1
.2 Quantitative ProteomanalySe............uuuuiuiiiiiiieeeiiiiiiiiiieieeeee e eeeeee e 5
.3 TreNNVEITANIeNL......uiiiiiieieee e 12
.3.1  2-dimensionale Gelelektrophorese.............ccoooiiiimmmni e 12
[.3.2  Chromatographische Trennverfahren............ccoouveiiiieeciiiiiiiiiiiiceeee 13
.4 Massenspektrometrie flr die ProteomanalySe..........ccccvvviiiieemiiiiiiiiiiieneeeeen, 15
.41  Sanfte lonisierungsverfanren............ooooiiiiiemr e 15
4.2 ANAIYSALOIEIL.......ciiiiiieeeiie e et e e e e e e e e e e e e aeeen s 20
R B B 1< (=] (0] £ =] o O PSP UPPP R TUPPPPPPPPP 25
[.4.4  PeptidfragmentierUng.............uuuueuiiiii i ereeies e e e e e e 26
.5  Quantifizierung mit bifunktiondén Chelatkomplexen..............cccceeeviiiiceennnnnne 29
1.5.1 ICP-MS UNA MEC AT ... eree e e e e 29
5.2 LanthaNOIOE......cccoi ittt 31
[.5.3  ChElatOreN.. ..o 33
.54 DOTA-MAIKIEIUNG......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiii ettt e e e e e e e e e e e e s amsr e e e e e e e aaeeaeaaaaanans 34
.6  Analyse von Proteaseaktivitaten mittels Massenspektrometrie..................... 37
Il. Problemstellung und ZielSetzung..........ccccoeieiiiiiiiecc e 40
. Material und MethOden...........ccvvviiiiiiiiiiieee e A2
0 R = (T - O PRRPPY” 922
1.2 SOTIWAIE ...t e e e e e mnnn e e e e e e e ann 42
1.3 METNOAEN. ... e 43




Inhaltsverzeichnis

[11.3.1 Amino-gerichtete Rrivatisierung der Modellpeptide..............cceeevviivvieeenn. 43
[11.3.2 Beladung der DOTAnarkierten Peptide mit Metallionen.........................44
[11.3.3 Isobared.abelingderModellpeptide...........ccccuvriiiiiiiiiiccciiiiiiiiiiieeeeeeeeee A4
[11.3.4 Proteinverdau und Markierung fur die qualitative Analyse......................: 44

[11.3.5 Proteinmischung fir die LMALDI MS/M S-Analyse (qualitative Analyse}5

[1.3.6 Proteinmischung fir die LMMALDI MS/MS-Analyse (quantitative

Analyse/ITRAQDOTA-VErgIEICh).......ccooiiiiiemme e 45
[11.3.7 MALDI MS -Probenvorbereitung............ccceeeeeieeeeceesiiiiiiee e eeeeveeeee 46
[11.3.8 Trennung mittels nantP-RP-HPLC.................ccoiiiviiieeee e 46
[11.3.9 Analyse mittels MALDITOF MS undMIS/MS ..........ooooiiiiiiiiiiiii i a7
[11.3.10  Proteinidentifizierung und Datenbanksuche..............cccccovvmeee e, 47
[11.3.11  EinzelSubstratProteaseASSAY.........ccevvvrruririiiiiiimmeeeeriiiire s e e e e e e e anenans 48
[11.3.12  Probenvorbereitung fur den MulfubstratProteaseAssay....................... 48
[11.3.13  Multi-SubStratProtEaSEASSAY. .. ...uuuuerriiiiiiiieeeee e ettt e e e e e e e e e s eeemees 49
[11.3.14  MALDI MS-Probenvorbereitung..........cccccovieiiiiiiieec e 50
[11.3.15  Trennung mittels NaRP-RP-HPLC ...........cooiiiiiiiiiiieee S50
[11.3.16  Analyse mitteldSMALDI -TOF MS und MS/MS........ccooviiiiiiiiiiiiiiiaee 50
[11.3.17  Proteinidentifizierung und Datenbanksuche..................cccee . 51
V. EFQEDNISSE. ...ttt ettt e e e e e e e e e e e rmne e e e e 52
V.1 Qualitative ANAIYSE..........oiiiiiiiiiie e ereer e e 52
IV.1.1 Signatzu-RauschVerhaltnisse (S/N)........ccoouuuiiiieiiiiiiiee e 56
IV.1.2 Fragmentierungsvbalten MetaHDOTA-markierter Peptide....................... 63
IV.1.3 Proteinidentifizierung mittels LGAALDI MS/MS-Analyse............cccccunn..... 74
V.2 Quantitative ANAlYB...........cuuuiiiiiiiiii e e e eenain e e s eeasnnn L O
IV.2.1 Relative Quantifizierung von Einzelpeptiden...............ccccovviiieeeiieeeeeeeennnnn, 78
IV.2.2 Relative Quantifizierung einesmroteirVerdaus.........ccccccceveeeeiiiiiiccceeeenn. 88
IV.3 Analyse von Proteaseaktivitdten mittels Massenspektrometrie..................... 94
IV.3.1 EinzelsubstratanalySe..............uuuuiiiiiiiceeiiiiiiee e rrrnis e e e e 96




Inhaltsverzeichnis

IV.3.2 MultisubstratanalySe..........ccooiiiiiiiiiiiiieee e 101

V. DISKUSSION ...ttt e e e e 106
V.1 QualitativVe ANAIYSE.......cooiiiiiie e eeeieeeeeeeee e 106
V.1.1  Signalzu-RausCRVErNAItNISSE..........ouiiiiiiiiiiiiiiiieee e 108
V.1.2 Fragmentierungsverhalten Metatlarkierter Peptide............cccccvvviiiiiennee. 111

V.1.3 Gemeinsamkeiten und Unterschiede im Fragmentierungsverhalten der-Amino

und Cysteimmarkierten PePltide...........uuuuuuiiiiii i e eeeeiae e e e e e e 119
V.1.4 Proteinidentifizierung mittels LBAALDI MS/MS-Analyse...........cccceen..... 121
V.1.5  ZusammenfasSUNG..........ciiiiiii e ceeeicis et eene e 122
V.2  Quantitative ANalYSE.........coovviiiiiiiii i errnr e e e e e e e 123
V.2.1 Relative Quantifizzrung von Einzelpeptiden................cvvvviiicccrveevevnnnnns 123
V.2.2 Relative Quantifizierung einesfroteinrVerdaus..............cccceeeeiiiisceccennnnnns 125
V.2.3  ZUSAMMENTASSUND.......ciiiiiiiiiiiiiiitieeeiiiibb e e e e e eeeses e e e e e e e eeeeeaaeeas 131
V.3 Analyse von Proteaseaktivitdten mittels Massenspektrometrie.................... 132
V.3.1 EinzelsubstratanalySe...........ccoooiiiiiiiicce e 133
V.3.2  MUltiSUDSIIatANGIYSE.......cooiiiiiiiiiii e e ereee b 134
V.3.3  ZUSAMMENTASSUND.......coiiiiiiiiiiiiiiiieeeiibib bbbt e e e s eeese e e e e e e eeeeaaaeeas 139
LiteraturverzeiChnis. ... ... e 140
Y 0] 0= L o PSP UPPPPPPPPPP 154
[ 4= T (1 T USRS 168
I F T a1 Y=o 11 Lo PSR 169
LEDENSIAUT ... 171
PUBIKATIONENL.....eeeeiieeeee e 173
Mitwirkung an PUblKatioNen.............uiiiii e e 173
Beitrage zu Kongressen und TagUNGEN.........c.uuuieieiiiiimemeeeiiiee e ee e e e venme e e 173




Abklrzungen und Symbole

Abktrzungen und Symbole

Abb. = Abbildung

AC = engl.:alternating current voltageNechselspannung

ACN = Acetonitril

AEBSF = 4-(2-Aminoethyl)benzensulfonylfluorid

AQUA = engl: absolute quantification of proteins

APCI = chemischdonisationbei Atmospharendruck

BSA = bovines Serumalbumin

bspw. = beispielsweise

bzw. = beziehungsweise

ca. = circa

CEM = engl.:channel electron multiplier

CHCA = engl.: U-cyanoe4-hydroxycinmmic acid U-Cyane4-hydroxyzimtsaure

CICCA = engl.: 4Chlor-a-cyanoe4-hydroxycinnamic acid 4-Chlor-U-Cyane4-
hydroxyzimtsaure

(k)Da = (Kilo-)Dalton

Cl = Chemische lonation

C.l = engl.:Confidential Intervalls

CICAT = cleavablasotope coded dffity tag

CID = engl.:collision induced decompositipkollisionsinduzierte
Dissoziation

DC = engl: direct current voltageGleichspannung

d.h. = das heil3t

DHB = engl.:dihydroxybenzoic acjdDihydroxybenzoeséaure

DMSO = Dimehylsulfoxid

DOTA = 1,47,10Tetraazacyclododekah4-7-10-tetraessigsaure

DPs = derivatisierte Peptide




Abklrzungen und Symbole

DTPAA = Diethylentetraaminpentaessigsaufehydrid
DTT = Dithiothreitol

ESI = engl.:electrospray ionisation

ECD = engl.:electron capture dissociation

El = ElektronenstB lonisation

EST = engl.;expressed sequence tag

ETD = engl.:electron transfer dissociation

FAB = engl: fast atom bombardement

FHWM = engl.full width at half maximum

FPs = freie Peptide

FT-ICR = Fouriertransformatiofionenzyklotronresonanz
FRET = engl.: fluorescent resonance energy transfer
(2D-)GE = (zweidimensionale) Gelelektrophorese

GD = engl.glow dischargeGlimmentladung

GluC = Endoprotease GIuC

HFBA = Heptafluorbuttersaure

HPLC = engl.:high performance liquid chromatograpghy

Hochleistungsfliissigchromatographie

HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl}1-piperazinyl}ethansulfonséure

IAA = engl.;iod acetic acid lodessigsaure

ICAT = engl.;isotope coded affinity tag

ICP = engl.:inductively coupled plasmdnduktiv gekoppeltes Plasma
ICPL = end.: isotopecoded protein label

I.D. = Innendurchmesser

IEF = iIsoelektrische Fokussierung

IEM = lonenemissionsmodell

IP = engl.:ion pair; lonenpaar




Abklrzungen und Symbole

IR-MALDI
IRMPD

IS

ISP

ISS

ISD

iTRAQ

KEV
kHz

LC
LDI-MS
LIT
LMG

MALDI

MCP
MDP
MeCAT
MMTS
Mq
MRT
MS
MS/MS
m/z

Na
Nd-YAG

NHS

Infrarot-MALDI

engl.:infrared multiphoton dissociation

interner Standard

interner Produkt Standard

interner Substratstandard

engl.:in source decay

engl.:isobaric tag for relative and absolute quantitation
Kalium

Kanalelektronenvervielfacher

kilo Hertz

engl.:liquid chromatograhy, Flussigkeitschromatographie
Laserdesorptions/lonisatiomdassenspektrometrie
engl.:linear ion trap

engl.:low mass gate

engl.: matrix-assisted lasedesoption/ionizatiorny Matrix-unterstitzte
Laser Desorptiomdnisaton

engl.:multi channel platgVielkanalplatte
Metall-beladenaind DOTA-derivatisierte Peptide
engl.:metalcoded affinity tagging
Methyl-Methanthiosulfonat

Megaohm

Magnetresonanztomographie
Massenspektromedy, engl.:mass spectrometriMassenspektrometer
Tandem Massenspektrometrie
Massezu-LadungsVerhaltnis

Natrium

Neodymdotierter YttriumAluminium-GranatLaser

N-Hydoxysuccinimid

Vi



Abklrzungen und Symbole

nm = Nanometer

ns = Nanosekunde

oa = engl.: orthogonatacceleration

PAGE = engl: polyacrylamide gel electrophoresis

pH = engl.:potential of hydrogen

PMF = Peptidmassenfingerprint

PMSF = Phenylmethansulfonylfluorid

ppm = engl.:parts per million

p-SCN-Bn- = engl.: 2-(4-isothiocyanatoberyz-)

PSD = engl.:post source decaynetastabiler Zerfall

PTM = posttranslationale Modifikation

RP = engl.:reversed phas@&Jmkehrphase

(IP-)RPC = engl.:(ion pair) reversed phase chromatograptilonenpaa)
Umkehrphasenchromatographie

RT = Raumtenperatur

SA = engl.:sinapic acid Sinapinséure

SC = engl.:sequence coverag8equenzabdeckung

SCN = Thiocyanat

SCX = engl.:strong cation exchangstarker Kationenaustausch

SDS = engl.:sodium dodecyl sulfat@&atriumdodecylsulfat

SEV = Sekundareleronen Vervielfacher

SILAC = engl.:stable isotope labeling by amino acids in cell culture

S/N = engl.:signatto-noise Sighatzu-RauschVerhéaltnis

Tab. = Tabelle

TCEP = Tris-(2-carboxyethyl)phosphine

TEAA = Triethylammoniumacetat

TEAB = Triethylammoniumbicarbonat

TFA = engl.:trifluoracetic acid Trifluoressigsaure

VI



Abklrzungen und Symbole

THAP
TI
TIS
T™T
TOF

TRIS

Trihydroxyacetophenon
Thermischdonisation

engl.:timed ion selector
engl.:tandem mass tag
engl.:time of flight Flugzeit
Tris(hydroxymethi)-aminomethan
unter anderem

Ultraviolet

vor allem

VIli



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Neben der Identifizierung aller Proteine eines Zustandes ist die quantitative Analyse
verschiedener Zustdnde zum Verstandnis biologischer Prozesse unumganglehwiseg
vorhandene quantitative Methoden der Proteomanalyse besszerifische Vor- und
Nachteile, sodass hier die Validierung vorhandener und die Entwicklung neuer Methoden von
immenserBedeutungst. Die Quantifizierung mitMeCAT (metatcoded affinitytagy bietet
insofern eine vielversprechende Alternative zu ganghethoden wie bpw. ICAT (isotope

coded affinity tags da hier sowohl differentielle Analysen mdglich sind, aber gleichzeitig
auch die absolute Quantifizierung der jeweiligeRroteine nitels ICRMS
(Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plaserd)lgen kann Die molekulare
Information Uber die Proteine bzw. Peptide von Interesse muss jedoch immer mit sanfteren

lonisationsartemvie ESI odeMALDI Massenspektrometrgewonnen werde

Aber auch gegenuber isobaren Methqdeie iTRAQ (isobaric tag for relative and absolute
guantitatior) oder TMT (tandem mass taysdie innerhalb der quantitativédfroteomanalyse
immer mehr an Bedeutung gewinnen, bietet die Quantifizierung mit MeCAgh dden
gro3en dynamischen Bereich d@uantifizierung ntitels ICRMS und dieMdglichkeit der
absoluten Quantifizierung ohne Herstellung aufwendiger interner Standdudteile

gegenuber den MS/MBasierten Methoden.

Im ersten Teil der Arbeit wurde diefelgreiche Identifizierung MetalDOTA-markierter
Peptide (Amine und Sulfhydrylgerichtete Markierung) fir einzelne Peptide sowie
komplexere Peptidmchungen mittels (LGMALDI MS und MS/MS gezeigt. Des Weiteren
fuhrte die Einfuhrung der MetaMarkierungin einigen Fallenzu deutlich héheren SIN
Verhaltnissender derivatisierten Peptide im Vergleich zu den underivatisieZeiem
wurden die in der MALDMS auftretenden Nebenprodukte der Ma&alDOTA-markierten
Peptide charakterisiert. Hier sind hauptdich Na/K-(Natrium/Kalium)}Addukte,
Abspaltungen von-CO, oder -CH,CO, (nicht aus den komplexierten Peptiden) und
Hydrolyseprodukténur nachDerivatisierung mitMaleinimido-DOTA) zu nennen. Es konnte
aulRerdem gezeigt werden, dass die Postt@mMetall-ChelatMarkierungeinen Einfluss auf
die Fragmentierung des markierten PeptidesSw@iohl fur dieAmino-gerichteteals auch fur
die Sufhydryl-gerichtete Modifikation konnten als Markierungspezifische lonen die
Immoniumionen des markierten Lysins sewiles Cysteins identifiziert werdeRir die

SulfhydrylgerichteteMarkierung konnten zwei weitere Signale Markierusgszifischen

IX



Zusammenfassung

lonen/ Reporterionen zugeordnet werdBiese konntenanhand der Fragmentspektren der
einfachen Unterscheidung zwischen unkiexten Cysteirreien Peptiden und markierten
Cysteinrhaltigen Peptiden dienerbagegen konnte fir die Amincterminale Markierung

keine Markierungsspezifischen Signale detektiert werden.

In der relativen Quantifizieruniyletall-DOTA-markierter Einzelpeple konnte ein linearer
dynamischer Bereich von bis zu>1érreicht werden und ein mittlerer relativer Fehler fiir
Verhdltnisse von 50:1 bis 0,5:1 unter 14%. Im Vergleich dazu konnte fUiTBIAQ-
Quantifizierung ein deutlich geringerer dynamischer Bereiod eine weniger genatge
Quantifizierungerzielt werden Auch die relative Quantifizierung einerRgoteinMischung
lieferte genauere Ergebnisse nach Ddisierung mit NHS-DOTA als nach iTRAQ
Derivatisierung, wofur auch hier das Phanomen derUnderestiméon vor allem der
extremeren  Verhdltnisse verantwortlich ist  Hinsichtlich der Anzahl der
Peptididentifizierungen und der Sequenzabdeckungen lieferte die iTRa&&lerung jedoch
bessere Ergebnisse. Die Amigerichtete DOTADerivatisierungbietet also fur gezielte
Fragestellungen, die eine genaue Quantifizierung extremer Verhaltnisse oder umfassende
Multiplexing-Kapazitaten erfordern, eine interessante Alternative zu bekannten Ansatzen.

Als applikatives Beispiel wurde die Amio-gerichtete Lanthamd-DOTA-Markierung zur
Quantifizierung des tryptischen Abbaus von Neurotensin sowie der Bildung der daraus
entstehenden Spaltprodukte verwendet. Hierfir wurde ein Ansatz entwickelt der eine
Proteolyse auf Basis der nativen, unmarkierten Substrate erlaubt undhasingagliche
Derivatisierung der entstandenen Produkte bzw. verbleibenden Substrate impliziert. Zur
Bestimmung der Substratkonzentrationen wurde ein Lutetnawkierter Substratstandard
und dazu analog ein Ytterbiumarkierter ProdukBtandarderzeugt So konnten unter
Verwendung 10 unterschiedlicher Lanthanoide die Rdtildung und der Substratabbau
ausgehend von acht unterschiehen Substratkonzentrationen simultan untersucht werden.
Zusatzlich konnten in einer komplexen Substratmischdiggaus eiem GluGVerdau einer

20 ProteinMischung erzeugt wurde, die zeitabhangige Bildung von 71 Produkten und der
Abbau von 50 Substraten mittels {IMIALDI MS und-MS/MS-Analyse bestimmwerden

Somit konnte die Kompatibilitdt der Methode mit dem IMALDI MS/MS-Arbeitsablauf
nachgewiesen werderDies ertffnet die Moglichkeit eimeganzen Reihe verschiedener
Aufgabenstellungen anhand entsprechender Pepliokhibken zu untersuchen Neben
verschiedenen Substratkonzentrationen kdnnten so auch Enzymvarianten oclgedens

Inhibitoren untersucht werden. Wahlt man entsprechende Substrate durch Anfertigung
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spezieller Peptidbibliothekekdnntebspw.auch der Einfissbenachbarter Aminosauren auf

die Enzymaktivitat untersucht werden
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Abstract

Abstract

Not only the identificatio of the expressed proteins but also the quantitative proteome
analysis of an organism, a cell or tissue is a prerequisite to understand biological processes.
The weltknown methods of quantitative proteome analysis are characterized by a number of
restrigions, advantages and disadvantages. Therefore the validation of contemporary methods
and development of new sophisticated methods retain great imporfdechleCAT Mmetat

coded affinity tags approach offers a promising alternative compared to-egtdlttished
methods like ICAT (isotopeoded protein labeBs it impossibles simultaneously the relative
guantification of proteins by molecular MS (mass spectromebyj also the absolute
guantification of the corresponding proteins by KB (inductively oupled plasma mass
spectrometry). The molecular peptide/protein information however has to be gained by soft
ionization methods like ES[electrospray ionizatioh or MALDI MS (matrixassisted laser
desorption/ionization mass spectrometri)so comparedo isobaric methods like iTRAQ
(isobaric tag for relative and absolute quantification) or TMT (tandem mass tags), which are
gaining more and more importance in quantitative proteomics, the Mefi&hiod offers

certain adentages, concerning high dynamic ganin ICRMS based quantification and
straightforward absolute quantification

In the first part of this work the successful identificationnoétalDOTA labeledsingle
peptides or digest derived peptide mixtureqlb@-)MALDI MS and M3MS was showrfor
bath aminaedirected and sulfhydrydirectedlabeling Furthermore the introduction of the
metal label led in a number of cases to significantly increased dmnalse (S/N)ratios of

the derivatized peptides compared to the underivatized counterpanitingesh improved
sensitivity. Occuring sid@roducts were characterized as Na#ducts or loss 6CO, and-
CH,CO;, (not concerning metan loaded peptides). In some cases hydrolysis of DOTA
peptides labeled at cysteinesyas assumedecause of abumdt +18 Daadduct formation
and confirmed by fragmentation behavioliiwas also shown, that the presencehef labels
did alter the tandem mass spectrometric (MS/MS) behaviour regarding the sequence specific
&, b-, and yion series, in dependence ottlabel position within the peptide sequence. For
cysteinederivatized peptides several latsplecific, so called reporter ions and the
characteristic immonium ion of the labeled -cysteimesre identified, enabling a
straightforward differentiation of fragemt spectra between cysteifilee and cysteine
peptides. For amindirected labeling the immonium ioof Uaminclabded lysine was
clearly identified, but no other labspecific ionswveredetected.
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Abstract

The relative quantification of metah loaded DOTAderivatized single peptides delivered an
extended dynamic range up to three orders of magnitude radveaage relative error of
<14% for ratios ranging from 50:1 to 0.5:1. In comparison iTR&@ntification of single
peptides was less accurate and deliverechase restricted dynamic rang&urthermore
relative quantification of frotein mixtue the aminadirected DOTA labeling approach
delivered more accurate ralis compared to iTRAQ; mostkily also due to underestimation

of the more extreme ratios in iTRAquantification. Regarding qualitative results, with
iTRAQ quantificaton a significant higher number of peptide identificas and higher
sequence coveragegere achieved. Therefore our rdw&i clearly showthat metalDOTA
labding offers as alternatestagging strategy certain advantages interesting for targeted issues
e.g. an extended dynamic range, high multiplexing capacities and the accurate determination

of extreme ratios.

Exemplarily aminedirected DOTAIlabding was used to quantify tryptic degiation of the
peptide neurotensin and to determine the product concentnatioh was formed during the
proteolysis. In order to monitor tryptic activity starting with native substrates our approach
included a quenching step followed by the derivatraprocedure. To determine substrate
concentration, Lutetium labeled internal standard was generated and analogously an ytterbium
labeled product standard. Using 10 different lantides simultaneous product formation and
substrate consumption startingorin 8 different substrate concentrations were analyzed in
parallel. Additionally the timelependent behaviour of 71 different products and 50 substrates
was analyzed in a cortgx substrate environment deriving from udigest of 20 proteins.

The compatibity of the method with the LAMALDI MS/MS workflow was therefore also
demonstrated. These results offer the future perspective for the monitoring of protease
activities with a wide range of biochemical and biotechnological issues. Not onlyeafiffer
substate could be analyzed in parallel, but also enzyme variartiitors or, choosing

appropriate peptide libraries, the influence of neighbouring amino acids on enzyme activity.
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Einleitung

I.  Einleitung

[.1 Proteomanalyse

Wahrend sich dieklassischeProteinanalytik im Algemeinen mit der Bestimmung von
Primdr bis hin zur Quartarstruktur, sowienit Proteinaktivititen befasst, ist in der
Proteomanalyse oder Proteomik, die Gesamtheit aller Praggine Zelle, eines Organismus
oder eines Gewebes unter genau definierteningadgen derUntersuchungsgegenstand
(Wasingeret al. 1995)

In diesem Sinne wurde 1994 von Marc Wilkins auf dem Kondr2BsElectrophores: from
protein maps to genoniesn Siena derBegriff Proteom eingefiilit i mit dem genauen
Wortlaut: "Proteome the PROTEIn complenent expressed by a geME, cell or tissue,"

was Ubersetztheild: "Proteom: das PROTEinkomplement, das vom GenOM einer Zelle oder
eines Gewebes exprimiert'igMarc Wilkins, September 5, 1994

Im Gegensatz zum Proteom handelt es sich beim Genom um mhehweniger statische
Baupléane, deren Wirkung erst Uber Proteine vermittelt werden muss. Zur ldentifizierung
einzelner fur Krankheit, Wachstum oder Anpassung verantwortliche Proteine ist somit die
genaue Analyse der Proteinzusammensetzung einer Zelleo®ardgedeutung, diespw.in
Abhangigkeit von Umwelteinflissen oder dem biologischen Zustand vakMitirenddie
Anzahl der Protewkodierenden Gene des humanen Genoms nur auf2c&0@geschati

wird, konnen aus diesen Genen unter Bericksichtigungrnaliven SpleiRens und
posttranslationaler Modifikationen bis zu 500 000 unterschiedliche Proteine eni&tehea

& Salzberg 2010; Anderson & Anderson 1998)e Proteomanalyse hat es sich zur Aufgabe
gemacht auslieser Vielzahl vorProteinen die Risenz oder das Fehlen einzelner Proteine,
ihre Kopienanzahl oder eventuelle Modifikationen zu untersu¢diehe Abbildung 1)1

Um aus den komplexen Proteinmischungen Informationen zu einzelnen Proteinen gewinnen
zu koénnen, macht sich die Proteomanalysen einen verschiedene chromatographische
(bspw. RP Reversed PhajeChromatographie) oder elektrophoretische Methoden (bspw.
Gelelektrophorese, Kapillarelektrophorese und IEBoelektrische Fokussieru))g der
Proteintrennung zunutze. Zum anderen mussassanspektrometrische Verfahremr
Proteinquantifizierung und dentifizierung herangezogen werden. Zur Analyse der
anfallenden enormematenmengen mussen schliel3lich bioinformatische Methoden zum

Einsatz kommendie einen immer grol3eren Stellenweasinnetmen Der medimische

1



Einleitung

Nutzen, bzw. dsZiel der Proteomikist die Rolle der Proteine in biologischen Prozessen so
weit aufzuklaren, dassanzelneProteinemit Krankheiten korreliert werden kénnebadurch
konnen sie als diagnostische Marker und schlieBlicauch als Angriffspunkte fur
Medikamente dienen. Somit ist auch eine tiefere Einsicht in die Mechanismen bzw. zellularen

Reaktionsketten, in die Proteine involviert sind, notwendig.

Prasenz/Fehlen

Kopienanzahl \ /

Aufgabenstellungen
,@\\ - der Proteomanalyse
£

\‘ 49 /’\ \

Topologische Verteilung Phosphoryliorung @

&

Posttranslationale Modifikationen

Abb. 1.1: Ausgewahlte Frageellungnder Proteomanalyse

Prinzipiell ist der Arbeitsablauf der Proteomanalyse in drei Schritte gegliedert: die
Probenvorbereitung, die massenspektrometrische Analyse und die darauffolgende
Datenauswertung(siehe Abbildung 1.2). Die Probenvorbereitungbeginnt mit der
Probenentnahme spw. aus Zd#kultur oder einen Gewebe. Darauf folgt die
Proteingewinnungbzw. Proteinextraktion, die in Abhangigkeit von der Art des zu
untersuchenden (SyProteoms variieren kan#zur Extraktion des Membranproteomsplv.
konnen Detergenzien ben6tigt wen (Churchwardet al. 2005) wahrenddie Subproteome
verschiedeer Organellen durch differentielle Zentrifuiget voneinander getrennt werden
(Caseyet al. 2007) Nach der Proteinextraktion erfolgt dann eine Trennung der Probe auf

Protein oder Peptidebene mitilfe der Chomatographie, Gelektrophorese oder
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Isoelektrischer Fokussierungpie Methoden werdemm Kapitel 1.3 Trennverfahren naher
erlautert) Nun wird grurdlegend unterschieden ob es sich bei der inviEssenspektrometer
(MS) eingefuhrtenProbe um Proteine oder Peptide handelt. Erfolgt miehfolgende
massenspektrometrische Analyse auf Ebene der intakten Proézieiehnet man sie asp-
downAnsatz. Fur die Bestimmung der Proteinmassen werden hier hochauflésende
Massenspektrometer  wie  OrbitréS  oder FFICR  (Fouriertransformation
lonenzyklotronresonanzGeréate bendtigitBondarenkeet al. 2009; Bogdanov & Smith 2005)

Im Anschluss daran kann eine Fragmmenung der Proteine durcBECD/ETD (electron
capture dissociation/ electron transfer dissociajioder MALDI-ISD (matrix-assisted laser
desorgion/ionizationin source decayerfolgen(Reid & McLuckey 2002; Kevin Demeure
2007) wobei hier keine automatisierte Datenbanksuche verfligbar ist und die Auswertung
Uber de noveSequenzierungHorn et al. 2000; Hornet al. 2000) oder die expressed
sequencdéag-Methode (EST) (Mgrtz et al 1996)erfolgt. Die Vorteile desop-downAnsatze
liegen Ispw. in der Identifizierung von SpleiRvamnten und posttranslationalen
Modifikationen (Sze et al. 2002) die Nachteile in der geringeren Sensitivitat und

Automatisierbarkeit.

Im Gegensatz dazu werden die Proteine ilottomup Ansatz vor der
massenspektrometrischen Analyse einer Proteolyse, meist mit einer spezifisckaaePnoe
Trypsin, unterzogenDie dabei entstandendPeptidewerdenweiter untersuchfAebersold &
Mann 2003; Chait 2006Beim klassischen Ansatz, wie deMF (peptide mas§ingerprint)-
Analyse werden die Proteine vor dem Verdau meist rdain#nsionaler Gelektrophorese
getrennt und dann aus dem Gel verdMkerden die Proteine bereits vor der Trennung
verdaut, so spricht mmavon einem ShotguAnsatz (Washburnet al. 2001; Wolterset al.
2001) Die Peptide werden meist nubllision-induced dssociation(CID = collision-induced
dissociatior) fragmentiert Die Fragmentpektren dienen dann zur Identifizierung der
Proteine. Die Datenauswertung erfolgt hierbei meist vlaatisch mit Datenbanken wie
Mascot (Perkinset al. 1999) oder SequesfEng et al. 1994) Die ShotguAMethode bietet
einerseits die Wrteile einer hoheren Sensit&t unddass eine Trennung der Peptide in der
Umkehrpghasenchromatographie mit hoher Auflésung moglich isuf3erdem sind

verschiedene andere Trennmodi fur Peptide verfigbar und gut eté@Bliartet al. 2005)
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Abb. 1.2 Arbeitsablauf der Protecamalyse Je nach Art der ins Massenspektrometer injizierten

Probe unterscheidet man zwischieottan-up-Analyse (links), die von Peptiden ausgeht uopg

downAnalyse (echtg, die auf Ebene der intakten Proteine erfolgt.
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Auch durch die gute Automatisierti@it der Datenauswertung und die groRe Auswahl an
Software und Suchmaschinen haben $ictiomup-Ansatze immer mehr durchgesetzt. Als
Nachteile sind zu nennen, dass bei dettomup Analyse keine Informationen Uber
SpleilRvarianten von Proteinen zuganglisind und labile Modifikationen haufig verloren
gehen. AuRerdem werden haufig niedrig abundante Peptide bei der Analyse der
hochkomplexen Proben nicht erfa@Bicotti et al.2007; Picottiet al.2009)

[.2 Quantitative Proteomanalyse

Fir viele Fragestellungen reicht die reine Identifizierumiche Proteine zu einem gegebenen
Zeitpunkt innerhalb einer Zelle exprimiert sind nicht aus. Zusatzlich zur qualitativen Analyse,
die das Ziel hat mdglichst alle Proteine eines bestimmten Zustandes zu erfassen, miussen
guantitative Methoden herangezogen aegr, die Bpw. Informationen dartber liefern ob ein
Protein unter bestimmten Bedingungen in verminderter oder erh6hter Kopienzahl vorliegt.
Der dynamische Bereiafer Proteinkonzentrationen einer Zaiehier sehr groR fiir wenig
komplexe Zellen wie He&zellen bis zu 10fiir menschliche Zellen jedoch bis zu®1thd fir
Plasma 1¥ GroRenordnungerfCorthds et al.2000; Anderson & Anderson 1998; Ghet al.

2005) sodass leistungsfahigaennMethoden bendtigt weesh oder eine Abreicherung der
hochabundanten Proteine notwendig@nz allgemein unterscheidet man zwischen relativer
bzw. differentieller Quantifizierung, die immer zwei unterschiedliche Zustadnde miteinander
vergleicht und der absoluten Quantifizierudig zur Bestimmung der Kopienzahl oder Menge
bestimmterProteine in einer Zelle dient. Aufgrund unterschiedlicher lonisationseffizienzen
undbder Detektierbarkeit devielen Peptide einer Probe igsie massenspektromésche
Analysean sich nicht quantitev, d.h. die Peakintensitét spiegelt niclitekt die Menge eines
Analyten in einer Prob@m Vergleich zu einem anderen Analytemjeder Somit ist eine
direkte absolute Quantifizierungicht moglich Als interne Standardsiissendarum bspw.
synthetischemit stabilenlsotopen markiertePeptide verwendetverden Diese werderin

genau bekannten Konzentrationeder zu analysierende Probe zugegeben, denn die
Unterschiede in den Peakintensitaten desselben Analyten in verschiedenen Proben spiegeln
genau digelativenKonzentrationsunterschiede wir. Diesg als AQUAMethode ébsolute
guantification of proteins bezeichnet Methode erlaubt zwar auch die Quantifizierung
posttrankationaler Modifikationen (PTM), ist abersehr kostenintensiv und somauf die
Analyse weniger Proteine beschraieerter et al. 2003). Eine weitere, sehr gebrauchliche
aber ebenfalls kosten und zeitintensive relative Quantifizierungsmethode stellt die

Markierung der Proben mit stabilen Isotopen dar
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Abb. 1.3 Schematischer Arbeitsablauf zur relativen Quantifizierung unterschiedlicher

ProteomprobenDie Anzahl der erh#lichen Derivatisierungsreagenzien bestimmt wiele Proben
gleichzeitig untersucht werden kdnnen. Sind vier unterschiedliche Reagenzien verfligbar kénnen
jedoch lspw. auch biologische oder technische Replikate von zwei unterschiedlichen Zustanden

analysiet werden.

Diese ermdglichteine Unterscheidung identischer Proteine aus unterschiedlichen Proben,
sodass eine gemaiame MSAnalyse erfolgen kanrDie Markierung mit stabilen Isotopen
kann dabei metabolisch, chemisch oder enzymatisch erfolg@r schemasche
Arbeitsablauf zur relativen Quantifizierung unterschiedlicher Proteomproben ist exemplarisch

fur die chemische DerivatisierungAbbildung 1.3dargestellt.

Eine Ubersicht (berausgewéhlte Methoden zur metabolischen, chemischen oder
enzymatischen Bfuhrung stabiler Isotopebietet Tabelle 1.1, die Strukturen der

dazugehdrigen Derivatisierungsreagenzien sinibbildungl.4 dargestellt
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Zur enzymatischen Markierung der Proteine macht man sich zunutze, dass Bpaltieng

der Peptidbindungformal ein (oder 2) Wassermolekileaddiert werden. Durchdie
Verwendung von schwerelWasser (H'°0) wird in denCarboxyterminusdes beim Verdau
entstehenden Peptidssd Sauerstoffisotop®0 eingefiihrt(Schnolze et al. 1996). Dadurch
entstehen Peptide die um 2, bzw. 4 Da schwerer sind als die Referenzprobe, deren Verdau in
unmarkertemWasser durchgefuihrt wird. Dieser Ansatz ist auf den Vergleich zweier Proben
beschrankt.

Die Einfuhrungvon ICAT (isotopecoded affinity tay 1999 durch die Arbeitsgrupp@ygi

war ein wichtiger Meilenstein fur die Weiterentwicklung der chemisahe
MarkierungsstrategienDas ICAT-Reagenzwurde in einer schweren und leichten Form
entwickelt und besitzt neben einer Cysteaktiven Gruppe einen Biottag zur
Affinitatsaufreinigung (Gygi et al. 1999) Danach wurden bspw. isobare
Markierungsverfahrewie iTRAQ (isobaric tag for relative and absolute quantitatif{Ross

et al. 2004) oder TMT (tandem mass tayigThompsonet al. 2003) entwickelt. Bei beiden
Methoden erfolgt irmeistenseine Amingerichtete Derivatisierung auf Peptidebene. Wie in
Abbildung 1.3 gezeigt werden die unterschiedlichen Zustdnde/Proben mit einem der
unterschiedlichen Reagenzien markiempwi fir iTRAQ bis zWB verschiedenéPottiezet al.
2012)erhaltlich sind und fir TMbis zu10 verschiedenéMcAlister et al. 2012; Werneet

al. 2014) Die unterschiedlichen Massen der Reportergruppen werden durch die
Balancergruppen, die sich nach Derivatisierung zwischen Peptid und Reporter befinden,
ausgeglichen Somit entstehenisobare Peptide (Abbildung 1.4) Die unterschiedlichen
markiertenProben kénnen dann vereinigt werden, chromatographisch getrennt und der MS
Analyse unterzogen werden. Erst in der MS/M&lyse werden die Reportergpgn (und

auch die Balancergruppeabgespalten und die Flachen der Reporterionenpeaks zur

Quantifizierungmiteinander verglichen werden.

Als weitere chemische Markierungsmethodamd bspw. ICPL (isotopecodedprotein labe)

und cICAT zu nenen(Schmidtet al. 2005; Hansemt al.2003) Im cleavablel CAT-Reagenz
(cICAT) ist einesaurspaltbare Gruppe vorham, sodass nach gemeinsamer Aufreinigung
der differentiell ~markierten Proben der Biotin-tag zur Erleichterung der
massenspektrometrischen Identifizieraiggespalten werden kafidanseret al. 2003) Eine
Alternative dazu, besteht in der Verwendung eines Festplad@nReagenzZhou et al.
2002) Beim FestphaselCAT sind zwei unterschiedlichieadsverfigbar,an die entweder

die leichte oder die schwere Form des Derivatisierungsreagenz gekoppelt ist. Nach
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Derivatisierung mit den Cysin-haltigen Peptiden kdnnen die nicht Cystbaltigen Peptide
durch Waschen debeads entfernt werden. Da zwischebeads und Isotoperiag eine
photospaltbare Gruppe sitzt, kdnnen die derivatisierten Peptide durch Bestrahlung abgespalten

und daraufhin mesenspektrometrisch analysiert werden.

(A) Labeling (B) MS-Analyse
Reaktive Peptid X

Isobarer Tag (m = 145 Da) Gruppe rw
s Y

r.
4 @chOoO
31 ||\-

+
115  + 30 7" =ms/ms
] m/z
116  + 29 1 Spaltstellen
17  + 28 - l

H
. @
— Peptid & ys/ms
(o} + s o

Peptid ol

/\)k 6 | | >
q:Ot o’ T™T 114 115 116 117 m/z

Quantifizierung
Abb. 1.4 Schematische Darstellung der iTRAQuantifizierungsstrategie. (A) Die

Derivatisierung erfolgt durchReaktion der primdren Amine der Peptide mit dem NB&
Hydoxysuccinimid-Ester der Proteineaktiven Grupp. (B) Da es sich bei den differentiell markierten
Peptidenum isobare Peptide handelt, basiert die relative Quantifizierung auf den Peakflachen der
Repaterionen aus der MS/M8nalyse.

Wie auch bei ICAT und E@AT handelt es sich belCPL um eine nichtisolre
MarkierungsstrategieDie reaktive Gruppestellt hierein NHSEster dar, sodass die Amino

Termini und 3Aminogruppe delLysin-Seitenkettemarkiert werdenSchmidtet al. 2005)

Hinsichtlich der metabolischen Markierung ist als erstes grol3es Projekt die Markierung
ganzeHefeZ el | en von Bri an COddetabl999)RAuch gigpPeotemal n e n n
von Saugetierorganismen wurden durch das Futttrmarkierter Nahrung demmetabolic

protein labelingunterzogenWu et al. 2004) Eine Weiterentwicklunglieser Technikstellt

die SILAC-Methode(stable isotope labeling by/with amino acids in cell culfudar, wobei

Zellen dadurch markiert werden, dass sie in Zellkultur auf Andim@n kultiviert werden, die

leichte oder schwere Isotope enthali@mget al.2002)
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Alle im Text beschriebenerrelativen Quantifizierungsmethoden sind iifabelle 1.1

aufgelistetund eingeordneDie Strukturen der dazugehorigen Reagenzienisifbbildung

1.5aufgeflhrt.

Tab. 1.1 Reagenzien zur Einfihrung stabiler Isotope.
Name Reagenz %eaktive Mod. funk. Referenz Einordnung MS MS/IMS
ruppe Gruppe
Isotope-coded affinity ICAT lod- Thiole Gygi 1999 chemisch, X
tags acetamid nicht isobar
Cleavable Isotope- cICAT lod- Thiole  Hansen 2003 chemisch, X
coded affinity tags acetamid
nicht isobar
Solid phase isotope  Solid phase lod- Thiole Zhou 2002 chemisch, X
tagging ICAT acetamid nicht isobar
Isobaric-tags for iTRAQ NHS-Ester Amine Ross 2004 chemisch, X
relative and absolute isobar
quantitation
Tandem mass tags T™MT NHS-Ester Amine Thompson chemisch, X
2003 isobar
Isotope-coded protein ICPL NHS-Ester Amine Schmidt 2005 chemisch, X
label nicht isobar
(Metal) Element-coded  (M)ECAT Brom- Thiole Whetstone chemisch, X
affinity tags acetamid 2004 nicht isobar
Proteolytic **O-labeling H.'*0 C- Schnolzer  enzymatisch, X
Termini 1996 nicht isobar
*N-labeling *N-Medium N- 0da 1999  metabolisch, X
Atome nicht isobar
Stable isotope labeling  Markierte Ong 2002 metabolisch, X
for amino acids in cell Amino- nicht isobar
culture (SILAC) sauren
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Abb. 1.5 StrukturausgewahlteReagenzien zur Einfliihrung stabiler Isotope

Eine Sonderstellungimmt die MeCATFMethode(metalcodedaffinity tag9 ein. Es handelt

sich hierbei zwar um eine chemische Markierung, jedoch werden die Proben nicht mittels
stabiler Isotope differentiell markiersondern tGber bestimmitdetallionen,die bspw. Gber
Chelatoren an die Analyten gebundeerden (Abbildung 1.6) Zum anderen nimmt die
MeCAT-Methode auch deshalb eine Sonderstellung ein, da sie mit der Element
Massenspektrometrie kombinierbar. iBlies erlabt eine absolute Quantifizierung des am
MeCAT-ReagenzmebundeneMetallions das wiederunan dasPeptid oder Protein gekoppelt
ist(Whetstoneet al.2004; Ahrend®t al.2007)

Erstmalig wurde die Verwendung eines MeGR€agenz zur absoluten und relativen Peptid
Proteinquantifizierung mit Hilfe der ICKinductively coupled plasmaS und ESI
(electrospray ionizationMS bei Ahendset al. 2007 beschriebeAhrendset al. 2007) Die
Kalibrierung de ICP-MS erfolgt dabei mit Hilfe von Protein bzw. Peptidunabhangigen
Metall(ionen)standardsDadurch wirddie Methode wesentlicher flexibler gegenibspw.
der AQUA-Methode. Des Weiteren bietet die Quantifizierung ibed@RMS die Vorteile
einer sehr geringen Nachweisgrerfide Lanthanoide bis in den pefereich (<0,1-1 ng/l)
(Tholey & Schauml6ffel 2010)nd eina linearen dynamischen Messbereich Vg zu 12
GrofRenordnungen (Thermo Finnigan 2005; Ahrendset al. 2007) Auch die

Multiplexingkapazitaten sind bei Verwendung von Lanthanoiden vergleichsweise hoch.

10
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(A) Chelator Spacer reaktive + Peptid
Gruppe

Maleinimid: —»  Sulfhydryl-Labeling

H
0 R= N—__
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Ol \-’ / ¥< Lysin-)Labeling
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Quantifizierung Identifizierung
Abb. 1.6: (A) Quantifizierungsstrategie voMeCAT mittels molekularer Massenspektrometrie.

Peptidnarkierungstrategie.(B) Vorlauferionenbasierte Quantifizierung wahrend der M8alyse
und Erzeugung von Fragmentspektren zur Identifizierung.

In Abbildung 1.7 ist dargesttt wie die MeCAT-Methode innerhalb der anderen
Quantifizierungsstrategien einzuordnen ist.
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/ Markierung mittels stabiler Isotope \

Reporterionen-basierte Quantifizierung
(MSMS-basierte Quantifizierung)

Isobare
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Nichtisobare
Markierung

Enzymatische
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180

\Metall-Markierung/ \ /

Abb. 1.7. Einordnung der MeCATuantifizierung innerhalb der gangigsten

Quantifizierungsstrategien.

.3 Trennverfahren

1.3.1 2-dimensionale Geléektrophorese

Eines der leimingsstarksten Verfahren zur Trennung von Proteinen stellt-diménsiole
Polyacylamid-Gelelektrophorese (2PAGE) dar, die 1975zeitgleich von Colin und
O6Farel I[twerdef WO Elae Ir el | 9759 Oieb 2D-Gedelektrephorede wurde
weiterentwickelt und optimiertso dass heutzutage eine Auflésung von bis zu 10000
Proteinen moglich is{Galevaet al. 2003) Hierbei wird in der ersten Dimension eine
isoelektrische Fokussieng verwendet Die Proteinewandern entsprechend ihrer Netto
Ladung in einem pkGradienten an dem ein elektrisches Feld angé&efAbbildung 1.8 A)

Die NetteLadung ergibt sich aus den geladenen Aminosaureresten, demi€arboxyund
Amino-Terminusund ist abhangig vomH-Wert. Der pHWert an dem die Nettoladung null
ist, d.h. gleich viele Sauregruppen negativ geladen sind wie Aminogruppen ,pesiials
isoelektrischer Punkt bezeichnet. An diesem Punkt wandern die Proteine nicht mehr und
werden smit fokussiert.Durch die Entwicklung der immobilisierten p8Bradienten wurde

12
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die Reproduzierbarkeit dieser Technik erheblich ert{@urbettet al. 1994; Gorget al.
2004) In der zweiten Dimension erfolgt die Trennung naeh Eroteinlange (Grof3eDie
nach ihrem isoelektrischen Punkt getrennten Proteieelen einer SD$sodium dodecyl
sulfate-PAGE unterzogenHierbei wandern die kleineren Proteine schneller dulas als
Molekularsieb wirkendd?olyacrylamidGel als die gro3eRroteine(Abbildung 1.8 C) Ein
Nachteil der Methode besteht darin, dake komplette Analyseém wassrigen Milieu
stattfindet Membranproteindzw. hydrophobe Proteinkdnnennicht oder nur schwer erfasst
werden. DesWeiteren kénnen hochabdante Proteinspots trotz hoh&rennleistung die
niedrig abundanteren Uberlagern und damit deren Identifizierung erschwererlevder

Quantifizierungsogarverhindern. Auch die Trennung besonders basischer Proteine ist eher

ineffizient.
(A) basisch sauer (C)
P BF £ g9y SFS@
0 *) [ | ( 0 oo
+ (-) hohes M,,
basisch sauer
oK v4
. - -l
/_/SH : a .‘-. _-.-.
+ HO SHHS HSSH . k p -’" - I’...‘ -
p-Mercaptoethanol 4— s % T e
¥
v . .
* L]
N -
Natriumdodecylsulfat
(*)  niedriges M,
Abb. 1.8 2D-Gelelektrophorese(A) Isoelektriscle Fokussierung der Proteine in der ersten

Dimension.(B) Aquilibrierung vor der zweiten Dimensiomisulfidbriicken werden reduziert und
bsow. mit Hilfe von lodacetamid alkyliert(C) Die zweite Dimension stellt die SBFRAGE dar. Die
Proteine werden nach rigr Gréf3e aufgetrennt, wobei die kleineren Moleklle schneller durch die

Poren des Gels wandern.

[.3.2 Chromatographische Trennverfahren

Im Gegensatz zur 2B elelektrophorese stellte sich die chromatographische Trennung bzw.

die Kombination verschiedener chromgtaphischer Trennmodi als geeignet zur Analyse
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sowohl léslicher als auch Membranproteine darHaufig komnt zur Trennung von
Vollproteomeneine Kombinatio von KationerAustauschChromatographies{rong cation
exchangeSCX) und Umkehrphasettdochleistungsatomatographie RP-HPLC) (Gilar et al.
2005) oder genauerlonenpaatUmkehrphasenchromatographi’-RP) (Molnar & Horvath
1977)zum EinsatzWahrend sich die SCX elektrostatische Interaktionen der Proteine (oder
Peptide) zunutze macht, sind bei der-IRPLC hydrophobe Wechselaingen mit der
stationaren Phase das zugrunde liegende Trennpribaipch den Einsatz zuséatzlicher
Reagenzierwie TFA (trifluoracetic acid oder HFBA (Heptafluorbuttersaujewerden die
hydrophoben Wechselwirkungen zusatzlich mit elektrostatiscWMé#echselvirkungen
kombiniert Dies wird demzufolge alslonenpaatUmkehrphasenchromatograph{é®-RP)
bezeichne{Chenet al. 1993; Melandeet al. 1989) Die Wechselwirkungen zwischen Peptid

und stationarer Phase bei den usthredlichen Trennmodi sind Abbildung 1.9 dargestellt

(A) (B) (C)
! T ONH

— &

pooeelii (°)

g

peeal )

s

- @

peooalil (B

e ®

P COOH

. elektrostatische Wechselwirkungen hydrophobe Wechselwirkungen
Abb. 1.9 Chromatographische Trennverfahren zur Proteomanalyse: lonenaustausstrdomyv.

cationexchange Chromatographie (A), Revers&hase Chromatographie (B) und lonenpaar
ReverseePhase Chnmatographie (C).

Die im Folgenden genannteantwicklungen fiihrten zu einéferbesserungler Auflosung
und Trenneffizienzen der chromatographischen Trennungon Peptiden Durch die
Miniaturisierung von mikro- bis hin zu nanddPLC-Systemen wurde dpw. eine direkte
Kopplung der Chromatographie mitder ESFMassenspektrometrie ohn8plit moglich
(Whitehouseet al. 1985; Meiring et al. 2002) Die Einfiihrung monolithischer Saulen
ermoglicht eine schnelle Trennurgn Peptidenund Proteinen mit sehr guter Trenrdeing
(Oberachert al. 2004; Huberet al. 1997; Premstalleet al. 2001) Auch die Kombination
verschiedener(orthogonaler chromatographischedrennmodi ist furdie Trennkapazitat

entscheidend So konnten Gilaret al. 2005 fir eine Kombinationvon Umkehrphasen
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Chromatographidei hohempH-Wert und UmkehrphaseiChromatographiebei niedrigem
pH Wertbessere Trennkapazitaten als fur klassische KombinationeB8@xamit IP-RP bei
niedrigempH-Wert erreichen(Gilar et al. 2005b) Dies konnte durch Arbeitevon Delmotte
et al bestatigiverden(Delmotteet al.2007)

[.4 Massenspektrometriefiir die Proteomanalyse

Die im nachfolgenden aufgelisteten lonisierungsverfahren, Massenanalysatoten un
Detektoren biete einen kleinen Einblick in die Vielfalt der massenspektrometrischen
Technik,sowie ihrerKombinations und Anwendungsmaoglichkeiten. Allen Apparaturen liegt
jedoch eingemeinsameAufbau zugrunde, bestehend aus lonenquelle, Massenaralysat
Detektor Analysator und Detektor befinden sich in der RegeHathvakuum(Abbildung

1.10 (Lehmann 1996) Bei modenen Geraten istzudem zu Geratesteuerung und

Aufzeichnung der Spektren ein Datensystem Ubergeordnet.

Probeneinlass

L] L]

lonenquelle Analysator Detektor

[ [

Abb. 1.10 Schematischer Aufbau eines Massenspektrometers.

[.4.1 Sanfte lonisierungsverfalien

Zur massenspektrometrischemallyse von Molekllen muiussen diese erst einmaldie
Gasphase gebracherden. Die lonisatiokannaufverschiedene Arten erfolgebspw.durch
Beschussamit Elektronen EI = ElektronenstoRRionisation), chemische lonisation) (@er
Feldionisation (FI), deen Voraussetzung jedoch ein€erdampbarkeit der Proben im
Hochvakuum ist und die sich vor allemi lieineren Molekllen anbietgBursey 1978)Um
groRere und labilere Molekille wie Peptide oder Proteine zu ionisieren mis$ere s
lonisierungsverfahren herangezogen werdenHierfur werden die Analyten aus der
kondensierten Phadeeraus ionisiert, man spricht von Desorption/lonisation. Ein Beispiel
hierfur ist dasFast Atom BombardmerfEAB), wobei eine Losung des Analgh in einer
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schwerfllichtigen Matrix wie Glycerin mit einem Partikelstrom aus einem inerten Gas wie
Argon oder Xeonn beschossen wir(Barberet al. 1981; Morriset al. 1981) Durch die
Weiterentwicklung derESF (Fennet al. 1989; Menget al. 1988) und derMALDI -Technik

wurde es dann moglich eine ganReihe labiler Molekile wie Proteine, Peptide, Lipide,
Nukleinsauren und Oligosaccharide schonend zu ionisieren, zu analysieren und dies mit
chromatographischen Methoden zu kopp#aras & Hilenkamp 1988; Tanaket al. 1989.

Eine weitere relative schende Methode ist diehemische loisation beiAtmosphéarendruck
(APCI), die bspw. bei Analyten verwendet wird, die schlecht mit ESI ionisierbar sind, nur

wenige reaktive Gruppen enthalten und thermisch stabil(Zai#lin & Halket 2006)
Elektrospraylonisation

Mit Hilfe der Elektrospraylonisation kann ei@ Vielzahl von Biomolekilen bei
Atmospharendruck schonend ionisiert werddn.Fenn erhielt 20020r seine Arbeit zur
Elektrospraylonisation den Nobelpreis fur Chemidn Abbildung 1.11 ist die Erzeugung
positiv geladenetonen mittels Elektrospralonisation schematisch dargestellt. Der geldste
Analyt wird Uber die Spitze eindtapillare eingebrachtZwischen deteitfahigen Kapillare

und der Gegenelektrode, die zum Massenanalysator fighejn elektrisches Feld angelegt

Die Anode befindet sich dabeur Erzeugung positiver lonen an der Kapillare und die
Kathode am gegentberliegenden Efidele et al. 1968) Die positiven lonen werden dabei

an die Flussigkeitsoberflache und Richtung Kathode gezo@mr. Anziehung des
elektischen Feldes wirkt die OberflachenspannungAlealytlésung entgegen, sodass sich
der sogenannte Tayldtonus bildet(Taylor 1964) Aus der Spitze des Konus lésen sich
positiv geladene Tropfchen ab mit Durchmessern von wenigen Mikrometern. Durch
Verdunstung dekdsungsmitted nimmt der Radius der Tropfchen ab und die Laduichse

zu. Wenn bei konstanter Ladung Q der Radius das so genannte Rayheighinterschreitet,

wird die Abstofung zwischen den gleichnamigen Ladungen so grol3 dass es zu €oulomb
Explosionerkommt. Schlie3lich gibt es fir die Bildung freier lonen in der Gasphase bei der
Elektrospraylonisation zwei Theorierdas Modell des geladenen Rickstands (est@rgel
residue modgl(Dole et al. 1968)und das lonenemissionsmodell (IEKIbarne & Thomson
1976).

Ein herausragendes Merkmal der Elektrosgoaysation ist, dass sie als sehr schonende
lonisationsmethode gilt, sodass sogar nichtkovalente Aggregate ionisiert werden kénnen. Die

einfache Kopplung mit deHPLC ist fir die Analyse komplexer biologiser Proben von
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grolem Vorteil. Auch die Entstehung mehrfach geladener lonen ist fur bestimmte
Anwendungen vorteilhaft; die Fragmentierung und Sequenzanalyse von Peptiden ist bspw.
effizienter als bei deMALDI, da hier Uberwiegend einfach geladene lonetstehen Die
wichtigsten Nachteile sind die geringere Salztolerf@rssmannret al. 1997) gegentber der
MALDI.

Stahlkapillare auf Taylor Konus

SpraygasN;  yochspannung

Probeltésung Lo ktrospra
T — e B

flissiges Filament

& &
& S —
o = Verdampfung
Coulomb Explosion
desolvatisierte und solvatisierte geladene Tropfchen geladene Trépfchen
mehrfach geladene Gasphasenionen von einigen nm von einigen gym

Abb. 1.1 Schematische Darstellung der Elektrospi@yisation.(Quelle Christian GHuber)

Matrix-unterstitze Laser Desorption/lsation (MALDI)

Die Matrix-unterstitzte(auch Matrixassistierte)Laserdesorptionionisation geht aus der
Laserdesorptions/lonisatiomdassenspektrometrie (LEMS) hervor, die auf einedirekte
Desorption vorAnalytionen aus der kondensierten Phaisgielt Hierzuwurden die Analyten

auf einer Metalloberflache mit einem gepulsten Laser bestraldureh eine starke
Fragmentierung der Probesultiert und nur geringere Intensitateder Analyten erreicht
wurden(Lottspeich & Engels 2012Michael Karas und Franz Hillenkamp stellten 1987 fest,
dass sich hohere Intensitaiten und geringere Fragmentierung durch Einbetten der

Probenmolekiile in eine Matrix erreichié@sst(Karas & Hillenkamp 1988)

Matrizes
Als Matrix dienen kleine, organische Molekile, die ter eingestrahlten Laserwellenlange
(im Ultraviolet(UV)- oder InfrarofIR)bereich) eine hohe Absorption zeigen. Daher sind
bspw. fur die UV-MALDI konjugierte Doppelbindungen ein Strukturmerkmal vieler
Matrizes. Fur dieUV-MALDI werden meist Stickstofflasemit Wellenlangen von 337 nm
und Impulsdauern von -3 ns oder Festkorperlaser wie der NAAG-Laser (Yttrium-
Aluminium-GranatKristalle dotiert mit Neodym) mit Wellenlangen von 35Bn und

Impulsdauern von-45 nsverwende{Dreisewerdet al. 1995; Beavist al. 1989; Hillenkamp
17
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& PeterKat al i ni Die Mairi@molekile sind zudem h&ufig sauer um als

Protonendonatoren zu fungiere8chlieRlich muss die Matrix auch die Eigenschaft zur

Kokristallbildung mit dem Analyten aufweisenn Tabelle 1.2 sind die hé&aufigsten

Matrixsubstanzerdie zur Protein oder Peptidanalytik verwendeterden aufgelistetZur

Analyse von Proteinverdauen wird standardmaBiGyance4-hydroxyzimtsaure (CHCA)

verwendetDes WeitererwurdenauchHalogenDerivate der CHCA wie ¢pw. die 4Chlor-

U-Cyane4-hydroxyzimtsdure (GCCA) auf ihre Performance als Matrixanhand von

Verdauen miden Proteasen Trypsin, Chymotsyp und Pepsiron der Arbeitsgruppe Karas

untersuchtDurch die Detektion zuséatzlicher neutraler und saurer Peptide konnte mit dieser

neuen Matrix eindhdhere Zahbhn Pepticdentifizierungen und héhere Sequenzabdeckuang
erreichtwerden(Jaskollaet al.2008)

Fir dielIR-MALDI Massenspektrometrie eignen sich rein hydrophile Matrices wie Glycerin

und Bernsteirdure, die Wellenlangen von92 um (Overberget al. 1990) und 106 pm

(Overberget al. 1991) absorbieren. IR.aser Ubertragen gentgend Energie um Proteine von

Blot-Membranen I6sen zu dknen, hierdurch kann es aber auch zur Fragmentierung

empfindlicher lonen kommen.

Tab. 1.2:

MALDI-
Matrix

Abkiirzung

Struktur

Anwen-
dungsgebiet

Referenz

Matrixsubstanzen fur die MALDWS Analyse von Peptiden und Proteinen

2 5-Dihydroxy-
benzoesaure

OHB

OH

HO

Froteine,
FPeptide,
Kohlen-
hydrate

Strupat et al.
1881

a-Cyanao-
hydromy-
Zimtsaure

CHCA

OH

OH

Peptide

Beavis et al.
1992

4-Chloro-a-

Cyano-hydroxy-

rimtsaure

CICCA

I

= OH

cl

Peptide,
Phospholipide

Jaskollaetal.
2008

Sinapinsaure

SA

HO O
/

Proteine,
gréfkere
Peptide

Beavis et al.

1989

2 4 B-
Trinydroxyacet
ophenon

THAP

OH

HO OH

OH

Proteine,
Peptide,
Kohlen-
hydrate

Pieles etal.
1993
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lonisierungsprinzip
Zur massenspektrometrischen Analyse werden die Analyten entweder urstden
Probenplatte oder vorher mit einer geeigneten Matmnixetwa 1.000 bis 1000 fachen
molaren Uberschuss gemisc¢hiillenkamp & Petei at a | i n NathdenGn@r7d)e Probe
auf dem Target trocknen lasshezeichnetals dried droplet Methode erfolgt die
Kokristallisation,d.h. die Probenmolekiile werden in das Kristallgitter der Matrix eingebaut.
Der Matrix-Analyt-Kokristall wird dann ins Hochvakuum des Masspektrometers gebracht;
es folgt der Laserbeschuss mit Pulsen von wenipmosekundeAbbildung 1.12) Die im
Uberschuss vorliegende Matrix nimmt die Energie des Lasesalsg und Ubertragt die zur
Desorption notwendige Energie auf die AnalytmolekBlul3erdenstellt siedie Protonen zur
lonisationzur Verfigung. Gleichzeitig schutdie Matrix vor photolytischer Zersetzung und
reduziert die Wehselwirkung der Analytmolekileuntereinander oder mit der
Metalloberflache der Probenplatieie zugrundeiegendenMechanismerder MALDI sind
jedoch bisheute nicht vollstandig aufklart(Jaskolla & Karas 2011)Wie auch fur die
Elektrospraylonisation existieren hieflr die lonisation der Analyteawei Theorien, die
Lucky SurvivorTheorie (Karaset al. 2000; Karas & Kriger 2003)nd das Modell degas

phase protonation(Zenobi & Knochenmuss 1998; Knochenmuss & Zen@03;
Knochenmuss 2006)

Zum Massenanalysatar

o
@
L
[75]
Lib]
-
[ &
n
o
7]
o
lonenwalke 5
& 9
e w
P o
y @
. m |
[ ] @ Matrix-Analyt-
@ o ® Kokristall
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Abb. 1.12 Schematische Abbildung der Matrixinterstiitza Laser Desorption/Idsation
(MALDI)

ICP-MS, Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma

Zur Analyse der elementaren Zusammensetzung einer Probe kommen Metheddie w
thermischdonisation (TI), die Funkeniogation (SS), indukthgekoppeltes Plasma (ICP) und
Glimmentladung (GD) zum Einsatwobei das zu untersuchende Material in seine atomaren
Bestandteile zerlegt wirdGross 2011) Die ICP-MS ist dabei eine der meist genutzten
Verfahren der Spurenelementanalytfie Probe wird hierbei in einem etwa 5600000°C
heilBen Argonplasma ionisielin das der Analyt in Form eines feinen #sols eingebracht

wird. Die im Plasma erzeugten lonen werden durch ein elektrisatidsirF Richtung des
Massenanalators beschleunigt, wo die einzelnen Elemente und ihre Isotope erfasst werden.
Die strukturelle Information geht hierbei komplett verlor€ie ICP-MS bieteteine hohe
Sensitivitat mit Nachweisgrenzewn pg/g bis ng/gund einen hohen linearen Bereich bei der

guantitativen Bestimmung von bis 8irolienordnungefWanget al. 2010)

[.4.2 Analysatoren

Im Massenanalysator werden schliel3lich die in der lonenquelle erzeugten lonen nach ihrer
Masse bzw. ihrem nf¥erhaltnis (Massezu-LadungsVerhaltnis) getrennt. Dazu wurden im
Laufe der Jahrzehnte zahlreiche Typen an Analysatoren entwitdieelinterschiedliche Ver

und Nachteile besitzen und damit verschiedene Anforderung erfillen. Als klassische
Massenanalysatoren sind bspw. Sektorfeldgerate, Quadrupol(feaétes. Steinwedel 1953;
Dawson 1976; Lehmann 1996hd lonenfallenPaul & Steinwedel 1953; Stafford &t al.
1984) zu nennen. FourieFransformlonencyclotronresonanzgerate und OrbiGgrate(Hu

et al. 2005) sind modernere Analysatoren, die eine hohe Auflosung bifarshall et al.

1998; Olseret al. 2005) Heute werden die verschiedenen Analysatoren so in Hybridgeraten
kombiniert, dass die erforderlichen MS/MSMS"-Eigenschaften oder Massengenauigkeiten

erreicht werden.
Flugzeitgeratg TOF)

Im Flugzeitanalysato(TOF, engl. time of fligh) werdendie lonen ach Austritt aus der
lonenquelle in einem elektrischen Felddaeunigt. lonen mit gleichéadung erhalten dann
die gleiche kinetische Energie, wenn sie die gleiche Potentialdifferenz erfahren. Nach

Durchlaufen der elektrischen Spannunefragt die kietische Energie der lonen:
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0 qxIy =2 (Gleichungl.1)

"Y= Beschleunigungsspannung

U = Geschwindigkeit nach der Beschleunigung

‘O = kinetische Energie
AnschlieRend fliegen die lonen durahe feldfreie DriftstreckeL im Hochvakuum des
Flugrohrs. Da alle lonen die gleiche kinetische Energie besitzen und nicht weiter beschleunigt
oder abgebremst werdefliegen kleinere lonen schneller als grof3ere lonen (der gleichen
Ladung).

v - (Gleichungl.2)

0 = Lange der feldfredn Driftstrecke/des Flugrohrs

“Y= Flugzeit der lonen

Durch Einsetzen désleichungl.2in Gleichungl.1erhaltman:
a3y -4 O- (Gleichund..3)

g — ¢IYD- (Gleichungl .4)

Bei bekamter Beschleunigungsspannung und Driftstrecke L kann somit durch Bestimmung
der Flugzeit eines lons auf sein m/z geschlossen w¢ed#&m D 0O ). Driftstrecken von 4 m

ergeben dabei typische Flugzeiten zwischen wenigEd0Ls.

Da FlugzeitAnalysator@ gepulste, diskontinuierliche lonenstahlen bendtigen, werden sie
haufig mit MALDI-lonenquellen kombiniertdie lonenpulse von wenigen reszeugn Zur
Kopplung der Flugzeifnalysatoren mit kontinuierlichen lonenquellen wie 3iellen
werden aus einem menstrahl quer zur Flugrichtung lonenpakete herausgepulst (orthogonale
Extraktion)(Tanget al. 1994; Verentchikoet al. 1994)

Auflésungsvermogen

Das AuflosungsvermogeR (engl.resolutior) eines Massenspektrometers beschreibt welche
minimale Massendifferenzwei lonen haben muissen ugetrennt voneinander registriert

werdenzu kénnen.

21



Einleitung

Abhangig vom Massenspektrometer gibt es unterschiedliche Definitionen ab wann zwei
Peaks als voneinander getrennt betrachtet werden. Bei hochauflosenden Sektorfeld
Massenspektrometern bspw. sind zwei Peaks als getrennt voneinanderazbité&et wenn

das Tal zwischen beiden nur 10% der Signalhéhe des kleineren Peaks betragt. Im Gegensatz
zur Bestimmung der Auflosung aus zwei getrennten Peaks wird beim
Flugzeitmassenspektrometer die Auflésung audHddowertsbreite FWHM (engfull width

at half maximun) eines einzigen Peaks bestimr(itottspeich & Engels 2012)Das
Auflésungsvermdgen R ist somit definiert als Quotient aus Masse und der Signafireite

bei halbmaximaler Hoh@ ottspeich & Engels 2012)

Y — — (Gleichung 15)

MALDI-TOF undverzogerte lonenextraktion

Wahrend der lonisation in der MALBQuelle und auch in der Beschleunigungsphase kann es
durch verschiedene Prozesse dazu kommen, dass lonen gleichernidhtsait der exakt
gleichen kinetiskken Energie in die feldfreie Strecke des Flugrohrs eintreten. Dies fuhrt dazu,
dass lonen gleicher Masse unterschiedliche Flugzeiten aufweisen und so die Massenauflosung
herabgesetzt isDie Energieverteilung kommt beer lonisation dadurch zustandkss nicht

alle lonen zur genau gleichen Zeit und am gleichen Ort desorbiert und ionisiert whardien.
Abstol3ungen der lonen fihren anfanglich zu Energieunschaceeh Abschirmung der

lonen untereinander kann es dazunkeen dass bereits entstandene lonen noch nicht das
beschleunigende Feld erfahren. In der Beschleunigungsphase kénnen zusatzlich Sté3e der

lonen untereinander edeit- und Energieverteilung fihren.

Um die Startgeschwindigkeitsverteilung der lonen zu umgehel die verzégerte Extraktion
(engl.delayed extractionangewendefsiehe Abbildundl.13 A). Hierzuwird das elektrische

Feld zur lonenbeschleunigung Uber der Probe zeitversetzt zum Laserimpuls angeschaltet,
sodass lonen mit groRerer Startgeschwindigkeiter vordringen und nach Einschalten des
Feldesgeringere Energie erhalten als lonen mit niedrigerer Startgeschwindigksttlet al.

1995; Bahret al.1997)

MALDI-TOF mit Reflektor

Zur weiteren Fokussierung der longteicher Masseaber unterschiedlicher Startenergie
werden Reflektoren oder lonenspiegel am Ende der feldfreien Driftstrecke verwendet, wie in

Abbildung 1.13 B gezeigtAm Reflektor ist ein elektrisches Gegenfeld angelegt, das die
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lonenrichtung umkehrt. Somit wird dielugzeit der lonen verlangert und die Auflésung
verbessert. Zusatzlich werden lonen mit unterschiedlichen kinetischen Energien dadurch
fokussiert, dass die schnelleren tiefer in den Reflektor eindringen und damit einen langeren

Weg im Reflektor zurticklegemissen.

(B) — -
W) ==
— ; . —
— —
:'@: —
Reflektor
(A) T "X T ¢
~ W
<4
[ Y e
A £
fe ¢ i
— — —— : . my = m;
de W e el
oV +20V 0V Reflektor s
my =My =My my=m;=m Detektor B— _
i [ escreunoun
Abb. 1.13: (A) Bei der verzogerten Extraktion wird das elektrische Feld zeitversetzt zum

Laserpuls angeschaltet. Der Gradient beschleunigt langsamere lonen mehr als schnellere, so dass diese
die schnelleren einhole(B) Zusatzlich werden lonegleicher Masse aber unterschiedlicher Energie
durch den Reflektor fokussiertDieser lenkt die lonen durch ein elektrisches Feld in die

Gegenrichtung um.
In Abbildung 1.14 ist der schematische Aufbau, des in dieser Arbeit verwendeten
Massenspektrometer das AB SCIEX TOF/TOEM 5800 System, wiedergegeben. Das
Massenspektrometer kansgw. zur Messung ganzer Proteiima Linearen Modus und zur
Messung von Peptiden im oben beschriebenen Reflektormoetnieben werdenin der
Quelle 1 wird die Probe mit einemaserstrahl aus eineth kHz Feststofflaser, der tber
Spiegel senkrecht zur Probenplatte gelewikil, beschossen. Die orthogonale Anordnung soll

eine hohez MS- und MSMS-Sensitivitatgewahrleister{Glickmann 2009)Die entstehenden
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lonen werden dann Uber die verzogerte Extraktion fokussiert und durch Deflektoren am
Spiegel vorbei zur Quelle 2 gelenktoid erfolgt eineEntschleunigung (Abbremsgmler
lonen(Vestal & Campbell 2005)Zur MS/MSAnalyse werden die entsprechendérlaufer

lonen selektiv durch denTimedion selector (TIS) anhand ihrefFlugzeit ausgewahltund
Richtung Kollisionszelletransmittiert Unerwiinschtelonen werden deflektiert/ abgelenkt.
Der TIS dient auch aleow MassGate (LMG), d.h. lonenmit niedrigem Molekulargewicht

aus der Matrix werden abgelenkt und damit aus der Messung elimierKollisionszelle

kann mit verschiedenen Gasdfstickstoff, (Raum}Luft, Argon, Helium, Neon)und
unterschiedthen Driicken betrieben werden. Die aus der Kollisionszelle austretenden lonen
werden in Quelle 2 wieder beschleunigt und im &edir wie oben beschrieben fokussiert.
Zur Unterdrickung weitererin Quelle 2 entstehende und unerwiinschte metastabila
Fragmente, die zur Entstehung breiter unfokussierter Peaks fihistnQuelle 2 der
metastable suppressaachgeschaltetler ahnlich wie defIS lonen in Abhangigkeit von der
Flugzeit deflektier{Vestal & Campbell 2005)
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Abb. 1.14: Schematischer Aufbau dés dieser Arbeitverwendetn MassenspektrometeA
SCIEX TOF/TOR™ 5800System

.4.3 Detektoren

Die im Analysator separierten lonen werden schlief3lich im Detektor erfasst. Hier kommen
bspw.der FaradayAuffanger, DalyDetektoren Sekundarelektronenvervielfach@&GEV), und

Mikrokanalphttenzum Einsatz.

Wahrend beim Faradadufhénger die lonen direkt in elektrischen Strom umgewandelt
werden und kleine lonenstrome schwer detektierbar sind, arbeitet der SEinmit
KonversionsdynodeDie auf der Konversionsdynode auftreffenden losgragenElektronen

aus dem Material, die durch ein elektrisches Feld zur né&chsten Elektrode (Dynode)
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beschleunigt werden, wo wiederum weitere SekundarelektrentstehenAbbildung 1.15

A). Durchdie hintereinandergeschalteten Dynoden korBigmalverstariungen von 1¢ bis

uber 18 erreicht werdenSind die diskreten Elektroden durch schlecht leitende Kanale ersetzt,
in deren Innern auch Sekundéarelektronen erzeugt werden kénnen, so spricht man vom
Kanalelektronenvervielfacher (KEV) odé&hanneltron(engl. channel electron multiplier

CEM) (Abbildung1.15B) (Goodrich & Wiley 1962)

(A)

Verstirker

(B) = '

lon*

Abb. 1.15; (A) Der Sekundarelektronenvervielfacher besteht aus einer Konversionsdyndde
mehreren hintereinandergeschalteten diskreten Dyno¢@n Der Kanalelektronenvervielfacher
(KEV) bzw. Channeltron besteht aus eirk@mtinuierlichen Dynode mit eer Signalverstarkung von

bis zu 108(C) Bei derVielkanalplattesind mehrere KEVs, bestehend aus metalldotierten Glasréhren
mit 6-25 pum Durchmesser, als Array angeordf@uelle Christian G. Hubebniversitéat Salzburig

Bei einer Mikrokanalplatte oderi®glkanalplatte (englmicro channel plate MCP) handelt es

sich um viele, flachenhatingeordnete Kanalelektronenvervielfacher mit Durchmessern im
Bereich von 65 pm (Abbildung 1.15 C). Di€T-ICR-MS und die Orbitrap kommen ohne
zusatzlich Detektor aus.iét werden die an den aul3eren Kammerplatten angelegten Signale

durch FouriefTransformation in ihre mf¥erhaltnisse umgewandelt.

1.4.4 Peptidfragmentierung

Zur Sequenzaufklarung der im Rahmen einer Proteomanalyse entstandetida Req
bspw. bei derMALDI MS die kollisionsinduzierteFragmentierundCID) (Mitchell Wells &

26



Einleitung

McLuckey 2005; Hayes & Gross 1990@grangezogerDie Fragmentierungerfolgt hierbei

durch StoReder Peptidionen mit den eingeleiteten GasmolekUi®a. Translationsenergie,

die die Molekulimen durch die Kollision mit den Gasmolekulen erhalteind dann teilweise

in intramolekulare Oszillationsenergie umgewanddie schlie3lich so gro3 wird, dass
Bindungen brecherfir die Mechanismen der Fragmentierung spielt die Bildung zyklischer
lonenwie bspw. die der fur die-lonen beschriebenen protonierten Oxazolone eine grof3e
Rolle (Schlosser & Lehmann 2000; Yalciet al. 1995) Alternativ zur CID kann ein
Fragmentionenspektrum auch allein Uber die Analyse der metastabilen Fragmentierung, die
bei der Passage der Peptidionen durch die feldfreie Driftstrecke audttitt,durch die
sogenannte PSDp@stsource decayMethode(Spengleret al. 1992) erhalten werdenDie
metastabilen Fragmente weisgnlocheine zu geringe knetische Energiauf. Zur Analyse
dieser Fragmente sind spezielle Reflektoren mit variabler Spannung notwendig. Um ein
vollstdndiges PSEspektrum aufzunehmen muissen zeitaufwendig mehrere Teilspektren mit
sich stufenweise &andernder Reflekfmannung aufgenommen und schlief3lich kombiniert
werden. In moderneren TOF/Tdkeraten werden die Fragmentspektren in einem einzelnen
Analyseschritt durch die Verwendung zweier FARalysatoren ermoglichtDer zweiten
Quelle ist hier eine Kollisionskammeorgeschaltetsodass die Fragmentierungioptl auch
stoBinduziert erfolgn kann. Nach dieser Kammer werden die metastabilen oder
stoBinduzierten Fragmente in der Quellésizhe auch Abbildung 1.14uf eine ausreichend
hohe Gesamtenergmachbeschleugt (Samynet al.2004)

Bei beiden Methoden kommt es hauptséachlich zur sequenzspexzifischgmentierung im
Peptidrickgrat Die entstehenden Fragmentionemrdender Nomenklatur von Roepstorff

und FohlmarfolgendbezeichnetAbbildung 1.16) (Roepstorff & Fohlman 1984pa bei der
MALDI MS uberwiegend einfach geladene Molekilionen entstehen werden nach der
Spaltung entweder fierminatgeladenda-, b-, ¢-) lonen oder @erminalgeladee (x-, y-, z-)

lonen in Form von Sequenzionen detektiefDer Index der einzelnen Fragmente gibt die
Anzahl der im Fragment enthaltenen AminoséurerDamch hohere Kollisionsenergien kann

es zusatzlich zu Bindungsbrichendan Aminosaureseitenketten komm(Johnsonet al.

1988) Unter herkdmmlichen CIBEBedingungen oder PSD Bedingungentstehen jedoch
hauptsachlich a b, und y, Fragmente. Welche Peptidbindungen bevorzugt gespalten werden,
die Intensitaten der entstehenderagmentionen und lonenserien hangt daben den
verwendeten Instrumenten aber auch wesentlich von der Aminosduresequenz oder
Zusammensetzyy des Peptids gidongréet al. 1996; Tablet al.2003)
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Alternativ zur CID oder PSD koénnen Peptide auch mittBl€D oder ETD, die
komplementéare Informationen liefern kbénnen, fragmentiert werden. DieiE@de erstmalig
1998 in der McLafferty Arbeitsgruppe auf Biomolekile angewdddbarev & Yang 2010)
Hierbei werden freie Elektronen oder bei &4iD Elektronen aus Radikal AniongRitteri et

al. 2005; Sykeet al. 2004)auf das mehrfach geladene Molekulion tGbertragen, wodurch es zur
Fragmentierung kommt. Im Gegensatz zur CID und PSD wird das Peptidriickgrat bei der
ECD zwischen Amid und}-C-Atom gespalten so dasswuptséchlicte- und zlonen gebildet
werden (Abbildung 1.5 A). Zudem zeigt dieECD kaum Selektivitat fur bestimmte
Aminosdurenmit Ausnahme von ProlinenAuch Disufidbriicken werden mittels ECD
bevorzugt gespalte(Zubarevet al. 1999) Labilere Modifikationen wie Phosphorylierung
bleiben wahrend der Fragmentierusralten(Szeet al. 2002)

Zur Auswertung des Fragmentionenspektrums kommen prinzipiell Hegingehensweisen

in Frage. Sofern die im M8VS-Spektrum detektierten Signale der dder ylonenSerie
(oder auch donen Serie) zugeordnet werden kénnen, kann aus den Massenabstanden
zwischen den Signalen einer lonenserie auf die Aminosduresequenzoggschiverden
(siehe Abbildungl.16 C) (Papayannopoulos 1999)iese Vorgehensweise wird as novo
sequencing bezéchnet Sie wird meist haufig zur Identifizierung posttranslationaler
Modifikationen angewendet. Aber auctvenn das Genom eines Organismus noch nicht
vollstdndig sequenziert wurdsodass noch keine Datenbank mit den entsprechenden zu
erwartenden Proteingaenzen vorliegfNesvizhskiiet al. 2007; Seidleet al. 2010)muss auf

de novo sequencimgurickgegriffen werderDie zweite Moglichkeit der Fragmentspektren
Zuordnung besteht in der Datenbankanalyse, wie sie in bdétonrup-Analyse zur
Anwendung kommtDazu werden alle Proteinsequenzen des verwendeten Organismus
silico mit der experimentell verwendeten Protease, meist Trypsin, verdaut. Von allen
maoglichen Peptiden wird ein theoretisches Fragmentionenspektrum unter Berlcksichtigung
der Fragmentierungsgeln, die abhangig vomerwendeten Massenspektrometerd der
Fragmentierungsart sind, generiddie gemessenen Fragmentionenspektren werden mit den
theoretisch erstellten Spektren mit Hilfe einer Suchmaschine verglichen und die
Peptidsequenz mit der tlisten Ubereinstimmungjs positivzugeordnebezeichnetJe mehr
Signale eines Fragmentionenspakis zugeordnet werden kénnen und je weniger nicht
zuzuordnende Signale im Spektrum vorhanden sind, desto hoher féallt die jeywepiise

score aus Je hohe diesepeptide scoreist, desto weniger wahrscheinlich ist es, dass die

beobachtete Zuordnung ein Zufallsereignis darsteiiufig wird hier ein Signifikanzlevel
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von 5% gewahlt, d.h. die Wahrscheinlichkeit, dass die Zuordnung zuféllig geschieht liegt
unter 5% (p<0.05). Erreicht dipeptide score (ion scorg einen Schwellenwert so gilt die
Zuordnung als signifikantJe mehr Peptidsequenzen eines Proteins zugeordnet werden
kénnen, desto hoher fallt d@rotein scoreaus, d.h. desto sicherer gilt das Protieirder
analysierten Probe als identigzt. Higbei spielt eine Rolle ob es sich um einzigartige
Peptide handelt, d.h. Peptide die nur in einem einzigen Protein vorkommen oder nicht. Als
Suchmaschinewerden in deiProteomanalysespw.SEQUEST(Eng et al. 1994) OMSSA
(Geeret al. 2004) Protein ProphetKeller et al. 2002) und wie in der vorliegenden Arbeit

Mascot (Perkins et al. 1999) verwendet. Es gibt jedoch eine ganz Reihe weiterer
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Abb. 1.16: PeptidFragmentierung (Nomenklatur nachodpstorff und Fohlmann) (Quelle

Christian G. HuberUniversitat Salzbung

I.5 Quantifizierung mit bifunktionellen Chelatkomplexen

.5.1 ICP-MS und MeCAT

Wie bereitszuvor erwahntwerden quantitative Analysenvon ProteorrProben durch den
hohen dynamischen Bereich rd®roteine, kleine verfligbare Probenmengen, stdrende
Bestandteile in der Probenmatrix und grol3e strukturgieerschiede zwischen den zu
untersuchenden Proteinenschwert Da bei der ICRMS jede strukturelle Information durch
die lonisation verloren gehtwird die Probenkomplexitat deutlich verringert und damit
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Matrixeffekte minimiert Zusatzich ist cer dynamische Bereich (bis zu 12 Grél3enordnungen)
im Vergleich zur elementaren Massenspektrometrie deutlich vergr@farige & Profrock
2008) Die typischen in Proteinenovkommenden Element&ie Kohlenstoff, Wasserstoff,
Stickstoff und Sauerstoffind jedoch nicht oder nur bedin@t B.: Phosphor und Schwejel
fur die ICRMS-Analyse geeignet. Es gibt einige Arbeiteur Quantifizierung vorProteinen
anhand ihres Schwefapaltes(Bettmer 2010; Schaumltffedt al. 2007; Wanget al. 2010,
jedoch ist Sensitivitat bei der Phosphond Schwefeldetektion mittels IGRAS aufgrund von
Interferenzen und Untergrundrauschen maximal so hoch wie bei der molekular@hed&
2008; Wind, Wegeneket al.2003; Windet al.2001; Wind, Gosencat al.2003)

Danicht alle in nattrlichen Systemen vorkommeRudeteine MetalldMetallionen)enthalten

und somit zur ICAMS-Analyse geeignesind (del Castillo Bustoet al. 2006; del Castillo
Bustoet al. 2008; Hanret al.2006; Szpunar 2@), musserMetallatomekinstlichin Proteine
eingefuhrt werdenDies kann entweder durch die Reaktion mit einem Molekul, welches das
Metall kovalent gebunden tragt oder mit einem bifunktionellen Cheldiligen. Es gibt nur
wenige Derivatisierung$agsdie ein kovalent gebundenbtetall tragen Bekannte Beispiele

sind der Quecksilbefag pHydroxy-Quecksilberbenzodsiehe Abbildung 1.7 C) (Kutscher

et al. 2008) oder lodinisierungg ags (Abbildung 117 E) (Pereira Navazat al. 2009)
Nachteile hierbei sind jedoch hohes Hintergrundrauschen, hohe Kosten, die Verwendung

toxischerReagenzien und ungenigende Multiplexingkapaaitét

Hinsichtlich der Einfuhrung einelletallions Uber eine Chelator gibt es eine ganze Reihe
von Moglichkeiten. Diebifunktionellen Chelatkomplexe bestehen Ublicherwedas einem
Metall-Chelator, einer Protein/Peptidaktiven Gruppe und gegebenenfalls einem Linker.
besonderes Beispiel stellen hier die swyaten Ferroceiags dar. Diese binden Eisen und
sind mit unterschiedlichen Linkern und reaktiven Grupperfugbar (Abbildung 1.17 D)
(Denget al. 2002; Bomkeet al. 2010) Die EiseaMarkierung bringt jedoch einige Nachteile
fur die ICRMS-Analyse mit sich. Durch polyatomische Interferenzen ist die Sensitivitat
gering, das haufige Vkommen von Eisen in biologischen Proben verursacht
Hintergrundrauschen und die Beschrankung auf ein Element erschwert die Multiplexing

Kapazitaten, die nur durch Verwendung teurer Eisenisotope mdglich ist.
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Abb. 1.17: Chemische  Strukturen der unterschigttn Markierungsreagenzien (A)
Diethylertetraaminpentaessigsaufnhydrid (DTPAA) und das nach zweistufigeReaktion
entstandene derivatisierte Peptid(B) 1,4,7,10Tetraazacyclododecdah4,7,16tetraessigsaure
(DOTA), das ubeunterschiedliche Linker uheine Vielzahl ProteilReptidreaktiver Gruppen an die
Proteine/Peptidgebundenwerdenkann. Ist der Linker an ein-Ntom gebunden besitDOTA nur
dreifreie Acetatgruppenist er an ein Kohlenstoffatom des Ringes gebunden (rot markiert), besitzt es
vier freie  Acetatgruppen (C)  QuecksilbefTags: pChlor-Quecksilberbenzoat, -p
Hydroxyquecksilberbemoat, MethyQuecksilber,  EthyQuecksilber. (D) FerrocerTags:
Verschiedene Linker und reaktive Gruppen sind verfligbarld@hisierungsTags: Bispyridinium
lod-Tetrafluorborat, NatriumiodidTholey & Schaumléffel 2010)

[.5.2 Lanthanoide

Demgegeniber bietet die Markierung mit Lanthidan (altere Bezeichnung: Lanthanida)r
ICP-MS-Detektion eine ganze Reihe von Vorteilels Lanthanoide werden die sich
ahnelnden15 Elemente von Lanthan57 bis LutetiumBgzeichnet Die nach Lanthan
folgenden 14 Elemente der 6. Periode bilden eine Untergruppe der 3.Nebendpigpe.
Lanthanoide werderzusammenmit den Elementen Scandium, Yttrium und Lanthan als

Seltenerdmetalle bezeichnet

Die Quantifizierung mit Lanthaden ist zum einen besonders vorteilhaft da ihr nattrlicher

Hintergrund in biologischen Proben sehr geringdam anderen sind sie in intehemischen
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Eigenschaften sehr dhnlich und haben alle sehr Kohgplexierung-Affinitaten zu DOTA
(Schwarzet al.2014) AusgewahlteStabilitatskonstanten sind Tabellel.3 dargestellt

Tab. 1.3: Die Lanthanoide mit Angabe ihrer lonenradien (fiif'Linei einer Koordinationszahl
von 9 (R) und ihrer Stabilitditskonstanten mit DOTA oder DTPAEs sind immer nur die
Isotopenhaufigkeiten des haufigsten Isotopsigezeigt. Die monoisotopischen und quasi
monoisotopischen Elemente sind zusatzlich gelb markiert.

Element

log K log K
Ln R[pm] (DOTA) (DTPA) Isotope
Lanthan La 1216 22,86 19,48  quasi monoisotopisch:'*La = 99,91%
Cer Ce 119,6 23,39 20,33  multi-isotopisch
Praesodym Pr  117,9 23,01 21,07 monoisotopisch: *'Pr = 100%
Neodym Nd 116,3 22,99 21,60 multi-isotopisch
Promethium Pm 1144 radioaktiv

Samarium Sm 113,2 23,04 22,34  multi-isotopisch

Europium Eu 112 23,45 22,39  zwei Isotope: "°Eu = 52,2%
Gadolinium Gd 110,7 24,67 22,46  multi-isotopisch

Terbium Tb 1095 24,22 22,71  monoisotopisch: *°Tb = 100%
Dysprosium Dy 108,3 24,79 22,82  multi-isotopisch

Holmium Ho 107,2 24,54 22,78  monoisotopisch: ***Ho = 100%
Erbium Er 106,2 24,43 22,74  multi-isotopisch

Thulium Tm 1052 24,41 22,72 monoisotopisch: ***Tm = 100%
Ytterbium Yb 104,2 25,00 22,20  multi-isotopisch

Lutetium lu 1032 2541 22,44  quasi monoisotopisch: *°Lu = 97,41%

AulRerdem weisen die Komplexe eine hohe Sated pHToleranz au{Ahrendset al. 2009)
Promethium ist als radioaktives Metall nicht stabil und darum nicht verwendbar. Innerhalb der
anderen vierzehn Lant hanoide befinden sich
Terbium, Holmium und Thulium), wobei Lutetium{Lu) mit einem relativen Vorkmmen

von 97,41% und Lanthan™fLa) mit einer relativen Haufigkeit von 99,9% als nahezu
monoisotopisch angesehen werden kdnnen. Diese Elemente weisen somit eine sehr hohe
Sensitivitat im ICPMS auf und sind auch fur die molekulare MS vorteilhaft, da see di
Isotopenmuster der markierten Peptide nicht wesentlich beeinflussen. Da einige andere
Lanthanoide wie bspw. Gadolinium, Dysprosium und Samarium bis zu 7 Isotope besitzen
(Schwarzet al. 2014) eignen sich diese zwar zur Isotopenverdinmnsfgayse, aber nicht

zur molekularen MS. Hier besteht allerdings die Moglichkeit die jeweiligen Isotope in
angereicherter Form zu verwenden, wodurch die Multiplex{agpazitaten erheblich
vergroRert werde(Bergmanret al.2012; Gregoriugt al.2013) Bei Bergmanret al.wurden

die angereicherten Isotope von Ytterbiufi™b, *"?Yb, b und *"®vb) verwendet. In
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Teilen der vorliegenden Arbeit wurde durch Hinzunahme ¥&m, 1*Dy, °°Gd, *"?vb zu
den monoisotopischen und nahezu monoisotopischen Metallen La, Pr, Th, Ho, Tm und Lu ein
10-plex entwickelt.

Liu et al. quantifizierten Bpw. ein 1:1 Gemisch von Pepé&d, die mit TeDTPA und Y-
DTPA markiert waren. Hierbei ergab sich ein Verhaltnis von 0,65:1, das durch
Korrekturfaktoren ausgeglichen wurfleu et al. 2006) Bei der Wahl deMetallionensollten

also Unterschiede in déanisationseffizienzebedacht, bzw. gesondert untersucht werden.

Hinsichtlich der Wahl deElementeist fur die ICRMS-Analyse zu beachten, das bei einigen
Isotopen der schereren Lanthanoide Interferenzen mit den Oxiden von leichteren
Elementionen4. B.: *"Lu und ***Tb*°0) entstehen kénnemie Oxidbildung muss darum
weitestgehend vermieden werddda Lanthan und Cer relativ leicht Oxide bilden, ist die
Verwendung dieser |IEmente bei nachfolgender IGWS Analyse nicht empfehlenswert
(Bunzli 2006; Pieper 2().

[.5.3 Chelatoren

Als Chelatligand kommt wie zuvor erwahrDTPA infrage, dasvon Liu et al. zur
Quantifizierungverschiedener StandaRtoteineverwendet wurdgLiu et al. 2006) Die
Komplexe von DTPA mit Lanthanoiden weisen jedoch eine geringere Stabilitat auf als
LanthanoidDOTA-Komplexe (Magerstadet al. 1986) Der Makrozyklus von DOTAildet
dagegen mit grof3edreiwertigen Metallionen wiglen Lanthanoiden thermodynamisch und
kinetisch shr stabile Komplexe, die urspriinglich in Form des GadolirR@OTA-
Komplexes in deMagnetresonanztomographi®RT) verwendetwurden (D Meyer 1988;
Rungeet al. 1988; Brown 1984)Die hohe Stabilitat wird dadurch bedingt, dass DOTA als
Chelator einen ag¢hdhnigen Liganden bildeMit einem zusatzlichemWassermolekuliegt

das Metallatometztendlichneunfach koordiniert vofChanget al. 1993; Kumaret al. 1994;
Bénazethet al. 1998) Zum einen bilden die vier Stickstoffatome des Makrozyklus inreine
Ebene 4 Koordinationsstellen. In einer weiteren Ebene bilden die Carboxylatgruppen die vier
weiteren Koordinationsstellen. Die beiden Ebenen der Sauerstoff und SticRs$toffe liegen
parallel zueinander und in ihréitte liegt das Lanthanoidem, so dass ein quadratisches
Antiprisma gebildet wird. Das Wassermolekil liegt dabei Uber der Ebene der
Carbxylatgruppe und Uber derhanthanoidion(Changet al. 1993; Kumaret al. 1994;
Bénazettet al. 1998).

33



Einleitung

Zur Markierung von Peptiden kommen zwei unterschiedliche Derivate des BXDERtors

in Frage. Dabei ist entweder eine Carboxyleinheit @selatorsdurch ein Amid mit
beliebiger Seitenkette modifiziert oder die Seitenkette befindet sich an einem
Kohlenstoffatom des Makrozyklusselbst (siehe Abbildungl.1l7). Der Nachteil der
Modifikation an derEthyleinheit besteht darimiasshier ein Stereozentrum vorliegt, so dass
nach Komplekildung mitdenMetallionen ein Diastereomere@emisch entsteht, da sidas
Metallion unterhalb oder oberhalb des Ringes anlagern K&weper 2008) Die beiden
Diastereomere mussen dann chromatographisch voneinander getrennt werden, da keine
selektive Komplekildung méglich ist(Woodset al.2004) Die Metallmarkierung muss somit
immer schon vor der Reaktion mit dem Peptid erfolggefindet sich die Ethyleinheit
dagegenan einem Stickstoffatom des krazyklus ist dies nicht der Fall, es kann kein

Diastereomerengemisch entstehen.

[.5.4 DOTA-Markierung

Zur Modifikation unterschiedlichster funktioneller Gruppen in Proteinen/Peptiden sind
zahlreiche Derivatisierungsreagenzien ligdrategien verfugbad.h. eireelneAminoséuren,

die Carboxylgruppe der -Cermini oder die priméaren Amine der-TNermini kénnen
derivatisiert werdenDie Veresterung von Carboxylgruppear Modifikation der CTermini

wird seltenzur Quantifizierung von Proteinen/Peptidamgewedet Ein Nachteil besteht hier
bspw. darin, dass die géteten Ester durch die sauren Bedingungen in der Umkehrphasen
Chromatographie leicht wieder hydrolysiert werdBre Derivatisierung primarer Amine ist
dagegen sehr verbreitet und eine Vielzahl von Derreatingsreagenzien greifen hier an.
Eine Moglichkeit primare Amine zu modifizieren wie sie auch bei iITRAQ, TMT oder ICPL
angewendet wird besteht in der Acylierung der Peptide/Proteiieezu konnenAktivester,

wie bspw. N-Hydroxysuccinimdester(Liu et al. 2001; Wieseet al. 2007)eingesetzt werden

Als erste Arbeitsgruppeverwendeten Kerrund McLean einen DOTANHS-Ester zur
Derivatisierung eines tryptischen Myglobiand Cytochromc-Verdaus und komplexierten
die derivatisierten Peptide im Anschluss mit Lanthan, Terbium, Holmilimlium und
Lutetium (Kerr & McLean 2010)(Abbildung 118 B). Eine weitere Moglichkeit primére
Amine zu derivatisieren besteht in der Verwendung \Rimenyliothiocyanatderivaten
(Keoughet al. 1999) die mit primaren Aminen Thioharnstoffderivate bildéitbildung 118

A). Waentiget al verwendeterp-SCN-Bn-DOTA ((2-(4-isothiocyanatobenzyhDOTA) zur
Derivatisierung von Lysozym und beschreiben die Mdglichkeit in Abhangigkeit vom pH

Wert selektiv nur die Amindermini oder die Lysine zu markieréwaentiget al 2009) Der
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Hauptvorteil der Markierung an primaren Aminen liegt darin, dass nach proteolytischem
Verdau jedes Peptid eim@roteins wenigstens elabeltragt, im Falle Lysirhaltiger Peptide

sogar zwei.Unter Verwerdung mehrerer Metalle werden jedoche Spektren leicht
undbersichtlichAuch fir die ICPMS Analyse missen die vorangeschalteten Trennmethoden
so leistungsstark sein, dass eine Basislinientrennung der einzelnen Peptidsignale erreicht wird.
Betracliet man die doppgharkierten LysiAPeptide, so ergibt sich fur die 16Fhalyse eine
Signalverdopplung durch die beiden am Peptefindlichen Metallmarkierungenn der
molekularem MS ergibt sich hiefurch jedoch ein starker Massenzuwachs dach
maoglicherweise nachteilig auf die Peptidfragmentierung und damit auch auf die

Identifizierung auswirkekann

Strategien die darauf abzielen nur einzelne Aminosauren zu markieren bieten also den Vorteil,
dass sie die Probenkomplexitdt nicht so stark erhdhenr Ba@&bfig kommt hier die
Markierung von Cysteinen zum Einsatz. Hierflr missen zuallererst Disulfdbriicken reduziert
werden Hierzu koénnen Dithiothreitol (DTT), Mercaptoethanol oder TCERTris-(2-
carboxyethy)phosphing verwendet werdenEine Maoglichkeit die Sulfhydrylgruppen zu
derivatisieren besteht in der Reaktion mit MaleinirfAdbbildung 118 C). Hierbei wird die
Doppelbindung des Maleinimids von der Thiolgruppe des Cysteins nukleophil angegriffen
und ein Thioether gebildetFir die Reaktion wird ein calOfacher Uberschuss von
Maleinimid zu Cysteinresten bendti(Rieperet al. 2009) Ein Nachteilder Derivatisierung

mit MaleinimidoDOTA ist die oben bereits erwdhntildung der Diastereomeremnd der

damit einhergehende Sensitivitatsverl@istebarFernandezet al. 2012) Ein weiteres
Problem stellt das Auftreten von Hydrolyseprodukten denit MaleinimidoDOTA
derivatisierterPeptidedar, wodurch essbenfalls zm Sensitivitatsverluskommenkann. Zur
Vermeidung von Hydrolys@ddukten sollte der p¥Wert wahrend der Derivatisierun@ 7
gehalten werde(Pieper 2008)

Eine Alternative zur Derivatisierung der Cysteine mit Maleinimiden bietet die Verwendung
von Halogenacetamiden, die routinemallig zur Carbamidometinygjevon Cysteinen
eingesetzt wrden Whetstoneet al setzen ein DOTA mit Bromacetamid als reaktiver
Gruppe zur Markierung von Peptiden €Whetstoneet al. 2004) wobei die Markierung
durch Festphasensynthesdolgte (Abbildung 118 D). Im Gegens&z dazu wurden Peptide
und Proteineauch direkt in Losung mit DOTAlodacetamid derivatisiertSchwarzet al.
2011) Die Vorteile dieser Methode sind, dasgeringere Uberschiisse an

Derivaisierungsreagenz bendétigt werden und ¢agse Diastereomergebildet werden
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(B) Protein—NH, + N—o —» Protein—NH Kerr et al. 2012
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\ // 2007
Pieper et al.
Ny S 2009
H N\R Esteban-
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(D) Protein—SH + —» Protein NH  Whetstone et al.
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X NH-R Corneillie et al.
O 2003
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2011
kunstlich Zhang et al.
eingefuhrt 2012
rotein Yan et al. 2012
Abb. 1.18: Uberblick iberverschiedene Markierunddethoden zur kovalenten Einfiihrung eines

oder mehrerer (Metalbn)-DOTA-Molekille in Proteine oder Peptide. R steht fir eines der in
Abbildung1.17 B gezeigten DOTAMolekdle.

Eine weitere Alternative wuirde die, der i¢td-Chemie zugeordnete, Huisgé2)
Zykloaddition zwischen Alkinen und Azidebieten (Abbildung 1.18 D)Diese liefern
gewohnlich gute Ausbeuten und bendtigen keine komplexen Aufreinigungss{Kalieet
al. 2001) Ein grofRer Nachteil ist jedoch, damstweder eine Alkinoder AzidGruppe in die
Proteine eingefuhrt werden muss, so dass eine Zusatzreaktion vor der Markierung erfolgen
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muss. Bis jetzt zielten die Arbeiten darauf ab DOMArkierte Peptide oder Proteine mittels
Klick-Chemie zum diagnostischelmaging oder therapeutischen Zwecken herzustellen
(Wangleret al.2011; Zhanget al.2012) In Zukunft jedoch kdnten diese Strategien auch zur

guantitativen ProtewPeptidanalyse eingesetzt werden.

[.6 Analyse von Proteaseaktivitaten mittels Massenspektrometrie

Proteasen sind eine ubiquitdr vorkommende Klasse von Enzymen die in Organismen
mannigfaltige Funktionen ausén. Proteolyse wird als eine der wichtigsten Post
translationalen Proteinmodifikationen betrachtdDiese ist verantwortlich fur die
Proteinqualitatskontrolle und den Proteinumsaind ist aul3erdemin eine Reihe
pathologischer Prozesse wigspw. Krebs ode Entziindungskrankheiten involviert. Zusatzlich
reprasentieren Proteasen ein wertvolles analytisches Werkzeagn der Proteomanalyse.

Fur ein tieferes Verstandnis proteolytischer Reaktionen ist das Profiling und Screening neuer
Proteasen und ihrer Bstrate in der Biotechnologie, die Entwicklung von Inhibitoreie
Optimierung der Reaktissbedingungen und die Kenntisr Enzymaktivitaten eine wichtige
Voraussetzung. Schnelle, genaue und sensitive analytische Methoden sind notwendig um

Aktivitats-Screenings durchzufiihren und weitere Eigenschaften der Proteasen zu untersuchen.

Meistens werden Proteaseaktivitdten mittels sensitiadrschnellespektraphotometrische

Assays mit chromophoren und fluorophoren Substraten oder ¢Hucheszen®Resonanz
EnergieTransfer (FRET)untersucht. Der Hauptachteil dieser Methoden jstlass sie
normalerweise auf ein einziges Substrat beschrankt sind. Des Weiteren bendtigen optische
Methoden meist eine Derivatisierung der Substrate. Diese Derivatisierungen kédoem

die Eigenschaften eines Sulagés in einer enzymatischen Reaktion ungemein beeintrachtigen
(Liesener & Karst 2005b)rrefiihrende Ergebnisse kdnnen aber auch von stérenden Puffern
oder Kofaktoren in der Reaktionsmischung herrithren. Auf3erdem ist ein Multiplexing eine
groRe Herausforderung auwfmd Uberlappender Absorptionen oder Fluoreszenzen der
Markierungen(Washburnet al, 2001; Wolterset al, 2001) Wegen dieser Beschrankungen
wurden in den letzten Jahren zunehmend Methoden weiter vorangetrieben die auf der
massenspektrometrischen Bestiomg der Substratund Produktkonzentrationen beruhen.
Zusammen mit Elektrospréeyasierten Vorgehemveisen(Gerberet al. 2001; Norriset al.

2001; Konermann & Douglas 2002; Liesener & Karst 200@a)de die Matrix unterstitzte

Laser Desorption/lonisation in einer Reihe von StudianScreeningzwecken und um die
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kinetischen Eigenschaften proteolytischer Reaktionen zu bestimmen, erfolgreich angewendet
(Bothneret al. 2000; Schluteet al. 2003; Bungeret al.2004; Tholeyet al. 2006) Da bei der

MALDI MS jedoch in vielen Fallekein linearerZusammenhang zwischen Peptidmenge und
Signalintensitat besteht, verursadb$pw durch inhomogene Probenpraparation, ist die
Verwendung interner Standards fir die Peptidquantifizierung empfehlensswesevet al.

1996; Meng & Limbach 2005)Alternativ dazu kann auch die Probenpréparation verbessert
werden Bspw.dur ch di e Ve rionie tigdidi magricei on dAe auch ein
Bestimmen der quantitativen Information in einem enggnathischen Bereich erlauben
(Tholeyet al.2006)

| Nt erne St dagsdiarasr ordelratA ven Quantifizierunc
mehrere Bedingungen erflllerZum einen sollten die internen Standards eine hohe
molekulare Ahnlichkeit mit den Analyten haben, sowie dhnliche masskdnsmetrische
Eigenschaften, sodass Isotopen markierte Analoga der Analyten zu diesem Zweck bestens
geeignet sind. dm anderenmuss eine genigend hohe Anzahl der unterschiedlichen
Labels/Markierungen erhéltlich seimm MultiplexingAnalysen durchzufihrerAuch zur
Untersuchungzeitabhangige Verlaufe oder veschiedener Reaktionsbedingungen ist eine
ausreichende Anzahl unterschiedlicher Labels notweldig bereits beschrieben wurdeur z
absoluten oder relativen Quantifizierung im MSAM®dus isobare Mdierungen wie
iTRAQ (Rosset al. 2004)und TMT (Thompsornet al. 2003) entwickelt.Diese erlauben es 4

bis 8 Kanéle im Fall von iTRAQPottiezet al. 2012) sowie 810 Kanale im Fall von TMT
(Werneret al.2012; Wernekt al. 2014; McAlisteret al.2012)parallel zu analysieren

So erlaubt auch die Quantifizierung mittels LantharDI@TA-markierter Peptide ein
umfassendes Multiplexing. Peptide kdnnen Uber ihren Metallgehalt mittels
Massenspektrometrie mit induktiv gekaghiem Plasma (ICIRIS) mit hoher Genauigkeit und
Sensitivitatabsolut quantifiziert werdern(Tholey & Schaumléffel 201Q)zudem ist die ICP

MS sehr robust gegentber vielen Matrices. Basierend auf dieser Methodd_htbeet al.
einenProteaseéAssay etabliert, indem Elementarkierte Substrate veamdet werdeiiLathia

et al. 2010) Sie demonstrieren die Sensitivitdt und Anwendbarkeit als QuadrAgsay,
geeignet zur simtdnen Quantifizierung vier unterschiedlich markierter Subs{tathia et

al. 2011) Aber da die ICRMS keine molekulare Information bereitstellt, impliziert dies, dass
die Schnittstellenspezifitaten oder miébe Nebenprodukte entweder bereits naher
charakterisiert sein mussen oder wéahrend der gesamten Analyse unbekannt bleiben.

Deswegen wird in vielen Studien eine Kombination ausM3? zur relativen oder absoluten
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Quantifizierung der Peptide und Proteinendu molekularer Massspektrometrie,
insbesondere ESbder MALDI MS, zur Identifizierung der Peptide/Proteine empfohlen
(Ahrendset al. 2007; Rappel & Schaumlo6ffel 2009; Tholey & Schaumléffel 2010; Kutscher
et al. 2008)
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Problemstellung und Zielsetzung

Jede der bisher etablienteStrategien zur quantitativen Proteomanalyse mit Hilfe stabiler
Isotopenmarkierung hat ihre eigenen Starken und Schwachen, sodass immer wieder neue
Methoden gesucht und etabliert werden mussen. Die meisten Vorlaufebasienten
Methoden, wid CAT oderlCPL bspw. sind hinsichtlich der MultiplexiAgapazitaten auf den
Vergleich 24 unterschiedlicher Proben beschrankt. Die Verwendung isobarer
Markierungsstrategien erlaubt zwar den gleichzeitigen Vergleich von bis zu 10 (TMT)
(Werneret al. 2014; McAlisteret al. 2012) bzw. bis zu 8 Proben (iTRA(®ottiezet al.

2012) birgt aber andere Nachteile. Bei hochkomplexen Proben gelangen bspw. bei der
Vorlauferionenselektion Peptide ahnlicher Masse aus dem Hintergrund in das
Isolationsfenster und werden schlieRlmhséatzlichfragmentiert. Dadurch ist unklar ob das
gemessene Verhaltnis, dem des Peptids von Interesse oder dem Hintergrund entspricht; es
kommt zur Underestimationder wirklichen VerhéaltnissgBantscheffet al. 2007) Des
Weiteren mussen zur absoluten Quantifizierumgt stabiler Isotopenmarkierung aus

synthetischen Peptiden zaiind kostenintensiv interne Standards hergestellt werden.

Die Verwendung Lanthanoicharkierter Chelatkomplexe zur ProtéPeptidmarkierung
bietet demgegeniber umfassende Multiplexingkagteritund die Moglichkeit der absoluten
Quantifizierung mittels ICRMS. Die Quantifizierung mitteldCP-MS kann dann mit Hilfe

von Protein bzw. PeptidunabhéngigeMetallstandarderfolgen.

Zur Etablierung einekabelingstrategie als Tool fur die quantitagi Proteomanalyse mussen

die Derivatisierungdags jedoch erst bestimmte Voraussetzungen erfillen. So mussen die
markierten Peptide ein adaquates Verhalten in der gewahlten analytischen Methode,
insbesondere der Massenspektrometrie, zeigen. Der Fokus Alibeé lag in der qualitativen

und quantitativen AnalysBOTA- und LanthanoieDOTA-markierter Peptid¢ Amino- und
Sulfhydrylgerichtete Markierunghinsichtlich ihres Verhaltens in der MALDI Mund
MS/MS-Analyse In der qualitativen Analyse steht an tersStelle, dass dienarkierten
Peptide eine ausreichemtbnisierbarkeitim Vergleich zum unmarkierten Peptaifweisen

Somit solltensie zuallerersimit den unmarkierten Peptidemnsichtlich ihrer Signaku-
RauschVerhéltnisse $/N- = signal to noisg verglichen werdendenn eine hinreichende
Sensitivitat ist die Grundvoraussetzung jeder Methode. Des Weiterendsel&eabilitatder
derivatisierten Peptide sowie deMetallionrDOTA-Komplexe unter MALDI MS-

40



Problemstellung und Zielsetzung

Bedingungengewahrleistet seinEventuell bei der lonisation auftretendeunerwiinschte
Additions- oder Zerfallsproduktesollten untersucht werderDas heil3t, es muss die Frage
beantwortet werden ob die komplexiertdfetallionen wahrend des gesamten MALDI
Prozesses, also auch wahrend der Peptidfragmaemgieam DOTAMakrozyklus gebunden

bleiben,sowie ob der Makrozyklus selbst vollstandig erhalten bleibt.

Das Fragmentierungsverhalten der Peptigdarde dahingehend untersucht, dass geniigend
Fragmentionen entstehen, die eine Sequenzanalyse, bzw. einebdddeamalyse der
Fragmentspektren erlauberdierzu solten Fragmentspektren freier und derivatisierter
Modell-Peptide  verglichen und die Fragmentierungsmuster hinsichtlich  der
Derivatisierungsposition analysiert werden. Dariber hivawslen Markierungsspezifische
lonen ermittelt, die in unbekannten Proberspw. eine einfache Zuordnung der
Fragmentspektren zu dernkorporierten Metallionen erlauben bzw. eine einfache

Unterscheidung zwischen unmarkierten und markierten Peptiden ermdglichen.

AulBerdem sote untersucht werden, ob il unterschiedlichenMassentags(je nach
verwendetem Lanthanoidur differentiellen Quantifizierundie gleiche lonisationseffizienz
besitzenNeben der Analyse der Modellpeptideirdenauch Verdaue einzelner Proteine und
Proteinmisbungen vor und nach Derivatisierung auf die Anzahl der Peptididentifizierungen

und der Sequenzabdeckung untersucht

Hinsichtlich der quantitativen Performance der Methadeden sowohl Einzelpeptide als
auch Peptidmischungen aus einem Verdan sechs Proteinen untersucht und gleichzeitig
mit einer etablierten Methode der iTRAQuantifizierung verglichen. Diesbeziiglich sollten
beide Methoden hinsichtlich ihrer Genauigkeit, Reproduzierbarkeit und ihres dynamischen

Bereichs geprift werden.

Ferne wurde die Anwendbarkeit der Methode auch anhand eines Beispiels auf gezielte
Fragestellungen, wie die Untersuchung proteolytischer Aktivitaten, gepruft. idazie die
proteasekatalysierte Peptidhydrolyh&ch Markierung von Substrat und Prodakt DOTA

und verschiedenen Lanthanoiden zeitaufgelost dargesfeittem wurde getestet ob die
Multiplexingkapazitaten, die Genauigkeit und der dynamische Bereich der Methode
ausreichend sind, um in einem einzigen Ansatz simultan die zeitagbaRgoteolyse
unterschiedlicher Substratkonzentrationen zu verfolgen. Schlief8wlite auch die
Kompatibilitdt der Methode mit deiP-RP-HPLC anhand einer MukBubstratUmgebung,

erzeugt durch den Verdau einer 20 Proteinmischung, analysiedrden
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1. Material und Methoden

[11.1 Material

DOTA-NHS-ester 2,2',2“(10-(2-((2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)-2-oxoethyl}1,4,7,10tetra
azacyclododecanrg 4, *triyl)triacetic acid) wurde von CheMatech (Dijon, France) und
Maleinimido-DOTA von Macrocyclics (Dallas, TXJSA) bezogenDie synthetischen Peptide
wurden mittels Fmo€estphaseReptidsynthese (R.Pipkorn, DKFZ, Heidelberg,
Deutschland) hergestellt (TabeBel). Alle Standardproteine, Tris{@arboxyethyl)phosphin
Hydrochl ori d (-Neth@-Rethanthiosal®riat) (MMTS), Triethylammonium
bicarbonat Puffer (TEAB; 1M, puris®.a.), TriethylammoniumacetatPuffer (TEAA; 1M,
puriss. P.a,) 2-(4-(2-Hydroxyethyl}1-piperazinyl}ethansulfonséaure  (HEPES),
Phenylmethasrsulfonylfluorid (PMSF) Trifluoressigsaure (ca. 98%), Dimethylsulfoxid
(DMSO), Acetonitril (ACN, E Chromasolvilie Lanthawoid(lll)chlorid-hexahydrat Salze von
Terbium, Holmium, Thuliumund Lutetium, Gil-Fi br i nopepti d 98%), Neur o
Oxytocin, H6387, Endoprotease GIuC Sfaphylococcus aureus und U-Cyano4-
Hydroxyzimtsaure (CHCA) fur die L&xperimente wurden von Sigrasddrich
(Taufkirchen, Deutschland) bezoge®ie Matrix U-Cyane4-Hydroxyzimtsawe fiir die
Einzelspotanalysen wurde von Laserbiolabs (Sephigpolis Cedex, France) erhalten.
Trypsin (Sus scrofg stammt von Promega (Madison, MI, USA), isotopenangereichertes
Samarium ’Sm 965%), Gadolinium (***Gd 955%), Dysprosium (**Dy 94,4%) und
Ytterbium (*"2Yb 95%) von Eurisotop (Sairfubin Cedex, FranceDer Proteasénhibitor
Complete Mini, EDTA(Ethylendiamintetraacetat)ei wurde von Roche Diagnostics (Basel,
Schweiz) bezogerEntionisiertesWasser (18 2 Mq * ¢ mmit aewnam Adien®611VF
System (Sartorius, Goéttingen, Deutschland) hergestellt und fur alle Experimente verwendet
Das zur MSKalibrierung verwendete 4700 Proteomics Analyzer Standardséltie die
iTRAQ-4plex Reagenziewurden von AB SCIEX Darmstadt, Deutschland) bezogen.

[11.2 Software

Die Peakflachen, SHVerhaltnisse und Spektren wurden d@00 Seriesexplorer software
(Version 4.0.0 AB SCIEX, Darmstadt, Deutschlahdentnommen. Die Datenbank
Identifizierung allePeptide bzw. Proteingurdemithilfe von Mascot serve(Version 2.2.04

42



Material und Methoden

Matrix Sciences, London, EnglandorgenommenAlle LC-MALDI MS- und -MS/MS-
Daten der DOTAmarkierten Proben wurden mithilfe d&® Sciex mz convertén mzML-
Dateien umgewandelt. Die mzMDateien wurden mithilfelesProteowizardgVersion1.6.0Q
SourceForgein das mzXML-Format umgewandelDie quantitiativen Analyse der
DOTA-markierten Verdauén Form der mzXMLDateien wurde mit deMascot distiller
software(Version 2.3.2.0Matrix Sciences, London, EnglandurchgefihrtDie LC-MALDI
MS/MS Daten der iTRAQ markierten Proben wurden mithilfe @i&2Mascot software
(Matrix Sciences, London, England) mgf-Dateien (hascot generic formatumgewandelt.
Die Quantifizierung der iTRA@narkierten Proben wurdebenfals mit Mascot server

vorgenommen.

[11.3 Methoden

[11.3.1 Amino-gerichtete Derivatisierungder Modellpeptide

Die Reduktionder Cysteirthaltigen Peptidgsiehe Tabelle3.1) wurde fir eine Stunde bei
60°C mit einem dreifach molaren Uberschuss von TCEP pro CyResinhduchgefiihrt.Ein
Aliquot der Cysteirthaltigen Peptide wurde zur Derivatisierungt MaleinimidoDOTA
entnommender Rest wurde mit einem 6fach molaren Uberschuss von MMTS zu Cysteinen
fur 10 min bei RT alkyliertFir das AminereaktiveLabelingwurden die Mdellpeptide(1

mM StockLosungen)mit einem 100fach molaren Uberschuss von DENWAS-Ester (5

mM, geldst in wassertiem DMSO) zu freien Aminogrupen fir 1h bei Raumtemperatur in
75% ACN+25% HEPES (pki7,5) derivatisiert.

Tab. 3.1 Auflistung der synthesichen Peptide zur Einzelpepiierivatisierung
Cystein-haltige Peptide Cystein-freie Peptide

Peptid Sequenz Peptid Sequenz

S31 Ac-GC*NASAR S28 Ac-GK*NASAR

S32 Ac-GANC*SAR S29 Ac-GANK*SAR

S33 Ac-GANASC*R S30 Ac-GANASK*R

S34 C*C*TKPESER S35 *VLASSAR

S36 GA*CLLPK

T2 IKC*FNC*GK

Die Derivatisierung mitMaleinimido-DOTA erfolgte in 50mM HEPES (pH 7) bei 37C flur
2h mit einem 20fachen Uberschuss von Derivatisierungsreagefysteinen.
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[11.3.2 Beladungder DOTA-markierten Peptide mit Metallionen

Zur Synttese Metalmarkierter Peptidevurdendie DOTA-markiertenPeptidlésungen (175
uM) fir 1 min mit einer devier Lanthamidstocklésungen (T8, Ho*', Tm**, Lu**; 10 mM in
100 MM TEAA, pH 5,0 gevortext Fur die 6plexExperimente(Kapitel IV.2.1) wurden die
mit NHS-DOTA oderMaleinimido-DOTA derivaisiertenPeptidldsungen (175 uM) fir 1 min
mit einer der sechs Lanthaidstocklésungen (Bf, Snt*, Tb**, HO™*, Tm*", Lu®*"; 10 mM in
100 mM TEAA, pH 5,0 gevortext Fur alle Ansatzewurde mindestens ein,75facher
Uberschuss von Lanthaidl zu Derivatisierungsreagenz verwendet (ca. 350 nmol DOTA in
20 pl, 960 nmolLn®*" in 96 pl). Die P¥'-, Snt*-, Tb**-, Ho**-und Tn?*-DOTA-markierten
Lésungen (30 uM) wurden vereinigt und mit 5% ACN1% TFA zu 60 fmol/pl Lésungen
verdinnt. Die Lu*-markierte Losung wurde zud3 unterschiedlichen Konzentrationen
verdunnt, wonach sich Verhaltnisse von 50:1 bis hig,2l:1 zu den Sanderen Metaibnen

ergeben.

[11.3.3 IsobaresLabeling der Modellpeptide

Aliquots von jeweils 20 pl der alkyliertemder nichtCysteinhaltigen Peptidldsungen wurden
dem iTRAQ 4plexLabeling (laut Herstelley unterzogen.Die Proben wurden dazu mit
iTRAQ-Reagenz (gel6st in 70 pl Ethan@0% 1min gevortext und 1h bei RT inkubienur
Entfernung des Ethanols wurden &é®ben eingeengt unait 5% ACN, Q1% TFA auf eine
Konzentration von 4@mol/ul gebrachtZur Bestimmung des dynamischen Bereichs wurden
die 114,115 und 116markierten Peptidiésungen (40 puM) vereinigt und mit 5% ACNY%®

TFA zu 60 fmol/ul Losungen veiohnt. Die iTRAQ 117markiertenProbenwurden analog zu

den LutetiummarkiertenPeptidenzu 13 unterschiedlichen Konzentrationen verduriber
schematische Arbeitsablauf zur Markierung und Quantifizierung der Einzelpeptide ist in
Kapitel IV.2.1 in Abbildung4.11ausfuhlich dargestellt.

[11.3.4 Proteinverdau und Markierung flr die qualitative Analyse

Eine Stocklésung von Rinderserumalbumihnig/ml) wurde mit einem dreifach molaren
Uberschuss von TCEP zu Cysteinrest@ml, 50 mM) in 40 mM TEAB-Puffer fir 1h bei
60°C reduziert. Die reduzierten Proteir8Q pg) wurden 10 h in 40 mM TEAB, pH 8 bei
37°C mit Trypsin (3ug) verdayGesamtvolumen 30Ql). Der Verdauvurdein drei Aliquots
geteilt. DieAmino-gerichteteDerivatisierung erfolgte durch Zugabe vbrmgDOTA-NHS-
Ester (gel6st in wasserfreiem DMSID) 1h bei Raumtemperatur 5% ACN+25%100 mM
HEPES (pH>7,5) derivatisiert.Die Thiol-Derivatisierung erfolgte in 5thM HEPES (pH 7)
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bei 37°C fur 2 h mit 800 pg MaleinimidoDOTA (~20fache Uberschuss von
Derivatisgerungsreagenz zu CysteinenZur Beladung der PeptidebundenenDOTA-
Komplexe wurdeein 10fach molareUberschuss ddranthanoidonen(Tb**/Tm®") gegeniiber

Derivatisierungsreagereingesetzt un@h bei 37°Gnkubiert

[11.3.5 Proteinmischung fir die LC-MALDI MS/MS-Analyse (qualitative
Analyse)

Eine Mischung der sechs ProteiBSA, U-Lactalbumin, b-Lactoglobulin, Serotransferrin,
humanes Transferrin und Huhnerlysozymardemit 12 ul TCEP (50 mM) fir 1 h bei 60°C
reduziert Die Probe wurde geteilfeweils 300 pgrotalProtein)und ein Aliquot wurde mi6

pl MMTS (200mM) 10 min bei RTalkyliert. Beide Proben wurden mit jeweilgu§ Trypsin
vier Stunden lang verdaugin Aliquot dernicht-alkylierten Probe(40 pug) wurde mit400 ug
Maleinimido-DOTA 2 h bei 37°Cderivatisiert Zur Beladung der Chelatoren mit Metallionen
wurde ein funffacher Uberschuss Lutetiuna Derivatisierungsreagenzerwendet. Alle
Proben wurden mit 5% ACN,,I6 TFA zu 5 nM LoOsungen verdinnt. Jeweils zwei

technische Replikate der chromatographischieennung wurden durchgefuhrt.

[11.3.6 Proteinmischung fur die LC-MALDI MS/MS-Analyse (quantitative
Analyse/ITRAQ-DOTA-Vergleich)

Zum Vergleich unterschiedlicher Konzentrationen eines Proteinsden aus 75 uM
Proteinstocklosungen vonbovinen Ser u ma | b-uact Inh u mELactoglobdlin,
Serotransferrin, humane Transferrin und Hdhnerlysozyrwie in Tabelle 3.2 gezeigt, 4
unterschiedlich zusammengesetzte ProteinmischungeAdAlergestellt Proteinmischung

A3 simuliert ein biologisches Replikat von A2.

Tab. 3.2 Zusammensetzung derdeeinmischungen AR4. In Mischung A 1lliegen niedrige
Konzentrationerv o n humanem Trandfaert oigh o b-lBattddbommwan. A2 Y]
stellt ein biologisches Replikat von3Amit einem Verhdltnis der Proteine von 1:1.damMischungA4

liegen hohe Konzentrationeno n Al bluard tng | Hu-bactoglobwlimwbr. b

pmoliul Al ||i|i A2 [u] A3[u] A4u]  ALA2 A2/A2 A3/A3 A4IA2

Transferrin (Mensch) 75,15 50 50 50 1 1 1
Albumin (Rind) 75,07 10 50 50 200 0,2 1 1 4
U-Lactalbumin (Rind) 75,13 20 50 50 - 0,4 1 1 -
b-Lactoglobulin (Rind) 75,09 10 50 50 0,2 1 1
Transferrin (Rind) 74,98 50 50 50 50 1 1 1 1
Lysozym (Huhn) 75,29 50 50 50 50 1 1 1 1
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Die vier Mischungen wurden mit 50 mM TEAB auf ein Vimlan von 1 ml aufgefllt (Al =
450 pg Protein, A2= A3 =1000 pg,A4 = 2400 pg) Die Thiol-Gruppenin je 240 pl der
Mischungen A1A4 wurden mit5 pl 50 mM TCEP in 50 mM TEABfur 1 h bei 60°C
reduziert. Anschlid3end wurden die Proben mit 1@ [Irypsinfir 16 h bei 37°C verdauZur
iITRAQ-Derivatisierung wurden jeweils 20 pl von den MischungenrAdlentnommen und
jeweils 1 pl MMTS (200 mM) und 9 pul TEAB (1 M) zugegeben. Die Blockierung der
CysteinSeitenkettenerfolgte fur 10 min bei Raumtemperatlie iTRAQ-Reagenzieri14

117 wurde mit 70 pl Ethanol (70%) versetzt und zum Ldsen der Reagenzien 1 min
gevortext.Alle ProbenAl-A4 wurden mit den Reagenziene in Tabelle3.2 gezeigt versetzt
und 1 h bei RT inkubiert.

Zur Amino-gerichteterDerivatisierung wurde 20 pl der Verdauemit 1 pl MMTS 10 min bei
RT alkyliert und die Derivatisierung erfolg&h bei RT mit 200 pgNHS-DOTA-Ester(in 2%
DMSO, 200 mM HEPES, pH,5). Zur Sulfhydryl-gerichteterDerivatisierung wurde20 pl
der Verdaue mitl00 pgMaleinimidoDOTA (in 50 mM HEPES, pH ) fur 2h bei 37°C
inkubiert. Die Beladung mit Metallionewon je 20 ul der DOTAderivatisierten Proben Al
A4 wurde durch Zugabe von 70 pl der LantbigrStocklésungenl0 mM in 100 mM TEAA,
pH 50; ¥?Snt*-, Tb®*-, Ho*- und LU**-) entsprechend Abbildund.15 (Kapitel IV.2.2)

durchgefuhrund anschlieRend 1 min gevortext

[11.3.7 MALDI MS-Probenvorbereitung

Vor derVereinigung der derivatisiertanit den unmodifiziertefPeptiden wurden die Proben
mit 10% TFA angesauert (bis zu einem gl Fur den Intensit&fgergleich der
Einzelpeptidewurden je 50 fmol der Lésungen (50 nM) in CHCA auf ein Target (Opti
TOF™ 384well plate AB SCIEX, Darmstadt Deutschlanggespottet. Die Verdaue wurden
mit 30% ACN, Q1% TFA zu 250pM Lésungen verdinnind jeweils 1ul, entsprechend 250
amol, mit 1 pl CHCA (4ng/ml in 50% ACN, (1% TFA) gespottet.

[11.3.8 Trennung mittels nano-IP-RP-HPLC

Die Peptide aus dem Verdau der sechs Modelproteine wuardesinem U3000 nanblPLC-
System (Dionex, Idstejibeutschland)welchesdirekt an einen Probot microfraction collector
(LC Packings, Amsterdam, Niederlande) gekoppelt ist, chromatographisch getrennt und auf
MALDI -Targets gespottet. Volumina von f0der 5nM Peptidlésungen wurden Uber eine
50 ul Probenschleife mit einemldss von 30 pl/min (1% wassrige TFA, 3% ACN; fin)
auf eine Acclaim PepMapl00 C18 Trapaule (5um, 03x 10 mm; Dionex Idstein,
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Deutschland)angereichert Die Peptide wurden dann aefne Acclaim PepMapl00 C18
Trennsaulg5 um, 75 pumx 150mm; Dionex Idtein DeutschlandjeladenDie Trennung der
Peptide erfolgte mit einem Fluss voBjdl/min und dem folgenden Gradienter180 min
5%-50% B, 101111 min 50%95% B, 111116 min 95% B, 116117 min 95%5% B, 117

135 min 5% B. Eluent A setzt sich zusammen Q5% wassriger TFA und Eluent B aus
80% ACN, Q04% TFA, 20% deionisiertes Wasser (v/v/v). Die eluierten Peptide wurden
direkt mit Matrixlosungn einem Verhaltis von 1:3(v/v) gemischt (3ng/ml CHCA in 70%
ACN, 0,1% TFA, 5nM Glu*-fibrinopeptid B) und m 15s Intervallen von Minute 1325
gespottet.

[11.3.9 Analyse mittels MALDI-TOF MS und MS/MS

Alle MALDI MS -Analysenwurden auf einemAB SCIEX TOF/TOF™ 5800 System(AB
SCIEX, Darmstadt Deutschlaphdm Reflektor positiv lonenmodus durchgefiihrt. Die MS
Daten wurda mit insgesamt 1002000 Schuss pro Spelin (200 Schuss pro Subspektrum,
Akkumulation von 10 Subspektren) mit einer Laserpulsrate von 400 Hz aufgenoifimen.
die EinzelPeptidMessungen wurde die M&alibrierung als Default Kalibration
durchgefiihrt. Die MS-Spektren der L@VALDI -Experimente wurden intern auf Glu
Fibrinopeptid B und einen Matrixcluster bei einem m/z von ,&3# kalibriert. Fur die
MS/MS-Spektren wurden die Signale von 2500 Schissen gemittelt bei einer Pulsrate von
1000 Hz.Die Vorlauferioren wurden mittels zeitlicher lonenselektiont einer Auflésung

von 300 (FHWM)isoliert Die Peptide wurden entweder mit PSD oder CID fragmentrett

einer Verzogerung/ Abbremsung auf eine Energie von 1kV. Fur CID Experimente wurde
Raumluft mit einem miteren Druck von 18 Torr verwendet. In deProteinverdauen wurden

die acht intensivsteBignalezur Fragmentierung ausgewahlt. Die Fragmentspektren wurden
mi t dom nfragrentation calculatdr ,welcher in der Data explorer software 4.10
implementiert is manuell analysiert. Fur die EMALDI MS-Analyse wurden die 15
intensivsten Signale pro Spot mit einem SignaRauschVerhaltnis von mindestens 30

ausgewahlt und mittels CID fragmentiert.

11.3.10 Proteinidentifizierung und Datenbanksuche

Die Datenbankanalys#er Sechd’roteirMischung wurde mit Hilfe von Mascot 2.2.04 in der
SwissProtDatenbank (Heruntergeladen am 15.10.2009) mit Eintragen beschrankt auf
Chordata Trypsin als Enzym, zwei erlaubte Fehlschnittstellen, Precursortoleranz von 20 ppm
und eine Fragmetoleranz von B Da durchgefiihrt Die Methioninoxidation wurde als
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variable Modifikation ausgewéhlt, sow/ethylthid+Cysteind oder ALu-DOTAf-Cysteine
jeweils als fixe Modifikation

1.3.11 Einzel-Substrat-ProteaseAssay

Zur Untesuchung des tryptischen Verwgaim EinzelSubstratAnsatz wurde das Peptid
Neurotensin mit TEAB (25 mM) auf 8 verschiedene Konzentrationen zwis¢AgruM und

15 uM verdinnt. Zu 180 pl jedé&ferdinnungwurden gleichzeitig 12 ng Trypsin in 20 ul 25
mM TEAB mit der MehrkanaPipette ggeben, um die Enzymreaktion zu starten. Nach
besti mmten Zeitintervallen (30 s, 60 s, e
sofort in 40 pl Quenchingtésung bzw. Stopthésung (250 uM PMSF, 17 uM AEBSBEA(2-
Aminoethyl)benzensulfonylfluorid)) gegeteDie Derivatisierung erfgte schlie3lich durch
Zugabe von 40 pl Derivatisierungslosung ,821M NHS-DOTA) in 75% ACN +25% 200
mM HEPES (pH > 5)) und Inkubation fir 2 h bei RT. Zur darauffolgendgsiadung mit
Metallionenwurden jeweils 20 ul der demisierten Peptide entnommen und mit 50 pl der
Lanthamid-Lésungen (T, Ho™*, Dy**, Tb**, G&®*, Sn?*, Pr** oder L&"; 5 mM in 100 mM
TEAA, pH 50) komplexiert. Somit wurde ein3ach molarer Uberschuss von Lantbianzu
Derivatisierungreagenz bei dieseKomplexbildungsReaktionengewahlt. Zur Erzeugung
des internen Produi@tandards (ISP) wurde Neurotensin (15 uM) 16 h lang mit 12 ng
Trypsin verdaut. Zur Erzeugung des internen SubStiaatdards (ISS) wurde Neurotensin (15
MM) mit 25 mM TEAB anstelle de Enzyms inkubiert. Das anschlieer@@eenching, die
Derivatisierung undMetall-Beladung wurde wie bereits beschrieben durchgefiihrDer
gesamte Arbeitsablauf des Ein&lbstratProteaseAssays istin Kapitel IV.3.1 Abbildung

4.20schematisch dargestellt.

111.3.12 Probenvorbereitung fur den Multi-Substrat-ProteaseAssay

In 2 mg einer Mischung von 2Broteinen(siehe Tabelld.3) wurden dieCysteine wiebereits
beschrieben reduziert und alkyliert. Um kirzere Fragmente fur den nachfolgenden tryptischen
Verdau zu eraggen wurden die Proteine erst mit der EndoproteaseCGiul00 mM HEPES

pH 7,5 fur 16 Stunden bei 37°C verdaut. Die entstandenen Peptide wurden von unverdauten
Proteinen und der Protease uber 10 kidfoffFilter (Amicon Ultra0,5 ml Zentrifugalfilter)
abgetrennt und dedie Peptide enthaltend®urchfluss wurde mit 25 mM TEAB zu
ProteinkonzeystlpabOygb Bk asusn drhpid) verdijnat.b
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Tab. 3.3: Zusammensetzung der -BOoteinmischung, mit Angabehrer UniProtKBID-

NummernderKonzentration der Stocklésung und der Stoffmengenkonzentrationen im\@idau.

Proteinname (Organismus) UniProtKB identifier I [ng/ul] ¢ [pmol/ul]
Albumin (Rind) P02769 - ALBU_BOVIN 10,06 145,11
Ovalbumin (Huhn) P02769 - ALBU_BOVIN 10,18 229,83
Carboanhydrase 2 (Rind) P00921 - CAH2_BOVIN 9,95 341,61
b-Lactoglobulin (Rind) P02754 - LACB_BOVIN 9,99 546,43
Histon Hlla Typ | POCOS9 - H2A1_BOVIN 10,23 682,14
Transferrin (Rind) Q29443 - TRFE_BOVIN 10,29 132,30
Transferrin (Mensch) P02787 - TRFE_HUMAN 10,13 131,49
Ubiquitin (Rind) POCG53 - UBB_BOVIN 5,09 275,76
Malatdehydrogenase (Schwein) P00346 - MDHM_PIG 8,50 178,85
Lysozym (Huhn) P00698 - LYSC_CHICK 10,10 622,15
Myoglobin (Rind) P02192 - MYG_BOVIN 4,53 75,68
Katalase (Rind) P00432 - CATA_BOVIN 10,26 171,28
Ribonuklease (Rind) P61823 - RNAS1_BOVIN 10,10 613,42
Cytochrom ¢ (Pferd) P00004 - CYC_HORSE 10,07 850,79
U-Lactalbumin (Rind) P00711 - LALBA_BOVIN 10,13 623,64
U-Casein (Rind) P02662 CASAL_BOVIN 10,22 416,84
b-Casein (Rind) P02666 - CASB_BOVIN 10,21 406,65
P02470 - CRYAA_BOVIN,
U-Crystallin (Rind) P02510 - CRYAB_BOVIN 4,59 230,44
P00327 - ADH1E_HORSE,
Alkohol-Dehydrogenase (Rind) P00328 - ADH1S_HORSE 10,19 255,13
Phosphorylase B (Kaninchen) P00489 - PYGM_RABIT 9,46 97,23

11.3.13 Multi -Substrat-ProteaseAssay

Fur die Analyse des zeitlichen Verlaufs einer tryptischen Proteolyse wurden zu 180 ul
Aliquots jederVerdinnung(Substratkonzentrationem, by) 0,6 pg Trypsin zugegeben. Das
Quenching, die Derivatisierung und df@mplexierungder Lanthanoidionemrfolgten wie
bereits fur die EinzeSubstratAnalyse beschrieben. Fir jede Substratkonzentration wurde
zusatzlich ein technisches Replikat amgedt, d.h. fir jede Substratkonzentration wurden
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parallel zwei Enzymreaktionen durchgefihrt. Alle Proben des zeitlichen Verlaufs wurden
jeweils einmal mit B ( A ) , PE) ,( bHA), odebTm ( HB) durchgefihrt. Zum
reverserLabdingw u r d-& mibTm, ;-5 mi t »-AHhot Tb ubn ¢-B it Dy markiert.

Die internen Standards wurden ebenfalls analog wie bei der Einzelsubstigse unter

Ver wendung der h° her en) geribris tAls aKonkradlen wedert r at i ¢
zusatzlich noch Aliquots jede€Substatkonzentration mit Puffer anstelle der Enzy@isung
inkubiert, i0n rrdgitggnétberechnetal s A

Der gesamte Arbeitsablauf des MuftubstratProteasedssays (ohne reversesabeling ist in
Kapitel IV .3.2 Abbildung4.24 schematiscllamgestellt.

11.3.14 MALDI MS-Probenvorbereitung

Fur alle Proben wurden jeweils 20 pl von jedem Kanal, bzw. jeder mit einem bestimmten
Lanthanoidioamarkierten Probe vereinigt und mit 1 pl 10%iger TFA angeséauert. Die Proben
der EinzelSubstratAnalyse wurden fudéch mit CHCA (5 mg/ml) verdinnt und in 4l

Aliquots achtmal auf ein Target gespottet.

11.3.15 Trennung mittels nano-IP-RP-HPLC

Die Proben der Multisubstr#tnalyse (jeweils etwa 100 ng) wurden mit einem Gradienten
von 550% B dber 96 min und far 5 min mit 509%6% B getrennt.Das LGSystem ist in
Kapitel 111.3.8 beschriebenVon Minute 20101 wurden die eluierenden Peptide direkt mit
Matrix gemischt und in 28 Intervallenwie zuvor beschriebegespottet.

11.3.16 Analyse mittels MALDI-TOF MS und MS/MS

Die MS-Daten wurden wiezuvor beschrieben durch Akkumulation von 2000 Schuss (200
Schuss pro Subspektrum, Akkumulation von 10 Subspektren) in einem Masssenbereich von
m/z = 8004000 im Reflektor positiv lonenmodus durchgefilidie Kalibrierung wurde
ebenfallswie bereits bescigben durchgefuhrt. Zum MuiubstratAssay wurden bis zu 40
Vorlauferionen pro Fraktion (pro Spot) ausgewahlt und der MSAW&8yse mit Hilfe des
dynamic exit algorithnals Stoppkriterium unterzogeie Fragmentierungrfolgtebei einem
mittleren CIDDruck von 2x1G Torr. Des Weiterenwurden nurSignale mi einem S/N-
Verhdltnis von>10 awsgewahlt Die VorlauferioneAMassentoleranz zwischen Spots wurde

auf+200ppmgesetzt und als minimale Chromatogramm Peakbreite wurde 1 Spot gewahlt.
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1.3.17 Proteinidentifizi erung und Datenbanksuche

Fur die EinzelSubstratAnalyse wurden die Peakflachen der differentiell markierten
Neurotensinpeaksithilfe des AData analysis todi, welches in der 4000series explorer

Software {/ersion 4.0.Dimplementiert ist, extrahiert ungerglichen.

Die Datenbankanalyseler mzXML-Dateien wurde mit Mascot server2.2.04 in einer
Datenbank die alle 20 Proteinsequenzen enthalt durchgefiihriAmieo-gerichtete LA'-
DOTA-Modifikation wurde alsexclusiveModifikation angenommen und in die Masco
Quantifizierungsmet hode i mMethyBhneQysieine alst fixe Zu s 2 t
Modifikation und Oxidation der Methionine als variable Modifikation ausgewdthe
Vorlauferionentoleranz von 2ppm und eine Fragmenttoleranz vor29 Da wurde flralle
Datenbanksuchen  zugelassen. Die M8libstratAnalysen wurden mit zwei
unterschiedlichen Einstellungen fur daglrolysierendd=nzym vorgenommen. Erstens wurde
eine Suche mit sertlu-C (schneidet carboxterminal am D und E) durchgefuhrt. Zweitens
wurde eine Suche mit einer Kombination von s&hi-C und semiTrypsin (carboxy
terminal R und K) durchgefihrt. Fir beide Suchen wurde die maximale Anzahl an verpassten
Schnittstellen(missed cleavaggsuf zwei gesetzt. Nur Peptide mit aimg@eptide scorkon

scoreO 1, dlie zusatzlich dasequire bold redKriterium erfiilllen, wurden weiterhin analysiert

und quantifiziertDie quantitative Analyse erfolgte schlief3lich vei@vor beschrieben mit der
Mascot Distiller Software (Version 2.3.2.0). Nur Peptide, die folgende Bedingungen
erfullten wurden zur Quantifizierungugelassen: Korrelatiorireshold >0,85, Fraktion
treshold >0,7, Intensitdt >2000; nuunique (einzigartigé Peptide wurden erlaubt. Weitere
Parameter der Quantifizierung basierend auf dentagttan lonenchromatogrammesren:

|l ntegration der extrahierten | ®egel (Atkihsono mat o ¢
1989) keine Glattung der XlGugelasseraber Retentionszeitunterschiede der differentiell
markierten Peptidezugelassen Peptide mit oxidierten Methioninen wurden von der
Quantifizierurg ausgeschlossen. In der Quanrungsmethode wurde keine Nornsadirung

der Daternvorgenommen
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IV. Ergebnisse

IV.1 Qualitative Analyse

Bevor eine Markierungsstrategie auf quantitative Fragestellungen angewendet wird, muss
Uberpruft werden, ob die Methode rein qualitativ ldezeitsbeschriebenen Voraussetzungen
in der gewéhlte analytischen Instrumentierung, hier 8ALDI MS und MS/MS erfulltUm

das MS und MS/MSVerhalten DOTAmarkierte Peptide zu untersuchen, wurde eine Reihe
synthetischer Peptide mit einemder zwei Cysteinen, sowie primaren Aminogruppen
derivatisiert undanalysiert Zuséatzlich wurden Peptide die durch tryptischen Verdau von
Rinderserumalbumigeneriert wurdenuntersucht. Alle Peptidsind in Tabelle4.1 und 4.2

mit ihren monoisotopischen mf&/erten in unmarkiertem Zustand, nach Derivatisierung mit
Maleinimido- bzw. NHS -DOTA, sowie nachBeladung des Chelatorsit einem der vier
Metallionen (Lu**, Ho®, Tb*, Tm®) aufgelistet. Die Einfuhrungder MetallDOTA-
Markierung wurde immer in zwei Schritten durchgefihrt. Im ersten Schritt wurden die
reduzierten bzwalkylierten Peptide, die im folgendéiPs {reie Peptide genannt werden,

mit Hilfe der Amino- oder Sulfhydrydreaktiven Gruppedes ChelateMolekils (NHS- oder
Maleinimido-DOTA) kovalentmit dem Makrozyklus verknipft, wodurch die sogenannten
DOTA-derivdisierten metallfreien Peptide (DPs) entstehefm zweiten Schritt wirddas
Metallion hinzugefligt Dies wird durch Koordination im DOTARIngsystem gebunden,
wodurch marMetaltbeladeneund DOTA-derivatisierte PeptideMDPs) erhaltWie bereits
beschriebeist es auch moéglich di8ulfhydryl gerichtete MetalDOTA-Markierungin einem
Schritt durchzufihrefAhrendset al.2007) DasMaleinimido-DOTA-Molekil wird dazumit
dementsprechenden Metadh vorbeladen, wonach dann die Derivatisierung der Cysteine mit
dem Metall-DOTA-Molekdil erfolgt. Bei der Derivatisierung mit NH®OTA ist dies nicht
moglich ,da die Halbwertszeit dedlHS-Estes beschranktist (Kalkhof & Sinz 2008) Zur
besseren Vergleichbarkeit wurdendieser Studialle Probemacheinander derivatisiert und
komplexiert Dies hatauch den Vorteil, dass die DPs untersucht werden kénnen, d.h. die

metallfreienDOTA-derivatisierten Peptide.
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Tab. 4.1 Auflistung der mit Maleinimido-DOTA derivatisierten Peptide inklusive ihrer
Aminosauresquenzen undder monoisotopischen mMVerte des [M+HJ-lons vor und nach
Derivatisierung, sowie nach détetallierungmit einem der vier Lanthaidionen LJ*, Ho*, Tb*
und TnT*. Die Derivatisierungsstellen sind mit einem Stern markiert.

Peptid monoisotopische m/z-Werte
Sequenz
under. DOTA Lu-DOTA Ho-DOTA  Th-DOTA Tm-DOTA

S31 Ac-GC*NASAR 720,31 1246,55 1418,47 1408,46 1402,45 1412,46

S32 Ac-GANC*SAR 720,31 1246,55 1418,47 1408,46 1402,45 1412,46

S33 Ac-GANASC*R 720,31 1246,55 1418,47 1408,46 1402,45 1412,46

S34 C*C*TKPESER 1052,45 2104,93 2448,76 2428,74 2416,73 2436,75

S36 GA*CLLPK 701,4 1578,69 1750,61 1740,6 1734,59 1744.6

Tl VKC*FNC*GK 898,42 1950,90 2294,71 2274,71 2262,71 2282,72

T2 IKC*FNC*GK 912,44 1964,92 2308,76 2288,73 2276,73 2296,74
Oxytocin C*YIQNC*PLG-NH, 1009,46 2061,94 2405,78
Inhibitor der HIV-Integrase 2 HC*KFWW 906,41 1432,65 1604,57

Tab. 4.2: Auflistung der mit NHSDOTA derivatisierten Peptidénklusive ihrer Sequenzen und

der monoisotopischen mM/erte des [M+H]J-lons vor und nach Derivatisierung, sowie nach der
Metallierung mit einem der vier Lanthaionen LJ¢*, Hd*, Tb* und Tn?". Die

Derivatisierungsstellen sind mit einem Stern markiert.

Peptid Sequenz monoisotopische m/z-Werte

under. DOTA Lu-DOTA Ho-DOTA Th-DOTA Tm-DOTA
S28 Ac-GK*NASAR 745,40 1131,58 1303,49 1293,48 1287,48 1297,49
S29 Ac-GANK*SAR 745,40 1131,58 1303,49 1293,48 1287,48 1297,49
S30 Ac-GANASK*R 745.40 1131,58 1303,49 1293,48 1287,48 1297,49
S35 *VLASSAR 703,41 1089,59 1261,51 1251,5 1245,49 1255,5
S37 *YLYEIAR 927,49 1313,67 1485,59 1475,58 1469,58 1479,59
S38 *LGEYGFQNALIVR 1479,80 1865,98 2037,89 2027,88 2021,88 2031,89
S39 *LVNELTEFAK* 1163,63 1935,99 2279,83 2259,81 2247,8 2267,81
S40 QTALVELLK 1014,62 1786,98 2130,82 2110,80 2098,79 2118,80

Derivatisierungder Cysteine

Zunachst wurden diMS-Spektren Cystedhmaltiger Peptide jeweils nach Derivatisierumg
Maleinimido-DOTA und zusatzlich nactKomplexbildung mit einem derLanthanoidionen
analysiert Soweit nichtanders beschrieben, wurdeutetiumonenzur Metallierunggewahilt.

Im Folgenden werden die Ergebnisse fur Peptid T2 (IKCFN{;GKarkiert an Cys3 und

Cysg beschrieben; vergleichbare Resultate wurden jedoch fur alle verwendeten Peptide und

Lanthamidionen erhalten. Die Reaktionmit Maleinimido-DOTA resultiert in einer
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Massenzunahme von 526,24 Da pro derivatisiertem CyRtest. ImMS-Spektrum des DPs
von T2 ist ein einzelre Signal bei einem m/z von 1984zu beobachtendas dem [T2
Peptid+2DOTA+H]-lon erntspricht (Abbildung4.1). Des Weiteren wurden einige Signale
niedriger Intensitat in fasallen mit MaleinimidoDOTA derivatisiertenPeptidendetektiert

die folgenden Degradationsproduktenentsprechen Massenverluste von 98 Da,
entspechen einem Neutrgerlust einer Actylseitenkette-GH,CO,) des DOTAMolekils,
bzw. von 4399 Da entsprechend einem Neutralverlust V&0, (bzw. auch 2x 43,99
entsprechenainem doppelten Neutralverlust varCO,). Die Intensitdten dieser Signale
betrugen weniger als 5% mddntensitaten des vollstdndigen DPs, auch bei héheren
Laserenergien. Zusatzlich konnten aweéniger intensive Signale beobachtet werden, die
Natrium und KaliumAddukte der DPs darstellen und in den Intensitaten vergleichbar mit
den Na und K-Addukten de underivatisierten Peptidgnd.

Intensitét (A) Intensitat (B)
0,
[%] 1964, 92 [%] 2308.76 2308,76
1001 TN 100- : \
100 N\
801 80 75
60 - 60 50
1 407 B L
0l 190692 20 2300 2305 7273{10 2315 2320
[ 1920,94 1986,90 R | .
0 il o, — : iy . 0 : : , e By
1900 1920 1940 1960 1980 2000 1950 2030 2110 2190 2270 2350
Masse (m/z) Masse (m/z)
Abb. 4.1: (A) MS-Spektrum des zweifach DOTA derivatisierten Peptids T2

(T2=IKC*FNC*GK) mit einem Signal bei einem m/z von 1982 entsprechend dem lon
[M+2DOTA+H]", sowie Signalen bei m/z 1980: [M+2DOTA+Na[; m/z 192(94: [M+2DOTA-
CO+H]"; m/z 190692: [M+2DOTA-(CH,CO,)+H]" (-58 DaAddukf). (B) Nach derBeladungmit
zwei Lutetiumlonen verschieben sich die Signale zu einem m/z von Z&&ntsprechend des
[M+2DOTA+2Lu-5H]"-lons und bei m/z 22643 entsprechend dem [MBDTA-CO,+2Lu-5H]"-lon.

Im Gegensatz zu den FPs und DPs wurdeden Spektren devetallDOTA markierten
Peptide auch ein geringerer prozentualer Verlust von 4£@egradationsprodukten
verzeichnet, wohingegen ein Verlust von,@8Da, entsprechend der Acetylppe bei

Anwesenheitler Metallioneniiberhaupt nicht detektierturde

In MS-Spektren des Peptidhormons Oxytgcivelches in derivatisierter als auch in
komplexierterForm analysiertwurde, sindweitere Signalemit Abstanden vomominal 18

bzw. 36 Da zm Hauptsignalzu detektieren(Abbildung 4.2). Hierbei handelt es sich um
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Hydrolyseprodukte des Maleinimidbezw. der Funfring der nach Derivatisierung des Peptids
mit MaleinimidoDOTA entsteht, wird durch Anlagerung von Wasser gespalers wird
zusatzich im Kapitel IV.1.2 Fragmentierung¥erhalten gezeigtin Abbildung 4.2 (A) ist
deutlich zu erkennerdass dieSignale derHydrolyseprodukte intensivesind als @& des
Peptids mit nicht hydrolysierter DOTA-Modifikation. Durch die zuséatzlichen
Degradatiosprodukte durchVerlust von-CO, und -CH,CO, kommt eszu 5 zusatzlichen

Signalenund somit zur Erhéhung der Spektrenkomplexitat.

Intensitat P18 > 18 > (A) Intensitat (B)
%] . 207996 [l
100 L 100 242378
-44 (-COy)
80 58 (-CO,) 80 18
| 240577
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-4 (:€02) 2097,96
20] 202195
20219 2035,97 20
2061,96
m 2053.08 22010 5\.
0 L mhl — 0 A,\,./\J AN
2000 2028 2056 2084 2112 2400 2408 2416 2424 2432
Masse (m/z) Masse (m/z)
Abb. 4.2: (A) MS-Spektum des Peptids Oxytocif{C*YIQNC*PLG) bei einem m/z von

2061,96 von [M+2DOTA+H] und Signalen beieinem m/z von 2079,96 und 2097,96 der
Hydrolyseprodukte[M+2DOTA+H,O+H]" und [M+2DOTA+2H,0+H]" nach Derivatisierung mit
MaleinimidoDOTA. (B) Nach Beladungmit Lutetiumlonen liegt das Signal bei 2405,77 fur das
[M+2Lu-DOTA +H]" und das des Hydrolyseproduktib2423,78 entsprechend dejil+2Lu-
DOTA+H,O+H]".

Derivatisierungder AmincGruppen

Die Peptidsequenzen der DOTd&rivatisierten Peptide sinth Tabelle 4.1 aufgelistet.
Abbildung 4.3 A zeigt das MALDI MS Spektrum des synthetischen Peptids S30, Ac
GANASKR nach deDerivatisierung mitNHS-DOTA (DP). Hier istein intensives Signal bei
1131,58 entsprechend einem Massenzuwachs voril88Ba verglichen mit dem freien Peptid

(FP), zu beobachten Zusatzliche Signale in diesem Spektrum sind Verunreinigungen
zuzuorahen, die bereits in den Spektren des freien Peptids beobachtet werden konnten (nicht
gezeigt). DieBeladungder derivatisierten Peptide mit einévtetallion (Lu*") filhrte zu einem
intensiven Signal bei einem m/z von 13@3, Dies entsprichieinem Massenzuwas von

55809 Daverglichen mit dem freien Peptid und 121, Daverglichen mit dem derivatisierten
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Peptid Abbildung 4.3). Wie bereits fir die Cystethaltigen Peptide beschrieben, sind die
Signalintensitaten der Neutralverluste id@O, in Anwesenheit deMetallionen, d.h. nach
Metallierung der DOTAmarkierten Peptidejeutlichweniger stark ausgepradder Verlust
eines Acetylrestes%8,01 Da) konntenicht detektiert werdemNa und K-Addukte konnten in
allen Spektrenrelativ zum protonierten Peptid fudie unmarkierten, die DOTA

derivatisiertenund die MetaHbeladenen Peptide in etwa gleichem Mal3e beobachtet werden.

Intensitat (A) Intensitat (B)
% %
o 113158 . 1131.58 1ol 130349 1303,49
80+ 80
60 1073,55 60
/108757
409 ol 404 /ﬂ@
foa5 101 1097 1113 1129 114 111513ég448 10246““1256 1272 1288 1304 1320
204 20240 12T 1341 43
877 037, 1087.57 e o
s N S i
O-l'u Al el ek L | .L. : . Obdaill ponatlal | JILL —ii :-1..25?'48 dlall
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Abb. 4.3; (A) MS-Spektrum des synthetischen Peptid S30 (Ac-GANASKR) nach

Derivatisierung mit DOTANHS-Ester zeigt Signak bei einem n# von 113158 entsprechend dem
lon [M+DOTA+H]*, m/z 115354: [M+DOTA+Na]"; m/z 118%48: [M+DOTA+Fe2H]"; m/z
108757: [M+DOTA-CO+H]"; m/z 107355: [M+DOTA-(CH,CO,)+H]" (-58 Da) (B) Nach der
Beladung mit LutetiumMonenist eine Massenzunahme von 191l ,Daverglichen mit dem DP zu
beobachtenwomit das Signal vofM+DOTA+Lu-2H]" zu einem m/z vori30349 verschoben ist; die
weiteren Signaleliegen bei einem m/z von 1348: [M+DOTA+Lu-H+K]* und m/z 125948:
[M+DOTA-CO,+Lu-2H]".

Fur Peptide, die mehr als eifaninogruppe enthalten (Lysihaltige Peptide mit nicht
acetyliertem NTerminug wurden in mehreren Fallen Sigaalletektiert, die der einfach

derivatisierten Form der Peptide entsprecfze. flr Peptid S36)

Des Weiteren konnte in einigen Fallen eipehdhte Bildung von zweifachzw. mehrfach
geladenen lonen, verglichen mit den unmarkierten Peptiterdie DPs sowie die MDPs

beobachtet werden.

IV.1.1 Sighalzu-RauschVerhaltnisse (S/N)

Um den Einfluss der Markierung auf das SignalRauschVerhaltnis (SN) und damit die

Sensitivitat der MALDIMessung zu untersuchenvurden die MDPs mit den FPsin
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aguimolaren Mengen gemischt und eif@ALDI MS Analyse unterzogen. Die SMWerte

der unterschiedlichen Spezies wurdaiteinanderverglichen Die in Tabelle4.3 gezeigten

Werte entsprechen den Mittelwerten aus vier unabhangigen MS Experimenten fir die Peptide
S34, S35 und acht Messungen fir $38die hinsichtlich anderer Experimente mehrnaalé

die Probenplatte aufgetragemurden Zusatzlich wurden Cysteihalige Peptide aus einem
RinderserumalbumiivVerdau in ihrer unmarkierten sowie in ihréb®*"- oder Tm*-DOTA-
markierten Form(Sulfhydrylgerichtete Markierunglintersucht. Auch di&/N-Verhaltnisse

der Aminogerichteten DOTAMarkierung wurdae anhand eines Rmderseruralbumin

Verdats analysiert.
Derivatisierung der Cysteine

Einzelpeptide
Fur dle mit Maleinimido-DOTA derivatisiertenPeptide S34534 konntenim Vergleich zu
den unmarkierten Peptiden leicht erh68talVerhaltnissebeobachtetverden(siehe Tabelle
4.3). Dieses isffur das zweifach derivatisierte Peptid S34 mit dedfa@hen S/NVerhéltnis
des unmarkierten Peptids am deutlichsten beobachtenNach Beladungmit einem der
Metallionen (Terbium) sind die S/AVerhaltnisse unmindestenglas Ilfache gro@r als die
des unmarkierten Peptiddsir das doppelt derivatisiereeptid S34 liegt sogar ein 20fach
hoheresS/N im Vergleich zum underivatisierten Peptid vor. Fir S32 wurden auch die
Verhéltnissenach Komplexbildung der Chelatorenmit den Metalionen Holmium, Thulium
und Lutetium bestimmt. Hier ergeben sialr leichte Untersclide zwischen den S/N

+

Verhaltnissen demit unterschiedlichen Metallionen (¥ Ho™, Tm**, Lu®") markierten

Peptide.

Tab. 4.3: S/N-Verhdltnisse demit MaleinimidoDOTA derivatiserten Peptide vor und nach
der Metallierung verglichen mit den underivatisierten Peptiden. Alle Werte repréasentieren
Durchschnittswerte von vi€Peptid S3%und achtunabhangigeixperimenter{PeptidS31 bis S3B

Derivatisierung mit Maleinimido-DOTA

Durchschnittliches Verhaltnis ~ S31 S32 S33 s34
SIN(DP)/ SIN (FP) 1,803 1,6£0,2 1,3t0,3 3,4:0.4
SIN(TbMDP)/ SIN (FP) 11,7+¢1,1 11,006 12,007 20,9+3,9
SIN(HOMDP)/ SIN (FP) 13,7+2,7

SIN(TMMDP)/ SIN (FP) 13,1+1,0

SIN(LUMDP)/ SIN (FP) 16,4+2,2

57



Ergebnisse

Proteinverdau
Neben derivatisierten Einzelpeptiden sollten auch die-\&#Mhaltnisse derivatisierter und
underivatisierter Verdaue verglichen werden. Hierzu wurde die Detektierbakeit Cystein
haltiger Peptide unter Bertcksichtigunigrer Molekulargewichte(d.h. der m/ANerte)
analysiert.Hierzu wurden MSSpektren von 250 amol eines RinderserumalbeMardaus
aufgenommen.
Intensitéat
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Abb. 4.4: MS-Spektrum eines tryptischen Verdaus von 250 amol Rinderserumall§&mior

und (B) nach Derivatisierungnit Maleinimido-DOTA und Komplexierungvon Thuliumionen Die
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Cysteinhaltigen Peptide sind mit Asterisken markiert. Die entsprechendelVerte sind m Tabelle

4.4 aufgelistet

Insgesamt wurden in den MSpektren deMetall-DOTA-markiertenVerdaue 22 Cystein

haltige Peptid (davon drei mit einer Fehlschnittstelle) zugeordnet. Dagegen konnten in den
underivatisierten Verdauen nur 8 Cystaaltige Peptide mit einem S/N>20 detektiert werden
(Tabelle 4.3, Abbildung 4.4). InMassenbereich <800 Da wurden keine Cyslwiliigen

Peptide im markierten Verdau und ein Peptid im unmarkierten Verdau detektiert. 14 Cystein
haltige Peptide konnten erst nach Derivatisierung in héheren Massenbereichen detektiert
werden. Fur den Massenbereich tGber 2000 wurden keine Peptide im unmarkiedan Ve
zugeordnet und 17 im markierten Verdau. In beiden Verdauen wurden 8 gemeinsame Peptide
zugeordnet. Davon wiesen in den markierten Verdauen 7 Peptide erhéhter8Aitnisse im

Vergleich zu den unmarkierten auf.

Tab. 4.4 Cysteinhaltige Peptide, ditn MS-Spektren eines Rinderserumalbuminverdaus (250
amol) vor Derivatisierung (FP und nach denlabeling mit MaleinimidoDOTA und Thulium
zugeordnet wurderDie rechten Spalten reprasentieren$iid-Verhaltnisse der zugeordneten Peptide

mit ihren StandatabweichungerDiese wurderaus Replikaten tber acht Spots besttmm

Sequenz [M+H]" (FP) [M+H]" (Tm-DOTA) SIN (FP) S/N (Tm-DOTA)
LCVLHEK 841,46 1533,61 0 178,3+24,0
NECFLSHK 977,45 1669,6 0 52,7+7,1
QNCDQFEK 1011,42 1703,57 0 92,5+11,1
SHCIAEVEK 1015,49 1707,64 0 67,3+7,1
CCTESLVNR 1024,46 2408,75 0 232,5+28,5
EACFAVEGPK 1050,49 1742,64 0 28,5+5,0
CCTKPESER 1052,45 2436,75 0 201,1+£35,3
ECCDKPLLEK 1177,56 2561,86 0 28,949
TCVADESHAGCEK 1349,55 2733,85 0 132,9+20,0
SLHTLFGDELCK 1362,67 2054,82 0 226,1+21,9
ETYGDMADCCEK 1364,48 2748,78 0 69,5+9,2
YICDNQDTISSK 1386,62 2078,77 0 122,4+17,5
EYEATLEECCAK 1388,57 2772,87 0 102,9+19,7
LKECCDKPLLEK 1418,74 2803,04 0 81,0+18,6
DDPHACYSTVFDK 1497,63 2189,78 32,9+4,2 136,7+17,6
LKPDPNTLCDEFK 1519,75 22119 24,2+1,3 90,4+12,9
QEPER|NECFLSHK 1616,75 2308,9 36,7+7,2 41,0+7,7
YNGVFQECCQAEDK 1633,66 3017,96 59,7+12,9 72,1+10,4
MPCTEDYLSLILNR 1667,81 2359,96 146,1+20,3 162,2+23,9
RPCFSALTPDETYVPK 1823,9 2516,05 321,1+44,7 252,2+26,9
NECFLSHK|DDSPDLPK 1844,85 2537 29,9+4,9 41,6x7,1
LFTFHADICTLPDTEK 1850,9 2543,05 30,0+4,7 52,2+8,0
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Die intensiveren Signalder Cysteirhaltigen Peptide nach Derivatisierungt Maleinimido

DOTA haben ach Auswirkungen auf die SequenzabdeckungFReptidmassenfingerprint
(PMF). In Messungen von 250 amol eines ThuhD®TA markierten Verdas von
Rinderserumalbumin konnte eine hdhere Sequenzabdeckung (60%) als im unmarkierten
Verdau (40%) erzielt werdein Abbildung 4.5 ist die Verteilung der detektierten Cystein
haltigen Peptle innerhalb der Sequenz des bovinen Serumalbumins markiert.

Ohne Markierung:

>sp|P02769|ALBU_BOVIN  Serum  albumin  OS=Bos taurus GN=ALB PE=1 SV=4
MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFDEHVKLVNE
LTEFAKTCVADESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGDMAD-EKQEPERNElFLSHKDDSPDL
PKLKPDPNTL.DEFKADEKKFWGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYANKYNGVFQE-QAEDKGACLLP
KIETMREKVLASSARQRLRCASIQKFGERALKAW SVARLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHG
DLLECADDRADLAKYICDNQDTISSKLKECCDKPLLEKSHCIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCK
NYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHABYSTVFDKLKHLVDEPQ
NLIKQNCDQFEKLGEYGFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPTEDYL
SLILNRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPBFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADIBTLPDTEKQI
KKQTALVELLKHKPKATEEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA

Thulium-DOTA Markierung:

>sp|P02769|ALBU_BOVIN  Serum  albumin  OS=Bos taurus GN=ALB PE=1 SvV=4
MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFDEHVKLVNE
LTEFAKT@VADESHAGEBEKSLHTLFGDELBKVASLRETYGDMADBBEKQEPERNE@FLSHKDDSPDL
PKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGKYLYEIARRHPYFYAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLP
KIETMREKVLASSARQRLRCASIQKFGERALKAWSVARLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHG
DLLECADDRADLAKYIBDNQDTISSKLKEB@DKPLLEKSHBIAEVEKDAIPENLPPLTADFAEDKDVCK
NYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEE@BAKDDPHACYSTVFDKLKHLVDEPQ
NLIKQNEBDQFEKLGEYGFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTREBBTKPESERMPCTEDYL
SLILNRLBVLHEKTPVSEKVTKEBBTESLVNRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDTEKQI
KKQTALVELLKHKPKATEEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEABFAVEGPKLVVSTQTALA

Abb. 4.5: Nach MALDI MS-Analyse zugeordnete Peptide in einem unmarkierten

Rinderseumalbuminverdau und nadtulium-DOTA Markierung

AbschlieRend kann man sagen, dassliesemVersuchdie MetallDOTA-Markierung zu

einer verbesserten Detektion Cysthaltiger Peptidélhrt.
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Derivatisierung der Amin@ruppen

Einzelpeptide
Fur diemit NHS-DOTA derivatisierten Peptide SZ830 und S34 wurden ahnliche Resultate
erhalten wie im Fall der Cystemarkierten Peptide. Besonders dietéddminal acetylierten
Peptide (S28&30) zeigen deutlich hohere SY¥Merte fir die Signaleler Metaltmarkierten
Spezies. Die Effekte waren zwar schwacher, aber dennoch auch fir die Peptide mit freien

(nicht-acetylierten) Amino Termini detektierbar (Tabelld.5).

Tab. 4.5: S/N-Verhéltnisse demit NHS-DOTA derivatisierten Peptide vor und nach der
Komplexierungvon Lanbhanoidionenverglichen mit den underivatisierten Peptiden. Alle Werte
reprasentieren Durchschnittswerte von vier unabhangigeftipsrimenten fir die Peptide S34 und
S35 und acht Experimenten fiie Peptide528- S30.

Derivatisierung mit NHS-DOTA

Durchschnittliches Verhéltnis S28 S29 S30 S34 S35
S/IN(DP)/ SIN (FP) 33,2+2,3 25,4+19 28,717 1,0+£0,1 2,1+0,3
S/N(TbMDP)/ SIN (FP) 73,0+43  53,7+39  69,3+54 57+16  10,6%1,2
S/N(HoMDP)/ SIN (FP) 55,7+5,3
SIN(TMMDP)/ SIN (FP) 57,2489
S/N(LUMDP)/ SIN (FP) 57,746,2

Proteinverdau
In den Spektren von 250 amol (auf dem Target) des tryptischen Albuminverdaus derivatisiert
mit NHS-DOTA wurden ahnlichddeobachtungemvie fur die CysteingerichteteMarkierung
gemacht Insgesamt wurdenm PeptidmasseRingeprint des unmarkierten Verdaual
Peptidemit einem S/N>20dentifiziert Dagegn konnterim Tm**-DOTA markiertenVerdau
42 Peptide zugeordneterden(Tabelle4.6). Im unterenMassenbereich von 800 Da
wurden im unmarkierten Verdau 10 Peptide und markierten Verdau nur 2 Peptide
zugeordnet. Zwischen 1500 und 2000 Da wurden ebenfalls 10 Peptide im unmarkierten
Verdau und 11 Peptide im markierten Verdau zugeordnet. Fur den unmarkierten Verdau
wurde nur ein Peptid gro3er als 2000 iDentifiziert, im markierten Verdau dagegen MNur
12 Peptide konnten sowohl in ihrer markierten und unmarkierten Form nachgewiesen werden.
Acht davon zeigte nach demMetall-DOTA-Labeling deutlich hdhere S/NWerte (15-4-
fach). Die beiden langsten Pepti@lPCTEDYLSLILNR und RPCFSALTPDETYVPK; m/z
166777 und 18286) wiesen dagegendeutlich verringerte S/Nerhaltnisse in ihrer
derivatisierten Formauf. Die neun Peptidewelche ausschlief3lichin dem unmarkierten

Verdau gefunden wurden sind aus mindestens 13 Aminos&ausammengesetzim
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Gegensatz dazsind dienach Derivatisierungusatzlich gefundenen 3eptideim Schnitt
aus weniger Aminosauren zusammengesetzt umefern damit auch waiger
SequenzinformatiarHinsichtlich der Sequenzabdeckung konnten mit 37 % imarkierten

Verdau und 43 % im markierten keine grof3en Unterschiede beobachtet werden.

Tab. 4.6: Auflistung der S/N-Verhéltnisse von underivatisierten undrm*-DOTA
derivatisierten Peptide(generiertaus einem 250 amol Verdau von Rinderserumalburbiie rechten
Spalten reprasentieren  dieS/N-Verhéltnisse der zugeordneten Peptide mit ihren

Standardabweichungen, die aus Replikaten Uber acht Spots bestimmt wurden.

[M+H]" (Tm- SIN (Tm-
Sequenz [M+H]" (FP) SIN (FP)
DOTA) DOTA)

LAK 331,23 1435,42 0 67,9+7,9
VTK 347,23 1451,41 0 45,5+3,9
VHK 383,24 1487,42 0 265,4+23,9
QIK 388,26 1492,44 0 63,5+6,3
FPK 391,23 1495,42 0 111,4+11,4
SLGK 404,25 1508,43 0 34,2+5,1
YTR 439,23 991,32 0 50,8+5,5
LSQK 475,29 1579,47 0 34,6x£1,7
DTHK 500,25 1604,43 0 130,6+9,8
FGER 508,25 1060,34 0 60,0+7,8
HKPK 509,32 2165,59 0 224,0+27,5
QIKK 516,35 1620,53 0 22,6x0,8
FWGK 537,28 1641,46 0 56,8+10,2
AFDEK 609,29 1713,47 0 35,7+4,2
IETMR 649,33 1201,42 0 53,4+6,5
QEPER 658,32 1210,41 0 29,3+2,3
KFWGK 665,38 2321,65 0 61,8+7,4
AWSVAR 689,37 1241,46 0 160,2+16,2
GACLLPK 701,4 1805,58 0 77,5+8,6
SEIAHR 712,37 1264,46 0 65,1+8,4
NYQEAK 752,36 1856,54 0 68,7+5,2
ATEEQLK 818,43 1922,61 0 5,2+10,4
LCVLHEK 841,46 1945,64 0 44,8+4,1
LSQKFPK 847,5 1951,69 0 35,5+5,8
IETMREK 906,47 2026,65 0 27,4+£0,5
YLYEIAR 927,49 1479,58 95,4+11,9 429,0+£21,8
DLGEEHFK 974,46 2078,64 0 28,5+5,1
QTALVELLK 1015,62 2119,79 0 178,3+14,1
EACFAVEGPK 1050,49 2154,67 0 86,0+7,0
KQTALVELLK 1142,71 2246,9 0 24,9+5,0
LVNELTEFAK 1163,63 1715,72 26,8t4,5 67,4+8,4
FKDLGEEHFK 1249,62 2353,8 32,5£3,0 97,6+15,0
HPEYAVSVLLR 1283,71 1835,8 36,6+5,7 124,0+4,2
HLVDEPQNLIK 1306,72 2409,9 39,7+12,0 85,3+17,6
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TCVADESHAGCEK 1349,55 2453,73 0 31,5+8,3
SLHTLFGDELCK 1362,67 1914,76 32,8+4,1 25,6+0,1
TVMENFVAFVDK 1399,69 2520,85 44,6+9,0 57,0£2,7
RHPEYAVSVLLR 1439,81 1991,9 67,4+16,0 257,1+18,2
LGEYGFQNALIVR 1480,8 2031,89 302,1+57,9 231,9+13,3
DDPHACYSTVFDK 1497,63 2601,81 38,7+9,6 0
LKPDPNTLCDEFK 1519,75 3176,02 24,7+6,3 0
DAFLGSFLYEYSR 1567,74 2119,83 397,7+84,2 0
QEPERNECFLSHK 1616,75 2720,93 24,4+6,3 0
YNGVFQECCQAEDK 1633,66 2737,84 51,2+15,0 0
KVPQVSTPTLVEVSR 1640,94 2744,12 133,4+27,8 184,6+7,7
MPCTEDYLSLILNR 1667,81 2219,9 112,9+20,0 31,6£1,6
RPCFSALTPDETYVPK 1823,9 2375,99 263,0+44,6 52,9+34,6
NECFLSHKDDSPDLPK 1844,85 3501,12 26,0+£5,3 0
LFTFHADICTLPDTEK 1850,9 2955,08 24,6+1,0 0
HPYFYAPELLYYANK 1888,93 2993,11 24,3+2,1 0
RHPYFYAPELLYYANK 2045,03 3149,21 67,8+8,9 0

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Einfuhrung der-O@ipfe hier zu einer

deutlichen Erhéhung der Signalintensitatiéin kirzere Peptiddihrt, bzw. diese Peptide

durchden Massenzuwaclise s ser det ekti ert JW2Amhesaduren)di@ nger e
nach Derivatisierung durchschnittlich m#¢ert e O 2500 Da =erreicher
geringere S/NVerhaltnisse auf, wesh somit schlechter detektiert. Hinsichtlich derzahl

der zugeordnen Peptideund deren Informationsgehalt sind die Sequenzabdeckungen in

beiden Ansétzen in etwa vergleichbar.

IV.1.2 Fragmentierungsverhalten MetallDOTA -markierter Peptide

Die Gegenwart natiurlich vorkommender (posind kotranslational) oder chemisch
eingefuhrterModifikationen kann einen enormen Einfluss auf die Fragmentierung eines
Peptid austben Eine Reihe von Vero6fferiichungen beschaftigy sich mit ihrer Analyse
innerhalb komplexer Peptidmischung@fateset al. 1995; Bunkenborg & Matthiesen 2007;
Froelich & Reid 2009; Radela & Albar 2008) Die genaue Kenntnis des
Fragmentierungsverhalten Metal-DOTA-makierter Peptide ist unabdingbar fur die
AnwendungdieserMetallmarkierung inder Bioanalytik.Die folgenden Ergebnisse beziehen

sich ausschlieR3lich auf die Untersuchumgfach geladener Vorlauferionen

In den MS/MSExperimenten wurden zwei Aspekte besondsrtersucht. Erstengurde der
Einfluss der DOTAMarkierung undihrer Position innerhalb der Peptidsequenz auf die

Zuordnung der Hauptfragmente, d.h. hauptsachlien &, b-, y-Fragmenteuntersucht.
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AulRerdem wurde fir die DOTMarkierung die beiden mit TOF/TOHNnstrumenten
maoglichenFragmentierung8edingungerPSD (post source decayndCID verglichen Der
zweite Aspekt war die Suche nadlarkierungsspezifischen Raorterionen. Die Spektren der
Peptide wurden unter identischen Bedingungen in dresfatessungen aufgenommen. Alle

Signale mit einem S/N unter 20 wurden von der Analyse ausgeschlossen.
Cysteinderivatisierte Peptide

Das Fragmentierungsverhalteler mit Maleinimido-DOTA derivatisiertenPeptide wurde
anhand desynthetischen Peptide §3532 und S33 analysiertid3edrei isomeren Peptide
sind Nterminal acetyliertdie PositiondesCysteins variiert Hiermit sollte delEinfluss der

Markierungspostion untersucth werden Es wurden jeweils dazu underivatisierte,

derivatisierte undmit Lutetium oder HolmiumbeladenePeptice mittels CID- und PSD

fragmentiert Flr die PSBExperimente sindlie S/N-Verhéaltnisse der-und ylonen der drei

Peptide(S31S33) in Abbildung 4.6 im Saulendiagrammen dargesteller Vergleich der

CID-Fragmentspektren istusAbbildungA.1 demAnhangzu entnehmen

Fragmentierung der derivatisierten Pep(iD€s)
Betrachtet maim PSD Spektum von Peptid S3Inach Derivatisierung di8/N-Werteso sind
sie fur alle ylonen, sowieflr b, und b erhbht Zwischen den underatisierten und
derivatisierten Versionen von S32 und S33 sirdbgh keineerkennbarerUnterschiede zu
verzeichnen. Wahrendasbs-lon und mit ihm auch dassdon fur die deivatisierte Version
von S32 und S38eutlich erhdht sindsind dieS/N-Werte flrdasbs- und in Bezug auf S33
auchfur dasbyi lon erniedrigt.Fur die yFragmente giltdass sich besonders fur S32 die -S/N
Verhaltnissenach Derivatisierungveniger stark auy, konzentrieren undie grof3eren lonen
besonders ¢y besser detektiert werdefkir die ylonenSerien der underivatisierten und
derivatisierten Peptide sind keinkeutlichenUnterschiede zwische@ID- (Abbildung A.1)
und PSD Spektren zubeobachten(Abbildung 4.6). Nach Derivatisierung und CID
Fragmentierung sind fur S3#ie lonenb; (auch a) und b, sowie k -bs (auch a) fur S33
deutlich intensiver Ein weiterer deutlicher Unterschied zu den underivatisierten Peptiden
besteht im starken Auftreten desRragments, dessen Masse dem VorlauferiG®,+2H

entspricht.

Fragmentierung der komplexierten Pep{iD Ps)
NachBeladungder derivatisierten Peptide mit Lutetivwder Holmiunionené&ndern sich die

Fragmentspektren deutlich.
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Fur Peptid S31 (AGC*NASAR) sind in den PSD Spektrerdeutlich erhohte
Fragmentintensitaten von-bs zu beobachtenDas starkste Signal einesFbagments konnte

fur die Spaltung der Bindung zwischen Ala4 und Ser5 beobachtet werden.ldiernySerie

von S31 ist im Gegensatz zum endatisierten Peptid vollstandig detektierbar und alle
Signalintensitaten gegeniber den unmarkierten lonen deutlich erhéht. Besonders die
Fragmente y und y, welche durch Spaltungvon Bindungenunmittelbar Gterminal des
modifizierten Cysteins dstehen,fihrten in den PSD Experimenteau sehr intensiven

Signalen (25fach hohere Intensitaten)

Fur Peptid S3ZAc-GANC*SAR) wurde das maximale SfMerhéltnis der H-ragmente am
derivatisierten Rest detektiert. Dahingegemaren N- und Gterminal von der
Derivatsierungsstelle im Vergleich zum unmarkierten Peptid Uberhaupt kekragmente
mehr detektierbar. Die-lonenSerie entspricht der-ppnenSerie des derivatisierten Peptids,
wobei auch hier y das Fragment unmittelbar nach der Derivatisierungssteléeddach die

Spaltung zwischen Cys4 und Ser5 entsteht, am starksten gebildet wird.

NachBeladung mit Metallionemvurdenfir S33(Ac-GANASC*R) keine b-Fragmente mehr
detektiert, wahrend sich die -yonenSerie nicht wesentlich vom derivatisierten Peptid
untescheidet und die Fragmente gleichmallig Gber die Serie verteilDsam@ominanz des
yl-lons beim FP wird durch héhere S¥Merte der ¥, ys- und y-lonen beim MDP

aufgehoben.

Fur die CIDFragmentierung ergeben sich hinsichtlich ddoryenSerien der kmplexierten
Peptide sowie fur die-lbnen von S31 (AGC*NASAR) ahnliche Muster im Vergleich zur
PSDFragmentierung mit leicht reduzierten S/erten. Auch hier stellt dason, das nach
Spaltung der Bindung zwischen Asn3 und Ser4 gebildet wird, d&ststdion dar. Auch fur

die y- und w-lonen waren hohere S/Werte im Vergleich zum unmarkierten Peptid zu
beobachten. Dieser Unterschied ist aber nicht so stark ausgepragt wie naeh PSD

Fragmentierung.

Fur Peptid S32 (A6GANC*SAR) wurde in den PSISpekten der komplexierten Peptide ein
dominantes BFragment detektiert. Dieses ist in den €3Pektren wesentlich schwéacher.
Dafur wurden fur S32 zuséatzlich-Hragmente jedoch mit sehr niedrigen SAkerten

gefunden.

Nach CIDFragmentierung von Peptid S33 G&ANASC*R) wurden ebenfalls die-b

Fragmente pbs mit niedrigen S/NWerten detektiert. Diese wurden in den Experimenten mit
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PSDFragmentierung nicht zugeordnet. DiellopenSerie weist jedoch nach CiD

Fragmentierung insgesamt geringere-8Yirte auf als ndacPSDFragmentierung.
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Abb. 4.6: S/N-Verhdltnisse der4und ylonen der drei Peptide $3S32 und S3%or und nach
Derivatisierung mit MaleinimiddOTA und Beladung mit L#i-lonen dargestellt im
SéaulendiagrammachFragmentierungm PSDModus

Ein Haupunterschied in der Fragmentierung ddetall-markiertenim Vergleich zu den
unmarkierten Peptiden ist die starke Bildung detdoyen, die bei allen drei Peptiden
beobachtetwurde. Dieses Signal ist in den Spektren der unmarkierten Peptide nur sehr
schwat detektierbar. Die Bildung der-lanen folgte den allgemeinen Trends der

entsprechendenlonen.

Markierungsspezifische lonen (Reporterionen)
In den Spektren der derivatisierten Peptrderden Signale bei einem m/z von 203,1083
0,0021 (S/NWerte ~ 100), 102,0658+ 0,0013 (S/NWerte ~ 600 und 304,1485 0,0035
((SINWerte ~ 150 detektiert (siehe Abbildung 4.7 (A)). Diese konnten keinen
sequenzspezifischeRragmenten zugeordnet werden. D&<iteren konnten fir S3:S33
intensiveSignak bei einem m/z on 72030 und 68630 beobachtewerden

Intensitat {A) Intensitit (8)
[%] 720,30 [*] 774,18
: M-CO+H) oo RS
1001 \ 120254 100 733,15 [M-CO+HJ*
720.31 137454
80 807
688,30 o0 686,31 .
601 N\ T :
699,16
40 — ose,40 119312 40+ 868,32
431,25 850 .40 X
50 2311 40423 560,29 | [745.3¢ |9744 20+ y;f y ‘2\ i
o [ e |yl AIEET ol L LI
I oo RN N ST L 1 1 B L, e P | A .lkll‘l.ﬂ
10 258 508 754 1002 1250 10 308 606 904 1202 1500
Masse (m/z) Masse (m/z)
Abb. 4.7 MS/MS-Spektrum von Peptid S3A) nachDerivatisierung mitMaleinimido-DOTA

und(B) Komplexierungvon Lutetiumonen

Zusammen mit den sequenzspezifischen Signalen und dem Verlust woanGprechend
einem Signal bei m/z = 13748 wurden funf zusatzliche Signalem MS/MS-Spektrum des
Metall-markiertenPeptid S31 detektiert: (1) m/z 718, (2) m/z 7335, (3)m/z 699,16 (4)
m/z 72Q31 und (5)m/z 686,31(Abbildung 4.7 (B). Das Signal bei 7748 stellt dabeiden
Basepeak des Spektrums dar. In denM&Spektren der Peptide S32 und S33 wurdiese
Signaleebenfallsdetektiert Dagegerwurdenfiir die Signale (1)3) bei der Verwendung der

anderen Metall m/z-Wertegefunden, dientsprechend deMassendiffeenzender Metalle zu
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Lutetium verschobersind Bei der Verwendung von Holmium wurde bspw. ein Signal bei
einem m/z von 723,18tattbei 73315 (Lu) detektiert; entsprechend fur Tb Bdi7,14 und far
Tm bei727,14.

Die drei Signale bei 7728, 73315 und 9,16 wurden auch ilLu®*-DOTA-markierten
PeptidFragmentspektre(Sulfhydrykgerichtete Markierungaus Proteinverdaudreobachtet.
Ihre Zuordnung erfolgtin Kapitel V.1.2.Auch hier konnten die entsprechenden Massenshifts
bei derKomplexierungandere Metallionen beobachteverden, sodass die Sign&lg-(3) als
Metall- und MarkierungsspezifischeReportelonen betrachtet werden kdnnen. eiden
anderen Signale (m/z 682 und 72(B1) wurden ebenfalls in den M88-Spektren von allen
drei Pepiden S31S32 und S33 vor und nadhetall-Beladungdetektiert ihre m/z Werte sind
jedoch unabhéngig vomerwendeten MetallDer m/z Wert von 7231 entspricht dem
[M+H]" lon des unmarkierten Peptides. Der Peak bei einem m/z voB2%68¢ist eine
Differenz von -34 Da zum [M+H]" lon des unmarkierten Peptids aubie gleichen
Signalpaare, entsprechend dem unmarkierten Peptid und dem entsprechend&4 Begk
wurden auch in den MMS-Spektren Metalmarkierte Peptide beobachtet,ied aus
Proteinverdauerstammen.In Fragmentspektrernydrolysierter DOTA-markierter Peptide
(Sulfhydrytgerichtete Derivatisierung)wurden entsprechend den Reporteriondes
unhydrolysierten Peptidsei m/z-Wertenvon 699,18und 733,15 die Reporterionen bei m/z
Werten von 717,19 und 751,1gefunden (Abbildung4.8 (B)). Zum Teil wurden auch
Fragmente die dem unhydrolysierten Peptid zugeordnet werden kgnmenMS/MS-
Spektrum des hydrolysierten Peptaitektiert

Intensitit (A) Intensitat (B)
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10017 18 _
162257 100 cilehis
80 1 80
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€0 804,36 601 75117 R1+H,0) s
b,
40 - 40 - Bs
201 201 a
0 " J ‘ h A : . LJL_,U \ A s . 0+ I PP jnn .Ih Ll LLL
1600 1606 1612 1618 1624 1630 9 350 691 1032 1373 1714
Masse (m/z) Masse (m/z)
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Abb. 4.8: (A) MS-Spektrum desLu®*-DOTA-markierten HIV-Integrase Inhibitor Pets
HC*KFWW  (Sulfhydryl-gerichtete Markierung) bei einem m/z von 1604,56 und dem
Hydrolyseprodukt bei einem m/z von 1622,57 (BIMS/MS-Spektrum des Hydrolyseproduktes.

Aminoderivatisierte Peptide

Bei der Beschreibung des Fragmentierungsverhaltens Adaneatisierter Peptide missen
zwei Falle unterschiden werden: Die Markierung detAmino-Gruppe des Lysins sowie die

Markierung der Peptihminotermini.

Markierung detHAmino-Gruppe des Lysins

Zur Untersuchung der Lysi8eitenketterDerivatisierung wurden die f#&rminal acteylierten
Peptide S28 (Ac-GK*NASAR), S29 (Ac-GANK*SAR) und S30 (Ac-GANASK*R)
verwendet Diese weiserdieselben Sequenzen auf, wie die Peptdle zur Analyseder
Sufhydryl-gerichteten Markierungerwendet wurdenJedoch wurden hielie Cysteine durch
Lysin ersetzt (Tabelle4.2). Die jeweils von markierten und unmarkierteBeptiden
stammenderd- und yFragmente sindn Abbildung 4.9 dargestellt Der Fokus der Analyse
lag auf den b und yFragmenten. Die-#bonen Serie lieferte ahnliche Ergebnisse wie bereits

fur die CysteirMarkierung leschrieben.

Fragmentierung der derivatisierten Peptide (DPs)
Wahrend die Fragmentierung der underivatisierten Cysigliigen Peptide weder im CiD
noch im PSBModus vollstdndige {onenserien liefeen, sind nachAustausch des Cystean
durch Lysin die blonenSerien in beidenFragmentierung®odi fur alle Peptide (mit
Ausnahme von S33, PSDg-lon) komplett zuzuordnenAuch die ylonen sind bei beiden
Fragmentierungsarten vollstandigur die yi-lonen wurden besonders intensive Signale
beobachtef{S/N-Werte ~ 12005000). Fur dieb,-bs-Fragmente der derivatisierten Peptide
ergaben sich deutlicheduzierteS/N-Werte flirPeptidS28 und S29 in den PSEpektren. Fur
S30 konnten in den PSMessungen Uberhaupt keind-bagmente zugeordnet werden. Die y
lonenSerien sind dagegen auch nach Derivatisierung vollstdndig detektierbar, wenn auch mit
groR3tenteils niedrigereS/N'Werten (vor allem fur ylonen).In den CIDSpektren sind die-b
lonenserien der derivatisierten Peptide zwar deutlich reduziert, jedoch valistand
detektierbar Fur die ylonenSerien in den CIESpektren ergeben sich @hnliche Verhaltnisse

wie in den PSESpektren mit etwaseduzierterS/N-Werten.
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Fragmentierung der komplexiertdfetall-beladenerPeptide MIDPs)
Auch nach Komplexierung sind in den PB-Spektren deutth weniger Bonen zu
verzeichnen. Fir S28 sindg-b, vorhanden, fir S29 nursbund ky und fur S30 fehlt die
komplette blonen Serie. Ebenfalls deutlich reduziert gegentiber den unmarkierten Peptiden
ist die ylonenSerie mit fehlenden bzvibhesonders schwachen Signalen f{iugd y. In den
CID-Spektren sindleutlich mehr Brragmente mit hoheren Intensitaten zuzuordnen und auch
die y-lonen weisen gifdtenteils hohere S/N/erte auf
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Abb. 4.9; S/N-Verhéltnisse der-und ylonen der drei Pejate S28, S29 und S3@elchedurch

Fragmentierung imP-Modus der freien Peptide, der derivatisierten und detiHo-DOTA-

markiertenPeptide entstehen.

Fur S28 kann eine vollstandige tind y-Serie zugeordnet werden. Fiur S29 fehlt nur das b
lon, N-termind vom markierten Lysin. Die yonen Serie ist hier vollstandig. Vor allem fur
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Peptid S30 mit der Derivatisierung amTe€rminus sind auch nach ClBEragmentierung
wenig Fragmentionen zuzuordnen, bzw. die detektiert@md y-lonen besitzen geringe S/N

Werteunter 100. So wird hier nuy lletektiert und yya.

Zusammengefasst lasst sich auch hier sagen, dass sich die endstandige Derivatisierung eher
negativ auf die Fragmentierung sowohl im R3I¥ auch im CIBModus auswirkt. Es bleibt
jedoch zu untersucheniavsich die Modifikation auf die Fragmentierung bei gleichzeitiger

aminoterminaler und carboxierminaler3Lysin-Markierung auswirkt.

Markierungsspezifische lonen (Reporterionen)
Fir die derivatisierten Peptideurdenwie auchfur die Sulfhydrytgerichete Markierung
beschrieberSignale mit einem m/z vop03,1083+ 0,0021 (S/NWerte ~ 100, 102,0658
0,0013 (S/NwWerte ~ 600 und 304,1485+ 0,0035 ((S/NWerte ~ 150 detektiert (siehe
Abbildung 4.10 A). Eine Zuordnung der Signale zeiner hypothetische®truktur der m/z
Verhéltnissekonnte nicht erfolgen, diangenommene molekulaisammensetzung ist in

Kapitel V 1.2. wiedergegeben
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Abb. 4.10: (A) MS/MS-Spektrum von Peptid YLYEIAR nach Derivatisierungt NHS-DOTA
am AmineTerminus undB) MS/MS-Spektum von Peptid QTALVELLK nach Derivatisierungit
NHS-DOTA undBeladung der DOTAViolekiileam AmineTerminus und Lysimit Lutetiumionen

Nach Metallierung mit Lutetium konnte n allen Spektren der LyshSeitenketn
modifizierten Peptideein Signalbei enem m/z von 659,2Gur das Immoniurdion des
markierten Lysis beobachtetverden(siehe Abbildung4.10 B). Auch in den Spektren der
Holmium-markierten Pegide konnte bei einerm/z von 649,19 da#arkierungsspezifische

Immoniumlon detektiert werden. In M#S-Spektren Thulium Terbiumy oder mitanderen
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Metallionen markiertenPeptiden konnteebenfalls die passenden Immoniiomen mit den
entsprechenden Magss#fferenzen zugeordnet werden, nicht jedoch in SpeldeznVietalt
freien DOTAderivatisierten Peple. Im Gegensatz zu demit MaleinimidoDOTA
derivaisiertenMDPskonnten hier keine weiteren Markierurgpgezifischen lonen detektiert

werden.
N-terminal markiertePeptide

Zur Analyse von Peptiden die amTérminus eine DOTAVlarkierung tragenwurden das
Peptid S35(VLASSAR), sowie die aus einem Rinderserumalbuivierdau stammenden
PeptideS37 (YLYEIAR ) undS38(LGEYGFQNALIVR) untersucht.

In Fragmentspektren des unmarkierten Peptids S35 wurden komplettel lylonenserien
detektiert Die alonen a-as wurden zugeordnet, wobei,g b- und kx-lon die intensivsten
Signale zeiten. Die ylonenSerieist durch das stark&ignal des ylons dominiert. Nach
demLabelingsind die Intensitaten vor lind by gréf3tenteils unbeeinflusst, wohingegen die
Intensitatervon k- und k- lon, inklusive ihrer Satelliten s, sowie vom blon (b; mehr als
70%) deutlichreduziert sind. Im Gegensatz dazu ist die Intensitat vpg lm das 7fache
erhoht. Der auffalligste Unterschied ist jedoch die Bildung del®res, das auslem N-
terminalen markierten Valin estanden ist Auch beim markierten Peptid wurde die
komplette ylonenSerie detektiertFir dasyi;-lon war jedocheine Reduktionder S/N-
Verhdtnisseum mehr als 50% zu verzeichneDahingegensind die S/N-Verhaltnisseder
lonenys und y um das 15facherhdht Die Intensitaterbeide lonenSeriennehmenalsoin

der Nahe deDerivatisierungsstelleu.

Auch die M3MS-Spektrender Peptide S37 und S38 sowie weitemus Proteinverdauen

stammende Peptide wiesen die besablbenen Charakteristika auf.

Zusammengefasst wirkt sichie MetallDOTA-Markierungam N-Terminusin drei Aspekten

auf die Peptidfragmentierung aus:

1 eine verstarkte Bildung der fterminalenlonen einhergehend mit einer Reduktion
oder sogar dem Verlust dert€rminalen blonen,
eine deutliche Tendenz verstarkit&minale ylonen zu bilden und

die Bildung von a-lonen, in einigen Fallen auch die voplbnen.
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Im Gegensatz zuder Derivatisierung def3Aminogruppe des Lysinaund der damit
einhergehenden Bilcthg des Immoniurtonskonnten keie Markierungsspezifischen lonen

detektiert werden.
Peptide mit Nlerminaler uind LysinseitenketteMarkierung

Neben Peptiden die am-RNerminus markiert sind, fuhrt die Derivatisierung von tryptischen
Verdauen auch dazuasls man Peptide erhélt, die gleichzeitg artedminus und am €
terminalen Lysin markiert sind. Zu dieser Gruppe gehort auch Peptid S39 (LVNELTEFAK).
Im Spektrum des unmarkierten Peptids herrscht eine gleichmalige Verteilung aller erwarteter
&, b- und ylonen. Diedoppelte MetalDOTA-Markierung beeinflusst jedoch stark die b
lonenSerie Die bs-, bsy- und -lonen weisen zwar noch intensiggnaleauf, wahrend die
Ubrigen C-terminalenb-lonen nicht mehr detektierbaind Im Gegensatz dazu sind die
Intenstaten der @erminalen ylonen ab ydeutlich erhdhtFur dieses Peptid, sowie fur viele
andere die diesem Markierungsmuster folgenalso eine klare Tendenz, dahingehend zu
beobachten, dass diet€minalen lonen (vonsyy:, mit y> und y als intensivs) verstarkt
gebildet werden, wahrend die-tdrminalen Fragmente {yind yio) nicht langer beobachtet
werden konnen.Dennoch konnte eine Zuordnung der Peptidsequenz amhhaler

Fragmentspektren aller hier untersuchten Peptide erfolgen.

IV.1.3 Proteinidentifizierun g mittels LC-MALDI MS/MS-Analyse

Um die Anwendbarkeit deMethode zur Identifizierung von Proteinen aus komplexen
Peptidmischungezu testen, wurde ein tryptischer Verdau von sechs Modellproteinen mit
Maleinimido-DOTA derivatisiert Zur MetaltMarkierung er derivatisierten Peptide wurden
Lutetium lonenverwendet. Die markierten Verdaue wurden chromatographisch getrennt und
mittels MALDI MS und MS/MS analysiert. Die Ergebnisse wurden mit einem identischen
aber, wie in der Proteotnalyse Ublich, an den Cyshen (methylthie) alkyliertem Verdau

verglichen.

In beiden Proben wurden alle Proteine mit malg einem Peptids{iehe TabelleA.1)
identifiziert. Nach der MetalDOTA-Markierung wurden 36 Cysteirhaltige Peptide
identifiziert. Im Vergleich dazu konntein der MMTSbehandelterProbenur 20 Cystein
haltige Peptide zugeordnet werdebDiese zusatzlichen Peptide tragen zu verbesserten
Sequenzadeckungen @pw.f ¢ eLactdlbumin von38% im Lu-DOTA- markierten Ansatz
und 25% im methylthiolierten Ansatmnd hoherenprotein scoresbei (sieheTabelleA.1 im

Anhang) Betrachtet man die Cystefreien Peptide (insgesamt 61) so sind 8d6 in
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beiden Ansatzergemeinsamdetektiert worden sodass sich hieinsgesamt eine groR3e

Uberenstimmungergibt

Die Lange der idntifizierten LutetiuraDOTA-markierten Peptide reichte von-15
Aminosauren. Trotz Massenzunahme um ca. 700 Da wirkt sich diBQTA-Markierung
hier nicht negativ auf die MBIS-basierte Identifizierung autn den LGMS-Experimenten
konnte die Signalreddilon flr groRere CysteiReptide aus den Einzelspéhalysen nicht

beobachtet werden.

Ansonsten zeigen die MS/MSpektren die bereits fiur die synthetischen Peptide
beschriebenen Charakterigik Sechs CystetPeptide wurden in der alkylierten, nicht aber
der MetaltDOTA markierten Probe identifiziert. Finf dieser Peptide sind zwar in den MS
Spektren detektierbar, ihre MS/M8entifizierung scheitert jedoch daratiass diepeptice
scoresunter das Signifikanzlevel falle@wei dieser funf Peptide weisendgch auch in der
Analyse der alkylierten Probe niedrigeores auf. Die ubrigen drei Peptide zeigen hohe
Intensitaten fur die Markierungsspezifischen Fragmente und eher niedrige fur die
sequenzspezifischen Fragmente, sodass auch hipepligle scoregur Identifizierung nicht

ausreichen.
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IV.2 Quantitative Analyse

Neben dernzuvor beschriebenen qu#dtiven Aspekten sollte eine massenspektrometrische
Quantifizierungsmethodeine Reihe weiterer Voraussetzungen erfulsi.der Verwendung
derunterschiedliche Tagsmuss gewabhrleistet sein, dass eine zufriedenstellende Genauigkeit
und Reproduzierbarkeérreicht werden kanrin der ersten analytischdiirenn)Ebene, der
Chromatographiesollten schon gleichRetentionseigenschafteler Tags vorliegen, damit in

der darauffolgende Massenspektrometrie eine gleiche Probenzusammengetzéhgeistet
werden kannNur so kdnnen auch gleiche lonisationsbedingungen fir die unterschiedlich
markierten Analyten erreicht werdeDies istflr eine Quantifizierung basiererauf dem
Vergleich von Peakflachen absolut notwendig. der nachsteranalytischenEbene, der
Massenspektrometrie ist @ge zuvor bereits erwéhntyichtig dass de unterschiedlichen
Tags gleiche lonisationseffizienzen aufweisen. Zudem sollten die Isotaptarder Peptide
nicht verandert bzw. verbreitert werden, sowie bdmevEuropium(EstebarFernandezt al.

2011) Dies wuirde zulntensitatsverlusterfihren oder die Interpretation der Spektren

erschween
Wahl der Lanthanoidonen

Da eine ganze Reihe unterschiedlicher Lanthatmién bzw. stabile Isotope zur
Komplexbildung mit dem DOTAMakrozyklus verfigbar sind, besteht eine Vielzahl von
Mdoglichkeiten eine Quantifizierung mit spw. zwei, vier, sechs oder acht Kanalen
vorzunehmen. Einige démanthanoidmetalle liegeschon von Natur aus in monoisotopischer
Form vor (***Praesodym*Terbium, ***Holmium, ***Thulium) oder besitzen nur ein sehr
dominantes Isotop(***Lanthan (99.91%), " Lutetium (97.41%) und wurden daher
vorgezogen.Zusétzlich kann auch das ddsbergangsmetallerund den seltenen Erden
zugeordnete®®Yttrium) komplexiertwerden.Liu et al.stelltenjedoch festdass zwischefPY
und **°Tb Differenzen derlonisierbarkeit vorliegen, die jedoch durch die Einfiihrung von
Korrekturfakbren ausgeglichen werden konnéhiu et al. 2006) Einige der infrage

kommenden Lanthanoide sindTabelle4.7 aufgelistet

Wie bereits beschrieben, muss bei der Waéit Metalle besonderauf die sich daraus
ergebenden Isotopenmuster in der MS geachierden. Bei der automatischen
Quantifizierung spielt dies eine besondere Rolle, da in der Regel bei Voilasierten

Methoden nicht nur Uber die Peakflachen der monoisotopischen Peaks quantifiziert wird,
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sondern Uber das ganze Isotopenmuster. Beiaitschen Analysen wurden somit in der
Quantifizierung der @roteinMischung Metalle ausgewdahderen Isotope mindestens 3 Da
auseinanderliegen. Zweitens wurden vorrangig die von Natur aus monoisotopisch
vorliegenden Metalle verwendeDa bei den Analyserder Einzelpeptide nur auf den
monoisotopischen Peak quantifiziert wurde, konnten hier bspw. &tith und **Pr

verwendet werden.

Tab. 4.7 Auflistung der zurKomplexbildung mit demDOTA-Makrozyklus verwendbaren
Metallionen mit Angabe der Reinheit dengereicherten Isotope. Die mit *gekennzeichneten liegen
natirlich monoisotopisch odbesitzen ein dominantes IsotgQuelle: Eurisotop)

Reinheit Reinheit

Element Isotop [%] Element Isotop [%]
Dysprosium  '*'Dy KA. Neodym 5Nd 91,0
Dysprosium  ‘®?Dy 96,1 Neodym 1%0Nd 97,5
Dysprosium  '*Dy 98,4 Praesodym* *'Pr 100,0
Erbium 182g, 30,0 Samarium  **Sm 86,0
Erbium 166y 99,9 Samarium  *?sm 99,4
Erbium 188y 99,9 Samarium  ***Sm 98,6
Erbium H0gr 97,0 Terbium* 1%97p 100,0
Europium Blgy 97,0 Thulium* 1%9Tm 100,0
Gadolinium  **°Gd 94,3 Ytterbium yp 95,0
Gadolinium  **°Gd 99,8 Ytterbium 2y 97,1
Gadolinium  **®Gd 97,5 Ytterbium Y 98,9
Gadolinium  **°Gd 98,7 Ytterbium 76vh 97,7
Holmium* %Ho 100,0 Yttrium* By 100,0
Lanthan* 19 5 99,9

Lutetium* "L 97,4

Lutetium 178 68,9

Fur die Elektrospraspnalysegilt, dass bei mehrfach geladenen lonen die Isotopenmuster der
differentiell markierten Peptide zwar naher zusammenriicken, aber insgesamt die Abstande
zwischen deniazelnen Isotopemund damit das gesamte Isotopenmustdrmaler werden.
Liegen die Isotopenmuster, d.ldie Massen der Metalle jedockchlieRlich zu weit
auseinander, besteht die Mdoglichkeitass sich die beiden Metalle in lonisaticnsind
Elutionseigendtaften unterscheiderDies wurde zuvorbereits fur Yttriumund Terbium

be<hriebenund kann erheblichid Quantifizierung st@n (Liu et al 2006)

Im Folgenden wurden dideiden Peptidquatifizierungsstrategiendas isobarelLabeling
mittels iITRAQ-Reagenziemund das Vdi&uferionerbasierte Metaibn-ChelatLabelingunter

Verwendung der MALDIMS und MS/MSAnalyse miteinander verglichen. Digletall-
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DOTA-Markierungsstrategie sollte dabei hinsichtlich Genauigkeit, Prézision dew
dynamischen Bereichan einer bereits etablierten Methode getestet werden. Dazu wurden
Einzelpeptide sowie ein Verdau einePfoteinmischung als Modefnalyten verwedet. Ein
detaillierter Ablaufplan der Experimente iat Abbildung4.11 und4.15 wiedergegeberDer
grundlegende Unterschied der beiden Quantifizierungsstrategien besteht darin, dass das
differentielle MetaliLabelingaufgrund deMassendifferenzen der Mate zur Bildung nicht

isobarer Peptide fuhrt, wahrend die iTRA@rkierung isobare Peptide erzeuDte relative
Quantifizierungder Metall-markierten Peptide erfolgt hier alsoim MS-Modus. Dagegen
werden zurQuantifizierung mit isobaren Tags die Pealdiiéic der Reporterionen aus der

MS/MS-Analyseherangezogen

IV.2.1 Relative Quantifizierung von Einzelpeptiden

Drei synthetische Peptide wurdewie in Abbildung 4.11 gezeigt, mit dem Metalion-
Chelator DOTA entweder an keAmino-Gruppen oder an den Sulfhyci@ruppen
derivatisiert und mit deffiolgenden Metallionerbeladen Pr*, Snt*, Tb**, Ho**, Tm*" und
Lu**. Eine Mischung gleicher Mengean Pr**, Sn?*, Tb**, Ho®*, Tm**-markierten Peptiden
(2 fmol pro Peptid), die in konstanter Konzentration gehakarden wurde hergestellt und
als Referenz bzw. interner Standard verwendet’-markierte Peptide wurden dann in
unterschiedlichen Konzentrationen zugegeben, sodass molare Verhéltnisse zwjg2ié&n 0
bis 501 der Lu**-markierten Peptide relativ zu den fiinf andeteri’-markierten Peptiden
erzeugtwurden. Parallel dazu wurden Aliquots der drei Peptide jeweils mit einem der vier
iTRAQ-Reagenzien markiert. Dementsprechend wurden die iTRAMQ 115, 116
markierten Peptide in equimolaren Mengen vereinigt (je 2 frd@$korrespondierende 117
markierte Peptid wurde in unterschiedlichenMengen zugegeben um die Verhéaltnisse
(0,025.1 bis 5Q1) relativ zu den drei anderen Peptiden zu erreicBén PeptidMischungen
wurden daraufhiBfach gespotteim MS-Modus(Metall-markierte und iTRAQ Peptide) und
im MS/MS-Mode furiTRAQ Peptidg analysiert
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Abb. 4.11: Schematischer Arbeitsablauf zur Markierungsstrategie und Quantifizierung der

Einzelpeptide S35, S36 und T1. Die Cysthaitigen Peptide S36 und Twdvurden vor der
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Derivatisierung reduziert. Fur die iTRAQuantifizierung wairden T1 und S38usatzlich alkyliert, fur
die Derivatisierungmit NHS-DOTA nur T1. Zur Herstellung des internen Standardsrden jeweils
funf der differentiell Metallmarkierten Peptide in gleichen Ehgen vereint,zur iTRAQ-
Quantifizierung wrden die 114 115 und 116markierten Peptide gemixt.

S35(VLASSAR), Derivatisierung der Amin@ruppen
Exemplarisch sindn Abbildung4.12, die ausden Peakflachen berechnetéerhaltnisse de
Lu**/Ln*-DOTA-markierten (A, C) und ds 117/iTRAQmarkierten Pepticc S35 (B, D)
gegen die theoretisch zu erwartendféarte aufgetrage Im unteren Teil der Abbildung sind
die Analyt/IS-Verhaltnisse zwischen,@1:1 und 2,51 vergrofRert dargestellBei héheren
Analyt/IS-Verhéltnissen (>10) sind deutliche Unterschiede zwiscB&TA und iTRAQ
Markierung festzustellen. Fur das theoretische Verhéltnis von 50:1 werden fir die iTRAQ
Markierung nur Werte zwischen 23:1 und 34:1 erreicht;D@TA dagegen Verhaltnisse
zwischen 40:1 wh 48:1. Auch fiur das Verhéltnis von 31,25:1 ist di2OTA-basierte
Quantifizierung mit Werten zwischen 26:1 und 31:1 naher am Erwartungswert, als die
iITRAQ-Quantifizierung mit Werten zwischen 17:1 und 25:1. Somit ergibt sich hier fir
iITRAQ eine geringere Grawigkeitder Quantifizierungls furDOTA. Aul3erdem sind flr die
iTRAQ-Markierung auch gréf3ere Abweichungen zwischen den einzebtsai (114-116) im
Vergleich zur DOTA-Quantifizierung (Pr-Tm), hinsichtlich der Verhatisse 31,25:1 und
50:1, zu verzeichme Im unteren Teilder Abbildung4.12, die die Verhéaltnisse von 2,5:1
0,025:1 vergroRRert darstellt, ist zu erkennen, dass die Datenpunkte der 4TRAQ
Quantifizierung nur bis zu einem Verhaltnis von 0,5:1 reicibée Nachweisgrenze (=LOD
engl. limit of detetion) ist also bekeiner Menge von 1 fmol auf dem Targeteicht Fur das
DOTA markierte Peptid S35 konnten Signale bis hin zu Analggghaltnissen von 0,025
detektiert werdenentsprechen80 amol des Analyte(Menge auf dem Targetiinsichtlich
der Nahe a1 den theoretischen erwartet®erhaltnissen ist im untereneil der Abbildung
4.12kein Unterschied zwischdDOTA- und iTRAQQuantifizierung zierkennen.

Zur weiteren Analyse der Quantifizierung sind die Geradengleichungen der Bestgeraden
sowie dasBestimmtheitsmal} der einzelnen Datenreiimenabelle 4.8 aufgefihrSowohl fir
Bestimmtheitsmal als auch fiir die Steigung der Bestgeraden erwartet man im Idealfall, dass
die Werte maoglichst nahe an 1 liegen. Betrachtet man die DQU&ntifizierung fur c
Verhaltnisse von 50:0,025:1, so lasst sich sagen, dass hier mit einem Bestimmtheitsmal}

(>0,998) ein starker linearer Zusammenhang fir einen Konzentrationsbereich von Uber drei
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GroRenordnunger210° von 50:10,025:1) gegeben ist. Fiir die iTRAQuantifzierung liegt
das Bestimmtheitsmafiagegen nur zwischen 0,969 und 0,987.
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Abb. 4.12 Grafische Darstellung deexperimengll ermittelten Verhaltniss€A, C) des Lu-
DOTA markierten Peptid$ 35zu den internen Standards (Pr, Sm, Tb, Ho und Tm)(Bn®) des
iTRAQ 117 markierten Peptids zum internen Standard-11%} gegeniiber den theoretisch zu
erwartenden Verhaltnissen. Didagramme C und [@eben vergrol3ert die Verhaltnisse bis 2,5:1 an
Die schwarze gestrichelte Linie reprasentiert die theoretischaartenden Veraltnisse, wahrend die

gepunkteten Linien die Bestgeraden der einzelnen KanaeniPt14116) darstellt.

Wahrend hinsichtlich der Steigung der Bestgeraden fur die DRAS#erte Quantifizierung

mit Werten zwischen 0,81 und 0,94 UUber den wgesa Konzentrationsbereich
zufriedenstellende Ergebnisse erreicht wurden, liefert die Quantifizierung mit iTRAQ nur
Steigungen zwischen 0,45 und 0,68. Betrachtet man jedoch nur die Verhéltnisse von 2,5:1
0,025:1,wie in Tabelle 4.&inten dargestellt, sorsl fur DOTA- und iTRAQQuantifizierung
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sowohl in Bezug auf das Bestimmtheitsmald als auch beziglich der Geradensteigungen
gleichwertige Ergebnisse zu verzeichnen. Da mittels iTRA@ntifizierung lediglich
Verhéltnisse bis zu 0,5:1 detektiert wurden, konmtier nur ein starker linearer

Zusammenhang tber zwei GréRenordnungen ermittelt wet@mdn 5:10,5:1).

Tab. 4.8: Auflistung desBestimmtheitsmaller Bestgeraden mit der Gteung y =mx+b fir

die Quantifizierung von Peptid S35, sowie ihrer Steigumgnd Ordinaten. Im oberen Tabele
Abschnitt wurden alle Daten in die Regressionsanalyse mit einbezogen, im unteren Abschnitt nur die
Verhaltnisse®,5.

50:1-0,025:1 Lu/Pr Lu/Sm Lu/Tb Lu/Ho Lu/Tm 117/114 117/115 117/116
Bestimmtheitsma® R?  0,9988 0,9995 0,9989 0,9981 0,9996 0,9687 0,9745 0,987
Steigung m 0,94 0,96 0,81 0,81 0,81 0,50 0,45 0,68
y-Achsen-

abschnitt b 0,33 0,26 0,32 0,34 0,21 1,62 1,82 1,22
2,5:1-0,025:1 Lu/Pr Lu/Sm Lu/Th Lu/Ho Lu/Tm 117/114 117/115 117/116
BestimmtheitsmaR R?  0,9994 0,9994 0,999 0,9992 0,9993 0,9985 0,9998 0,9999
Steigung m 1,06 1,04 0,93 0,91 0,88 0,87 1,00 0,88
y-Achsen-

abschnitt b 0,02 0,03 0,03 0,03 0,02 0,10 0,02 0,11

T1(VKCFNCGK), Derivatisierung der Amin@ruppen
Neben Pepti S35 wurde auch die AminoGruppen vonPeptid T1 mit NHSDOTA
derivatisiert und mit der iITRAQQuantifizierung verglichen Die Ergebnisse aller
Verhatnisse 117/iS (iS = 114116) bzw. Lu/iS(iS = PrHo) 0,1:1 wurden mit den
theoetisch zu erwartendéWertenin Abbildung4.13verglichen Wie bereits fur die iTRA®
Quantifizierungvon S35 beobachtgliegen die experimentell ermittelten Verhaltnisse von T1
mit 16-31:1 deutlich unter dem tloeetisch zu erwartendéverhaltnisvon 50:1. Auch fir ein
Verhéltnis wn 31,25:1 liegen die Verhaisse mit 1621 deutlich unter den theoretischen.
Dies qilt bei diesem Peptigedoch auchzusatzlichfur die Verhaltnisse 10:1 und 5:Die
Abweichungen der einhgen Kanéle untereinander sind auch hier fir die iTRAQ markierten
Peptide groRRer als fur diROTA-markierten Peptide.

Die Nachweisgrenz€LOD) liegt auch hier fur die iTRAuantifizierung bei einem
Verhéltnis von 0,5:Jbzw. fir 1 fmol auf der Probenplattéir die DOTAQuantifizierung
hingegerbei 0,11 entsprechendd amol
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Abb. 4.13: Vergleich der experimentellen Verhdltnisseon allen Lu/iS oder 117/iS
Kombinationen fir Pepti®35 und T1 nacDOTA oder iTRAQQuantifizierung. Die theoretisch zu

erwartenden Werte sind durch die gestrichelte Linie gekennzeichnet.
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S36(GACLLPK) und T1(VKCFNCGK), Derivatisierung der Cysteine
Ahnliche Beobachtungen wie fir S35 und Rdnntenauch fir S36 und Tim Vergleich
zwischen DOTA und iTRAQ-Quantifiziemng gemacht werdenAlle experimentellen
Verhaltnisse (0,1:1) aller verendeten Kanale wurden fiir die beiden Peptide S36 und T1 in
Abbildung 4.14 mitihren theoretischen Verhaltnissen verglichéféhrend fiur die iTRA®
Quantifizierung 0,5:1 das niedrigstdetektierbare Verhaltnis ist, reicht dieDOTA-
Quantifizierung von S36 bizu einem Verhaltnis von 0,05:1 und bis zu 0,1:1 fur T1. Hierbei
ist jedoch zu beachtedass die Quantifizierung der M#iltnisse(0,1:1 relativ ungenau ist
(siehe TabelléA.4 im Anhang und fur T1 bpw. das experimentell ermittelte Verhaltnis fur
0,1:1 im Mittel bei 0,05 liegt, was einerelativen Fehler von 50% darstellAuch fur die
Cysteinhaltigen Peptide wurddiir die weniger groRen Verhaltnisse( O 5 inlbgiden
Anséatzeneine hohe Genauigkeit der Quantifizierung @i starker linearer Zusammenhang
erreicht(siehe Tabellet.14 und A.4) Fur die grof3en Verhaltnisse wurden fir Peptid S36
ebenfalls in beiden Ansétzen vergleicld&rgebnisse erzielt. Fur Peptid T1 wurden dagegen
hinsichtlich der Verhéaltnisse >5:1 fur die iTRASsierte Quantifizierung zu niedrige Werte
ermittelt.
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Abb. 4.14: Vergleich der experimentellen Verhdltnisseon allen Lu/iS oder 117/iS
Kombinationen flurPeptidS36 und T1 nacDOTA- oder iTRAQQuantifizierung. Die theoretisch zu

erwartenden Werte sind durch die gestrichelte Linie gekennzeichnet.
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Spotzu-SpotReproduzierbarkeit
Aus denLu/Ln- oder 117/-Verhaltnissen Uber die verschiedenen Spjetde(Prdoe wurde
achtmalauf die Probenplatte aufgetragemurde dierelative Standardabweichung bestimmt
Diese stelltein Maf3 fur die Spetu-SpotReproduzierbarkeitlar. Zum besseren Vergleich
der beiden Quantifizierungsansataeirde de rel. Standardabweichunjir jede Metall-
Markierung (Pr-Tm), bzw. jedesiTRAQ-Label (114116) berechnetQaten TabelleA3 im
Anhang)und gemitteltDaraus wurdeviederumein Mittelwert fir alle Verhaltnisse von 56:1
0,5:1 sowohl fir die DOTAQuantifizierung als auch fur die iTRAQuantifizierung
bestimmt Aul3er fur Peptid S35 liegen altel. Standardabweichungsowohl fur die DOTA
als auch fur die iITRA€Quantifiziering unter 106. Fir die iTRAQQuantifizierungvon S35
liegt die relativeStandardabweichung mit 43 deutlich tGber deDOTA-Quantifizierung.
Insgesamt sindedoch hinsichtlich der Spetu-SpotReproduzierbarkeit fur die MBIS-
basierte ITRA@Quantifizierung und die M®asierte DOTAQuantifizierungvergleichbare
Ergebnisserzielt worden.

Zum besseren Vergleich dbeidenQuantifizierungsstrategiehinsichtlich der Genauigkeit
der Quantifizierungvurden die Ergebniss#erunterschiedlichehabel wie in Gleichung 4.1
undAbbildung A.3 im Anhangyezeigt,gemittelt.

oOppxodppxOppPX
opptopp Oppo

N PPX
QY pptppo

P
o

Had

- - . Gleichung 4.1

Die mittleren experimentellen Verhaltnisse wurden fir jedes Peptid mit den thdwmetisc
Verhéltnissenin einem Diagrammverglichen (AbbildungA.3 im Anhang und die
Bestgeraden mit Geradengleichung Bestimmtheitsma@rmittelt (Tabelle4.9). Zusatzlich
wurden dieVariationskoeffizienterzwischenden einzelneabel d.h. zwischen allebu/Ln
bzw. 117/iSVerhaltnissenberechnetDieseVariationskoeffizienterspiegelnSchwankungen
zwischen den unterschiedlicheMetall-Markierungen oder iTRAEDerivatisierungs
reagenzien wieder Sie durfen daher nicht mit den zuvor beschriebenenrel.
Standadabweichungerder einzelnerLabel Gber unterschiedliche Spotdie denSpotzu-
SpotReproduzierbarkesn entsprechen, verwechselt werdddie Variatiorskoeffizienten
Uber die Verhéltnisse 50(1,5:1 wurdenschliel3lich auchgemitteltund sindin TabelleA.4

aufgefuhrt Als MaRR fir die Genauigkeit der Quantifizierung wurdardemdie mittleren
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relativen Fehletiber dieverschiedenen Markierungdrerechnet und der Durchschnitt Uber
die Verhaltnisse 50:0,5:1 inTabelle4.9 aufgelistet.

Tab. 4.9:

MetdlmarkierungerPr-Tm bzw.iTRAQ-Label 114116

Zusammenfasgg der Quantifizierungsergebnisse gemittelt Uber die einzelnen

S35 VLASSAR T1 VKCFNCGK
DOTA (Amino- DOTA (Amino-
iTRAQ reaktiv) iTRAQ reaktiv)
Bestimmtheitsmaf? R’ 0,9796 0,9988 0,9829 0,9950
Gleichung der Regressionsgeraden y 0,54x+1,55 0,85x+0,34 0,43x+1,61 0,94x-0,18
@ Variationskoeffizient; Verhéltnisse 50-
0,5 [%] 7,60 2,22 13,00 5,80
@ relativer Fehler; Verhéltnisse 50-0,5 [%] 13,99 5,88 19,14 8,66
S36 GACLLPK T1 VKCFNCGK
DOTA (CYS- DOTA (CYS-
iTRAQ reaktiv) iTRAQ reaktiv)
Bestimmtheitsmaf} R? 0,9954 0,9940 0,9829 0,9981
Gleichung der Regressionsgeraden y 0,67x+0,51 0,74x+0,13 0,43x+1,61 0,74x+0,52
@ Variationskoeffizient; Verhaltnisse 50-
0,5 [%] 16,68 1,89 13,00 2,68
@ relativer Fehler; Verhéltnisse 50-0,5 [%] 17,08 13,99 19,14 9,94

Fur alle Peptide mit Ausnahmeon S36 ist das BestimmtheitsmaRnach DOTA

Quantifizieung naheram Idealwert 1.Die Stagungen der Bestgeraden fur die iTRAQ

Quantifizierung sind deutlich geringer als fur did©OTA-basierte Quantifizierung. Die

Variationskoeffizientenin den DOTAbasierten Ansatzesind sowohl fur die Cystein

Markierung als auch fur dieAmino-gerichteteMarkierung sehr niedrig, d.h. dass die

Unterschiede zwischen deNletallionen sehr gering sind. Alle Metalle sind also in

MultiplexingAnsétzen verwendbamDie genaueste Quantifizierung Uber die Verhaltnisse

50:2-0,5:1 wurde mit einem relativen Fehler <9% flie dAmino-gerichtete DOTA-

Quantifizierung erreicht, danach fur di8ulfhydrylgerichtete DOTAQuantifizierung mit

einem Fehler <14%Bedingt durch die niedrigen Wertdie im iTRAQ-Ansatz fur die

extremeren Verhdltnisse 50:1 und 31]25errechnet wurden, sekidet die ITRAQ

Quantifizierung mit einemelativen Fehler zwischen 4% auch hier am schlechtesten ab.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dassdie MetallMarkierung die experimentell

bestimmten Verhéltnisse in guter Ubereinstimmung zu den thexbretisechneten liegen. Fur

die iTRAQ-Markierung gibt es fur die Verhéltnisse >10:1 eine deutliche Abweichung hinzu

geringeren Analyt/IS/erhaltnissen,

woraus sich ein geringere Genauigkeit der
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Quantifizierung und eifinearer Zusammenhang Uber einen gggnen Konzentrationsbereich
ergbt. Insgesamtiefert die Quantifizierung der mit NH®OTA derivatisierten Peptide
genauere und prazisere Ergebnisse als die QuantifizierungnideMaleinimido-DOTA

derivatisierten Peptide.

IV.2.2 Relative Quantifizierung eines 6Protein-Verdaus

Um die Anwendbarkeitder Methodeauf komplexe Proteinmischungen validieren wurde

ein tryptischer Verdau von sechs Proteinen der iTRAQ bzw. DOTA (Maleinimiad NHS)
Derivatisierung unterzogenDurch unterschiedliche Genexpression kagin Protein in
verschiedenen Proben in stark unterschiedlichen Mengen vorlisgenunterscheidet also

hoch und niedrig abundante Proteine. Die Produkte von Haushaltsgenen liegen dagegen
unabhangig vom Zelltyp, Zellstadium und &auf3eren Einflissen inhglei®lenge vorDie
folgenden Experimente dienten dazu die quantitative Proteinzusammensetzung einer Probe zu
erfassen. Aulerdem dswmlh die beiden Methoden hinsichtlich ihrer Kapazitatark
unterschiedliche Proteinabundanzen zu bestimmaerglichen werdn. Dazu wurden vier
Probenin denen bestimmte Proteine in unterschiedlichen Mengen vorliddfamentiell
markiert, vereinigt und mittels L®ALDI MS und MS/MS in Triplikaten analysiert

(Zusammensetzung unébelingschemast Abbildung4.15zu entnehmen
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Abb. 4.15: Schematischer Arbeitsablauf zur Quantifizierung dePr&@einrMischung nach

Derivatisierung mitNHS-DOTA-, Maleinimido-DOTA und iTRAQ. Zur Herstellungder Proben mit
unterschiedliche Proteinabundanzewurden zuerst die Proteinmischungen-A4 hergestellt, die
Cystine reduziert und die Proteine mit Trypsin verddtiir die Derivatisierung mitiTRAQ- und

NHS-DOTA wurden die Cysteirhaltigen Peptidenoch mit MMTS alkyliert Nach Derivatisierung
und Metallierungder DOTAmarkierten Probe wurden die Peptidmischungen A84 1:1 vereinigt
und in Triplikaten getrennt und gespottet. Alle-T&nnungen wurden schlieRlich mit MALIMS

und MSMS analysiert.

Qualitative Ergebnisse
In Tabelle4.10 sind die quditativen Ergebnisse der Datenbankanalysdiglezh derprotein
scores der Sguenzabdeckungen und der Anzahl der Peptididentifizierungen aufgefliart.
Sequenzabdeckungeder DOTA-basierten Ansatze mit 46% fur diAmino-gerichtete
DOTA-Derivatisierung und 47% fur diSulfhydrylgerichtete DOTADerivatisierungsind

vergleichbar

Tab. 4.10: Zusammenfassung der qualitativen Daten aus der Mascotdatenbanksuche, inklusive
der Mascotprotein score der Sequenzabdeckungen und der Anzahl der Peptididentifizierungen mit
einem Vertrauensi.ntervall O095% (p<0, 05)

protein score

iTRAQ DOTA (Amino-reaktiv) DOTA (CYS-reaktiv)
Transferrin (Mensch) 10716 4808 3937
Albumin (Rind) 11055 5689 4486
h-Lactalbumin (Rind) 1571 909 643
i -Lactoglobulin (Rind) 1947 800 1364
Transferrin (Rind) 11124 5402 3992
Lysozym (Huhn) 1270 1409 738
X protein score 37683 19017 15160

Sequenzabdeckung [%)]

iTRAQ DOTA (Amino-reaktiv) DOTA (CYS-reaktiv)
Transferrin (Mensch) 66 49 53
Albumin (Rind) 80 62 51
h-Lactalbumin (Rind) 47 37 39
i -Lactoglobulin (Rind) 57 44 51
Transferrin (Rind) 74 47 50
Lysozym (Huhn) 34 40 36
@ Sequenzabdeckung [%] 60 46 47

Anzahl der Peptididentifizierungen

iTRAQ DOTA (Amino-reaktiv) DOTA (CYS-reaktiv)

Transferrin (Mensch) 60 44 36
Albumin (Rind) 54 45 31
h-Lactalbumin (Rind) 8 7 6
i -Lactoglobulin (Rind) 14 12 10
Transferrin (Rind) 63 42 33
Lysozym (Huhn) 7 6 5

206 156 121

90



Ergebnisse

Mit der iTRAQ-Markierung wurde eine deutlich hohere Sequenzabdeckung erreicht (60%),
begleitet von hohereprotein scoresund der hoéchsten Anzahl an Peptididentifizierungen
(206). Die Derivatisierung mit MaleinimidDOTA schneidet mit 85 identifizierten Peptiden
schlehter als die AmingyerichteteQuantifizierung (156 identifizierte Peptide) ébabelle
4.10).

Quantitative Ergebnisse
Die quantitativen Daten détroteine die in allen Proben in gleicher Menge vorlieggigen
keine pragnantenUnterschiede zwischeder Amino-gerichtetenDOTA- und der iTRAQ
Quantifizierung Abbildung 4.16). Bei beiden Markierungsstrategi#agendie experimentell
bestimmten Verhdaltnisse nahe arRrwartungswert 1. Jedoch sind betrachtliche
Abweichungen im Fall des iTRA@arkierten humanen @nsferring das in Probe Al in
geringer Menge vorliegt und daméin niedrig abundang Protein darstellf beobachtet

worden.
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OiTRAQ oODOTA (Amino-der.)
1,25 -

Experimentelle Verhaltnisse

100 +-- ] T T .1 T
075
050
025 |
0,00 1 : : : :
T H A B AL B BG_B T B LC

Abb. 4.16: Vergleich zwischen iTRAQ- und DOTA (Amino-gerichtete Markierung
Verhéaltnissa (A) der niedrig abundanten Proteir®,5, (B) der hochabundanten Proteimeit

Ver hal t4nrid)xderRAroténe, die in allen Proben in gleichen Konzentration vorlagémien
Verhaltnissen = 1. Alle ermittelten Werte und ihre Standardabweichungen sind Durchschnittswerte aus
allen bestimmen Peptidverhaltnissen aus drei technischen Replikaten. Die gestrichelten Linien stellen
die theoretisch zu erwartenden Werte dar.
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Di e Prot ei nlea cAlald wnifmaciogldiulindiegdn in Probe A4 in hoherer
Konzentration als in den ubrigen vddiese dienen damit zur Simulation hochabundanter
Proteine. Hier zeigt die Amingerichtete DOTA Quantifizierung eine hohere Genauigkeit bei
den Protein@m Al b u mi-Lactalbumih, sdwie eine héhere Prazision als das iTRAQ
ma r k i -eactogbulin Abbildung 4.16und Tabelle A.5. Ein detailliertes Beispiel einer
ungenauen iTRAuantifizierung ist fur ein AlbumuiPeptidin Abbildung 4.17 gezeigt
Aus den Peakflachen im MS/MSpektrum des iTRA@narkierten Peptisl
*K*VPQVSTPTLVEVSR und der Datentabellekam man fur das Verhaltnis von 117/115
einen Wert von 2,75 ablesebieser experimentell ermittelte Wert ist deutlich niedriger als
der theoretisch erwartete Wert von 4,B6.Gegensatz dazu folgt aus dem 488ektrum des
DOTA-markierten Peptids und dem extierten lonenchromatogramein Verhéaltnis von
4,87 von LG*/Tb**. Dieses Ergebnikiegt deutlich naheandem theoretischeWert von 426.
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Abb. 4.17: (A) MS-Analyse des mit NHS-DOTA derivatisierten  Peptids
*K*VPQVSTPTLVEVSR aus Rinderserumalbumin urfB) extrahierte lonenchromatogramme zur
Quantifizierung aus Mascot Distille(C) Ausschnitt des Reporterionenbereiches aus denfivigSs
Spektrum des Peptids *K*VPQVSTPTLVEVSR(D) Die ermittelten Spektren sowie die relativen
Fehler sind zum Vergleich tabellsch aufgefuhrt.
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Insgesamt zeigder iTRAQAnNsatz einen grolReren relativen Fehler verglichen mit der
Amino-gerichteten DOTA-Quantifizierung (15,8%) Dies ist hauptséchlic durch die
ungenaue Quantifizierung des humanen Transterbedingt Tabelle A.5). Obwohl die
iITRAQ-Quantifizierung eine héhere Anzahl von Peptididentifizierungen und damit auch mehr
guantitative Information erméglicht, sind die durchschnittlichen Standardabweichungen sowie
die Variationskoeffizienten niedriger fir dAemino-gerichteten DOA-Quantifizierung.Die
SulfhydrylgerichteteQuantifizierung liefert durch die geringe Anzahl quantifizierbarer
Peptide (29) verglichen mit deAmino-gerichteten DOTA (99) und der iTRA®
Quantifizierung (190) dagegen insgesamt relativ ungenaue und ulézsige Ergebnisse
(Tabelle A.5. Fur die Quantifizierung von Lysozym wurde hier nur ein einziges Peptid
gefunden, das jedoch nicht difarameter zur positiven Identifizierumgr MascoDistiller

Software erfllt.

Zusammengefasst, ist dlamino-gerichtee Metall-DOTA-Markierungsstrategie désobaren
Labeling Strategie miiTRAQ-Reagenzieniberlegen hinsichtlich der Genauigkeit, Prazision
und Sensitivitat derelativenQuantifizierung Nachteilig ist jedocldie geringere Anzahl an
Peptididentifizierungemm Vergleich zur iTRAQProbe In unseren Experimenten zegtie
MS/MS-basierteQuantifizierungmit iTRAQ niedrigere Sensitivitat verglichen mit der MS
basierterQuantifizierungmit DOTA.

93



Ergebnisse

IV.3 Analyse vonProteaseaktvitdten mittels Massenspektrometrie

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit stellte die Verwendung der Metallmarkierung zur
Quantifizierung proteolytischer Umsetzemgnit Hilfe der MALDI MS dar. Im zweiten Tell

der vorliegenden Arbeit wurddie DOTA-basierte Quantifizierung mit unterschiédhen
Metallionentber einen groReren Konzentrationsbereich unterschiedlicher Peptidverhaltnisse
untersucht. Die Ergebnisse belegten eirdgrearen Zusammenhangber mehr als 2
GrofRenordnungeunnd einegute Genauigkeitler Quantifizierungesondersn Bezug aufdie
Amino-gerichtete Markierung. Um zu testeob sich die Methode zur Aufzeichnung
proteolytische Umsetzungen eignetvurde eine MultiplexAnalyse der tryptischen Spaltung

von Neurotensin als Substrat in acht unterschiedlichen Konzentrationen durchgefihrt. In
einem zweiten Experiment wurde die Methode an einem@Werdau von 20 Proteinen als
Substrat durchgefihrZum einen zielte dieses Experiment darauf ab zu zeigess die
Methode mit dem LEMALDI Arbeitsablaufkompatibel ist Zum anderen sollte gezeigt
werden, das auch die Quantifizierung desoteolytischen Gbstratabbaus und gleichzeitig

der Produktbildungn einer komplexen Probe, also eifdulti-Substrat Umgebungndglich

ist.

Wie bereits zuvor beschrieben kann die Verwendung derivatisierter Safiestrdie
proteolytische Reaktion beeinflussen. Bei Lathéa al. wurde gezeigt, dass die
chymotryptischeUmsetzungvon Lu-DTPA-markierten Substratenstark verlangsamt oder
verhindert ist. Die LOsung dieses Problems war die Verwendung eines kinstlicheat8sibst

in dem ein polyAlanin-Spacer Derivatisierungsstelle und Spaltstelle raumlich trennt, sodass
die sterische Hinderung umgangen wifdathia et al. 2010) Da diese Strategie die
Verwendbarkeit der Substrate stark einschrankt, sollte in unserem Fall eine
Derivatisierungsstrategietabliert werdendie nach dem Verdeaerfolgen kannErfolgt die
Derivatisierung erstnachtraglich kann die eigentlich zu untersuchende Reaktion, die
Praeolyse in einer fast nativen Umgebung stattfinden und jedes Protein, Peptid oder jede
Proteomprobe kann als Substrat verwendet werBanweiterer wichtiger Aspekt bei der
Bestimmung von Proteaseaktivititen ist das quantitative Abstéppenching der
Enzymreaktion das im Fall derLabelingstrategie nach dem Verdau zusatzlich mit der
anschlieRenden Derivatisierung kompatibel sein namssabhangig vom zu untersuchenden
Enzym ist Mehrere Mdglichkeiten um Proteasen zu inhibieren kommen beim Quenching

infrage:  Hitzeinaktivierung, pHErniedrigung oder Proteaseinhibitoren. Da die
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Hitzeinaktivierungvon Trypsinreversibel ist(Northrop 1932)und das Ansauern sich nicht
mit der nachfolgenden Derivatisieg bei pH 78 vertragt sollten in diesem Ansatz

Proteaseinhibitoreaingesé&zt werden

Zwei oft verwendete SerRroteaseinhibitoren mit ahnlichem Wirkspektrum stellen PMSF
(Phenylmethylsulfonylfluorid)und AEBSF (4(2-Aminoethyl}benzensulfonylfluorid) dar
(Abbildung 4.18). AEBSF ist zwar in wassrigen Losungen langer stabilPMSF (Mintz
1993) enthalt jedoch ein freies Amin und kénnte daher mit der Aminogrugpeohteten

DOTA Derivatisierung interferren.

(A) (B) 040

Abb. 4.18 Strukturformeln der Serinproteaseinhibito(@&) PMSF undB) AEBSF.

Die Verwendung von EDTA oder anderer Chelatoren sollte Béadung des DOTA
Makrozyklus mit dertrivalenten Metallionemur in geringem Ausmald beeinflussen, da die
Werte der Stabilitatskonstanteiieser Komplexe weitaus groRer sii@yegardet al. 1999)

In nachfolgenden Experimenten wurde eine Kombination von PMSF und AEBSF verwendet,
wobei AEBSF in geringen (substochiomsttien) Konzentrationen verwendet wurde, um die
Derivatisierung nicht zu beeinflussen (PMSF:AEBSF = 15:1).

In einem Vorexperiment wurde untersucht welcher Uberschuss des Proteaseinhibitors
notwendig ist, um die Aktivitat von Trypsin quantitatimd irrevergel zu stoppenUm die
Abhéngigkeit der Restproteolyse vom Verhdaltnis des Inhibitors zur Protease zu
veranschaulicherwurde in Abbildung4.19 die prozentuale Produktintensitdt gegen das
PMSFzu-TrypsinVerhaltnis (w/w) zu den drei unterschiedlichen Inkidizszeiten
aufgetragen. Aud\bbildung 4.19 ist klar abzulesen, dass bei einem B@denUberschuss

von Inhibitor zu Enzym (w/w) entsprechend einem 78a€itienmolaren Uberschuss keine
Restproteolyse mehr beobachtet werden konnte. Somit sind die zunmajivemtiAbstoppen

der Trypsinproteolyse notwendigen Bedingungen bestimmt worden
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Abb. 4.19: Grafische Darstellung der Restproteolyse bei unterschiedlichen Inkiierotease
Verhaltnissen und drei unterschiedlichen Inkubatzeiten.

IV.3.1 Einzelsubstratanalyse

Um zu testen, ob sictlie MetallDOTA-Markierungen an Peptiden dazu eignerodukt und
Substratkonzentrationen wéahrend einer Proteolyse zeitaufgeldst zu quantifizieren wurde
Neurotensin als Modellsubstrat und Trypsin alsdeliprotease gewahlt. Neurotensin besitzt

in seiner Sequenz eine tryptische Schnittstelbeyie zwei durch Prolin maskierte Stellen, an
denen keine Spaltung erwartet wird, so dass die in Abbildu2@ dargestellten Produkte
entstehersollen.Der Arbeitsalaufist in zweiAbschnitteunterteilt (i) die Untersuchung des
zeitlichen Verlaufs der Proteolyse (Abbildudad0 A) und (ii) die Herstellung der internen
Standards zur Bestimmung der Substoater Produktkonzentration (Abbildurdg20 B). Fir

den zeitichen Verlauf wurde eine Neurotensin Stocklésung in acht verschiedenen
Substratkonzentrationen verdinnt und einem tryptischen Verdau unterzogen. Nach
bestimmterZeitintervallen wurden 20 pl Aliquots der Reaktionsmischung in Enzyminhibitor
Ldosung abgestoppind die Probe ansgeBend mitNHS-DOTA derivatisiert und danmit
Metallionen beladenJede Probe die derselben Ausgangssubstratkonzentration entstammt
wurde mit identischen Metadinen markiert um Produkt und Substratmenge zu einem
bestimmten Zeitpunkvergleichen zu kénnen. Die unterschiedlich markierten Proben eines
Zeitpunktes wurden schlief3lich vereinigt, mit [I{fBterner Standard Substiatund ISP
(interner Standard Prodykversetzt, gespottet und mit MALBIIOF MS analysiert. Die
Herstellung des SS erfolgte durch Inkubation von Neurotensin lediglich mit dem

Verdaupuffer ohne jegliche Enzymzugabe mit anschlieRender Derivatisierung und Lutetium
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Komplexierung wohingegendie Herstellungder ISP durch kompletten Vendavon

Neurotensin und Ytterbiurvarkierung der derivatisierte8paltprodukte erfolgteAbbildung

4.20B).

(A) Zeitlicher Verlauf
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Abb. 4.20:

zeitlichen Verlaufs der Proteolyse wurden unterschiedliche Neurotosirentrationen rhigleichen

Schematischer Arbeitsablauf der EinZlbstratAnalyse.(A) Zur Untersuchung des

Mengen an Trypsin inkubiert. Nach bestimmten Zeitintervallaurden Aliquots der Verdaue
entnommen und in Stopplosung Uberfiihrt. Nach der Derivatisiemitg NHS-DOTA und
Komplexierungvon Lanthanoidionerwurde jedes Aliquot, das einen bestimmigeitpunkt und eine
bestimmte Substratkonzentration darstellt mit identischen Mengen an internem Produkt und Substrat
Standard gemisch{B) Zur Generierung des internen Produktstandards (ISP) wurde Neurotensin
(ausgehend von der héchsten Konzentratiampilett mit Trypsin verdaut, die Probe anschlief3end
derivatisiet und mit Ytterbiunonen beladen Zur Herstellung des Substi&tandards wurde
Neurotensin mit Puffer inkubiert, derivatisiert und mit Lutetilbbaladen Alle Proben wurden
schlie3lich mit MALDO-TOF MS analysiert. Die * markieren die Derivatisierungsstellen] 5

Substratkonzentration zu einem bestimmten Zeitpunkt; [P] Produktkonzentration.

In Tabelle 4.11 sind ale theoretisch vorkommenden mMerte von verdautem und
unverdautemNeurotensinaufgelistet. Die Intensitaten/Peakflachen aller Wevteden zur

Errechnung der Sulbyst bzw. Produktmengen geplottet
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Tab. 4.1 Theoretische miVerte von Neurotensin und seinen tryptischen Spaltprodukten nach
NHS-DOTA Derivatisierung undeladungmit einem der unteraufgefuihrten Metaibnen Lutetium
markierte Spaltprodukte sowie (Signale bei einem m/z von,%8881d 121%0) sowie Ytterbium
markiertes Substrg2228,01)werden nicht erwartet und sind kursiv aufgefuhrt.

Neurotensin N-terminales C-terminales

Produkt Produkt

Isotop PGIULYENK*PRRPYIL PGIULYENK*PR *RPYIL

Lanthanum %) 5 2194,98 1552,57 1183,49
Praesodym “py 2196,98 1554,57 1185,49
Samarium %25m 2208,00 1565,57 1196,49
Gadolinium el 2212,00 1569,57 1200,49
Terbium 1%97h 2215,00 1572,57 1203,49
Dysprosium %2py 2218,00 1575,58 1206,49
Holmium ®*Ho 2221,00 1578,58 1209,49
Thulium 9Tm 2225,01 1582,58 1213,50
Yiterbium 2y 2228,01 1585,58 1216,50
Lutetium 3y 2231,02 1588,58 1219,50

Der Lutetiummarkiete interne Standard zeigt wie erwartet ein intensives Signal bej@2231
m/z (monoisotopisch) in den MSpektren aller ZeitpunkteDies istexemplarisch fir den
Verdau von eineMinute in Abbildung4.21 (A) dargestellt. Das Signal bei 1583 stellt das
N-terminale Neurotensipaltprodukt pGIlLYENK*PR dar, das am Lysin mit Ytterbm-
DOTA markiert ist, sowie das bei 1256 m/z entsprechend dem Ytterbium markierten C
terminalen Fragment *RPYIL, das am Amifi@erminusmarkiertist. Die beiden Signale sind
als ISP in allen MSSpektren zu verzeichnerZusétzlich sind inDetailansicht (B)die
differentiell markierten Substratdie nach einer Minute Verdanoch ungespalten vorliegen
dargestellt In den DetailansichterfC) und (D) sind dagegendie ausgehend/on den
unterschiedlichen Substratkonzentrationen bereits entstanden Pralgé&beldet

Um zu untersuchen ob die Trypsinaktivitat in den Stopplésungen komplett inhibiert wurde,
wurden alle Spektren nach Lutetium markierten Produkten untersucht, bzw. digitéien

bei 158858 m/z und 12180 m/z geplottetZusatzlich wurden alle Spektren nach Ytterbium
markiertem Substrat bei einem m/z von 2P28untersucht, das auf einen unvollstdndigen
Verdau des IB hinweisen wirde. Wie auch in den Detailansichten Abbildung4.21 (B),

(C) und (D) ersichtlich, konnten jedoch in keinem der Spektren Signale fur Lutetium
markierte Produkte oder Ytterbium markierte Substrate beobachtet werden und auch in

Einzelspektren ddSP und ISSvurdendiese Signale nicht detektiert
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In fast allen Spektren konnten jedoch unmarkierte Peptide detektiert werden (zum Beispiel
Abbildung 4.21 (A); 16722 m/z). Dies deutet darauf hin, dass die Derivatisierungsreaktion
nicht quantitativ erfolgt ist. Die unvollstandige Derivatisierung wird Kapitel V 3.1
diskutiert
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[%] 158562 [%] 2218,00 2225,01 2231,02
1001 \ 100+ To™ e | /
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RPYIL o cd® N \\
60 1216.50 604210608 21200 \
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404 L+ \ 404 18 N 2203 00
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207 —i4-1672,92 20+ \‘ ” ‘ ‘
I Ll
0+t l‘ l 0 |H\’|f \I'\H‘ HH H’ﬁu‘.ﬂ ,
T T T 1
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407 15;{59 1569, 5“\ | "\ 404 / 120048\ \1209.49
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Abb. 4.21 (A) MALDI MS Spektrum von Neurotensin nach 1 Minute Verdau. Das Signal bei
223102 m/z stellt den Lutetiurmarkierten internen Substr8tandard dardas Signal bei 16722
entspricht unmarkiertem Neurotensin(B) Detailansicht der nach einer Minute verbleibenden,
unterschiedlich markierten Substratmengen ausgehend von 8 verschiedenen Substratkonzentrationen
(C) Das nach einer Minute entstandene -Merminale und am Lysinmarkierte Produkt
PGIULYENK*PR bei einem Sigal von 12160. (D) Das C-terminaleam NTerminus markierte
Produkt*RPYIL mit einem Signal von 15862 fur den Ytterbiurrmarkierten, internen Standard.

In Abbildung4.22 (A) ist der Substratabbau und die Produktbildung von einer Neurotensin
Ausgangkonzertration von 15 uM Uber einen Zeitraum von 60 min gezeidDie
Konzentrationen der Produkte bzw. Substrate werden aus den Verhaltdess&hulium
markierten PeptidPeakflachen zu denen der internen Standards berechnet. Wie erwartet
(sieheAbbildung4.22) entwickeln sich die Konzentrationen der beiden Produkte tber die Zeit
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in etwa gleich. Es wurdejedoch auch Abweichungen von bis zu 13% zwischen beiden
Produkten beobachtet.

(A) 20 — (B)
16 —_ 16 —
s 4
% 12 12 /
: : ] f
= v B P, pGIULYENK*PR
o 8 1 O P,*RPYIL 8 —
; ¥ S pGIULYENK*PRRPYIL - m 15uM
i 4 — © 12.75uM
g 4 5= A 10.5 uM
0 —t W e N 0 —¥ "
| | | | | | | rvtvr*7r*wrrryrrr1rrr1r
0 10 20 30 40 50 60 0 5 10 15 30 40 50 60
Zeit [min] Zeit [min]

Abb. 4.22: (A) Zeitabhangige Bildung der THRDOTA-markierten Produkte pGILYENK*PR

und *RPYIL ausgehend von einer Substratkonzentration von 15 uM. Der Abbau des Substrates,
berechnet aus den PftLu®**-Verhaltnissa ist ebenfalls dargestelfB) Zeitlicher Verlauf der Bdung

des Nterminalen Spaltproduktausgehend von drei untengmichen Substratkonzentrationen: 15

UM Tm**-markiert; 1275 pM Tb*-markiert; 105 pM PF*-markiert.

Da die errechnete Produktkonzentration nach 60 min 15uM betragt, bzw. das -Tm/Yb
Verhéltnis 1 betragtkann man davon ausgehen, dass die Reaktion irerdiegeitraum
vollstandig abgelaufen istDies setzt vaaus, dass bei der Herstellung des internen
Produktstandards die Reaktion komplett abgelaufen ist.

Eine Alternative zur Anwendung des MetalLabeling als MultiplexingStrategie zur
Bestimmung von Protsaaktivititen Uber einbestimmteZeitspanneausgehend voeiner
einzelnen Substratkonzentration, waevor beschrieben, ist die parallele Bestimmung von
Produkt/Substratkonzentration wahrend der proteolytischen Reaktion ausgehend von
unterschiedlichen SubstratkonzentrationerDie entsprechende Produktbildung ausgehend

von 3 unterschiedlichen Substratkonzentrationen ist in Abbildi#®YB) gezeigt.

Die zusatzliche Identifizierung urtharakterisierung der gebildete Produkte ist ein wichtiger
Vorteil der MS-basierten Enzymassays, as da in enzymatischen Reaktemunerwiinschte
Nebenprodukte aufgrund suboptimaler Reaktionsbedingungen oder Kontaminationen in den
Substrat oder Enzymlésungen autée konnenZur Verdeutlichung ist deshalb Abbildung

4.23 das MS/MS-Spektrumdes Nterminalen Yb**-markierten Neurotensin Spaltprodsikt
pGIULYENK*PR dargestellt, womit dessen Sequenz und damit auch die erwartete Spaltstelle
bestatigt werden konnten.
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Abb. 4.23: MS/MS-Spektrum des YB-DOTA markierten Spaltprodit pGIULYENK*PR. Das
K* markierte Fragment stellt das Immonidon des YtterbiunrDOTA markierten Lysin dar.

IV.3.2 Multi substratanalyse

Um die Verwendbarkeit der Methode in einBrobedie eine Vielzahl mdglicher Substrate

enthadlt( = i M8ubgtratU mg e b uzo tegten, wurde ein GIC Verdau einer Mischung

von 20 Proteinen angefertigt. Die so erzeugt
fur die unmittelbar anscié3ende Analyse des zeitlichen Verlaufs einem Trypsin

katalysierten Proteolyse.

Der angewendete Arbeitsablauf ist bis auf zwei Ausnahmen identisch mit dem der
Einzelsubstratanalyse: (i) es wurden nur zwei Ausgangssubstratkonzentrationen verwendet,
dafir wurden zuséatzlich zwei technische Replikate des Verdaus erzeugt, die im
Nachfolgendemmit unterschiedlichen Metallemarkiert wurden; (ii) alle vereinigten Proben
wurden vor der Messung chromatographisch getrennt. Der komplette Worldtowm
Abbildung 4.24dargestellt. Diese Experimente zielten darauf ab, zu untersuchen ob der
gesamte Aweitsablauf kompatibel mit der LTrennung ist und sich am Ende bei den
Produkten dettryptischen Spaltung ein graduelles Ansteigen der Konzentration erkennen
lasst, wahrend die Peptide mit tryptischen Spaltstellen wie erwartet in ihrer Konzentration
Uber die Zeit abnehmen5 1 A Su b <t r7ad e AP ruaid Tabdlle A7 udd A8
aufgelistet sind konnten auf diese Weisen mindester 2 LC-Laufen (entsprechen 2
Zeitpunkten/ Verdauintervalle) identifiziert und quantifizigrerden,was zur Bestimmung

eines zeitabhangigen Verhaltens eine wichdygaussetzung darstellt
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die so erzeugten Peptide zu zwei AusgaBgbstratkonzerditionen verdinnt. Beide wurden geteilt

und zur Erzeugung eines technischen Replikates parallel ve(BauDie Herstellung der internen
Standards erfolgt wie bereits fur die Einzelsubstratanalyse beschrieben, indem die Produkte mit
Ytterbium und die Subsite mit Lutetium markiert wurdemNach bestimmten zeitlichen Intervallen
wurden Aliquots entnommen, in Stopplosung gegeben, NikS-DOTA derivatisiert undmit
Metallionen beladerDie Proben eines bestimmten Verdaitpunktes wurden in gleichen Volumina
gemischt und mit ISP undSS versetzt Jede dieser Proben, die einen bestimmten Zditpu
reprasentiert wurde chromagt@aphisch getrennt und mittels MALMS und MS/MS analysiert.

Abb. 4.25: Zeitabhéngige Signalintensitdten der Peptide mit internertisoy Spaltstelle
(echteSub st r at-Acfisen zeigen das BiLu**-Verhaltnis (LA* = Terbium, Dysprosium,
Holmium und Thulium). Die Daten représentieren die Durchschnittswerte von 4 verschiedenen
Metallen, einschlief3lich der technischen Replikatel des inversehabelingmit seinen biologischen
Replikaten. Die Unterstriche in den Peptidsequenzen zeigen die potentighéschen Spaltstellen.

Das PeptiEQCHI ist als einziges Beispiel fur emicht spaltbares Peptalifgefihrt

In Abbildung 4.25 und Abbildung4.26 ist die zeitabhangige Bildungon 20 Produkte und
der Abbau von 1%ubstratae aufgefuhrt. Wahrenddpw. Das PeptidAQSAPLRVYVE nach

30 s bereits in klar erkennbarem Mal3 abgebaut wurde, erfolgt die Spaltung des Substrat
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