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1. Einleitung

Aufgrund ihrer vidfdltigen Einsstzmoglichkeiten erlangte die Massenspekirometrie (MS) im
Laufe der letzten enhundet Jehre eine herausagende Stelung in viden Bereichen der
Physk, Chemie Biochemie. Jedoch ers mit der Entwicklung der FAB-lonigerung (fast atom
bombardement) im Jahr 1980, konnte die Massenspektrometrie auch zur Anadyse von
Biomakromolekiilen eingesstzt werden [1,2]. Die Entwicklung der noch schonenderen
Elektrospray-loniserung (ES) [3] sowie der Matrix-assgtierten Laser-
Desorptions/loniserung  (MALDI) [4] fuhrte schliedich dazu, dass sch die biologische
Massenspekirometrie zu  enem der  wichtiggen proteinandytischen Vefahren be  der
Untersuchung der strukturellen Eigenschaften von Biopolymeren entwickete [5).

Durch die high-throughput DNA-Sequenzierung kam es im Laufe der letzten 10 Jehre zu
enem exponentidlen Angdieg der Offentlich zugénglichen Genomdaten. Bidang wurden die
Genome von mehr ds 20 Moddlorganismen sowie der Grofdeil des menschlichen Erbgutes
sequenziert. Der Grofdell der in Gen-Datenbanken abgdegten Informationen basert auf
cDNA sowie anderen genetischen Daten. Dagegen findet man nur wenige Daten Uber den
Expressonsggrad, die  Lokdisation, Funktion, Regulaion und  podtrandationaen
Modifikationen der exprimierten Proteine. Im Bereich der modernen Proteom-Forschung
emdglichen die in den Gendatenbanken d&bgelegten Sequenzdaten jedoch  neue
proteinbiochemische Ansdtze. Der Begriff des Proteoms [6] wurde 1995 eingefiihrt und spater
definiert ds "die Gesamtheit dler Proteine, welche von einer Zdle oder einer Zdlkultur zu
enem definierten Zetpunkt expremiert werden” [7].

Zdlen reagieren auf eine Rehe unterschiedlicher extrazdlul&rer Signde (Wachstumsfaktoren,
Hormone, usw.). Die Sgnde aktivieren die Rezeptoren an der Zeloberfliche und 16sen
dadurch Kaskaden intrazeluldrer Ereignisse aus, wie z.B. postribosomde Modifikationen,
Protein-Protein-Wechsadwirkungen, Induktion und/oder Represson der Genexpresson. Mit
Hilfe der Biologischen Massenspektrometrie konnen die Proteine, welche an diesen
komplexen regulatorischen Signdwegen beteiligt snd identifiziert und charakterisert werden.
Auf diesem Weg tragt die Massenspektrometrie direkt zur grundlegenden Aufkl&rung und
zum Vergandnis der Signal-Netzwerke be. Ist das Genom enes Organismus aufgeklért, kann
mit Hilfe genetischer und biochemischer Andysenverfahren die Biologie dieses Organismus
untersucht werden. Be der Expresson enes Gens wird zuest mMRNA  gebildet
(Transkription), welche dann in en Proten Ubersstzt wird (Trandation). Die gebildete
Protenmenge kann somit auf Transkriptions- as auch auf Trandationsebene kontrolliert
werden. Um ene Signdtransduktionskette vollsandig verstehen zu kénnen, missen daher dle
beteiligten Komponenten bekannt sain.

Zu den wichtigden Methoden, zur Identifizieeung und Charakteriserung von Proteinen,
zéhlen 1D- und 2D-Geedektrophorese, biologische Massengpektrometrie und Bioinformatik.
Der Haupttell der in héheren eukaryontischen Zedlen vorkommenden Proteine liegt jedoch
modifiziet vor. Haufig snd diese Modifikationen direkt fir die Funktion der Proteine
verantwortlich [8]. Nahezu jede Proteinmodifikation bewirkt ene
Molekulargewichtsdnderung des betroffenen  Aminosiurerestes.  Aufgrund  ihrer  hohen
Massengenauigkeit, Sendivitdd und ihrer Fahigkeit, komplexe Mischungen andyseren zu
konnen, ist die biologische Massengpektrometrie deshdb be  der  Charakteriserung
posttrandationaer Proteinmodifikationen die Methode der Wah!.

Eine der wichtigsten und wahrscheinlich auch ene der bekanntesten posttrandationaen
Proteinmodifikation ist die reversble Proteinphosphorylierung [9]; de reguliert grundlegende
zdlulére Erdgnise, unter anderem Wachgum, Tellung und Differenzierung von Zdlen, die
Signatransduktion und die Genexpresson [10-16]. Schézungen zufolge snd in Saugerzellen
mehr ds 30 % dler Proteine phosphoryliet, wobel etwa 90 % dler zdlulaen
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Phosphorylierungen an Serin-, 99 % an Threonin- und nur 01 % an Tyrosnresen
vorkommen [17]. Nahezu dle Phosphoproteine, insbesondere digenigen, welche in die
Sgndtransduktion einbezogen werden, liegen zdlul&r nur sehr gering konzentriert vor und
welsen zudem ene alers niedrige Phosphorylierungsstochiometrie auf.
Proteinphosphorylierungen kénnen deshdb nur mit Hilfe extrem sendtiver Andyseverfahren
(ESI- und MALDI-MS) untersucht werden. Da man heute well3, dass eine gestdrte
Sgndtransduktion bel einem Organismus in der Regd auch zu dessen Erkrankung fihrt,
rickte die Untersuchung der Signdtransduktionsvege auch im Bereich der biomedizinischen
Forschung verstérkt in den Vordergrund.

Man nimmt an, dass nur en geinger Antell dler humanen Erkrankungen unmittdbar auf
enen enzigen Gendefekt zurickzufhren snd (ca 2 %) [18]. Auch im Fdle des Typ 2
Didbetes (nicht-insulinebhhdngiger Diabetes mdlitus) tragt en besseres Vergandnis der
Sgndwirkung des Insulinrezeptors zur  Entwicklung von Behandlungsmethoden diesr
Erkrankung be [19]. Obwohl vide Proteine gefunden wurden, welche am Insulin-
Sgndtransduktionsveg  beteligg  snd  (der  Insulinrezeptor  enthdt  mindestens 13
Erkennungsstellen unterschiedlicher Substrate oder Adapterproteine [20]), gibt es dennoch
keine Uberengimmende Vorgdlung Uber enen generdlen Regulaionsweg. Insbesondere die
negative Regulation des Insulinrezeptors, entweder durch Tyrosnphosphatasen  und/oder
durch  Se/Thr-Kinasen deutet darauf hin, dass glechzeatig mehrere unterschiedliche
Mechanismen wirksam snd [19]. Somit kann die Biologische Massenspekirometrie im Fale
des Typ 2 Diabetes nicht nur zur Aufklarung der Insulin-Signdtransduktionswege, sondern
auch zur detallieten Untersuchung von Regulaionsstérungen, insbesondere die der Protein-
Phosphorylierung, eingesetzt werden.
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2.1. ESI-Massenspektrometrie

Zur massengpekirometrischen Analyse von Biomolekiilen, unter anderem von Peptiden und
Proteinen, missen polare oder geladene Molekile in Gagphasenionen Uberfihrt  werden
[21,22]. Schon kurz nach der Einflhrung der beiden loniserungsverfahren ES (Elektrospray-
lonigerung) und MALDI (Matrix-assdtierte Laser Desorptiong/loniserung) konnten diese zur
loniserung von Peptiden und Proteinen eingesstzt werden [3,22]. Als kontinuierliches
lonigerungsverfanren konnte die ESl dabel sehr gut mit den bestehenden Quadrupol- und
FTICR-Massenspektrometern gekoppelt werden [23-25]. Ebenso rasch gdlang die Kopplung
von MALDI, ener pulserenden loniserungsechnik, mit Hugzet-Massenspektrometern
(TOF, time-of-flight) [26].

2.1.1. DieElektrospray-lonisierung (ESI)

Als Elektrogoray bezeichnet man die Zerdreuung ener Hussgket unter dem Einfluss enes
eektrogatischen Fedes in vide klene gedadene Tropfchen. Die Entwicklung des
Elektrospray-Verfahrens begann Ende der 60er Jahre [27-29]. Indem Se ene Losung vom
Ende einer dektrisch geladenen Kapillare verspriihten, konnten Macolm Dole et al. [27] ds
ede die Gagphasenionen-Generierung von Makromolekilen beobachten. Der eigentliche
Durchbruch der Elektrospray-Technik efolgte jedoch erst Ende der 80er Jahre. Durch die
Kopplung der ESI-Quelle mit einem Quadrupol-Massenspektrometer gelang Fenn et al. die
Andyse grof3er Proteine infolge der Aushildung mehrfachgeladener Andytionen wahrend der
Elektrospray-lonisierung (ESl) [3,22,30-35].

Be der Elektrospray-loniserung bewirkt eine hohe Potentiddifferenz zwischen ener mit
Fissgket durchspliten Kapillare und dem Einlass ins Massenspekirometer die Bildung von
lonen. An der aus der Kapillarspitze austretenden Hussgkeit bildet sch unter dem Einfluss
des dekirischen Feldes en feiner Nebd hochgeladener Tropfchen, welche auf ihrem Weg
zum Massenandysator einen Potentid- und Druckgradienten durchqueren missen.  Durch
Verdampfung des Losungsmittels und Coulomb-Explosonen (Zefal der Tropfen aufgrund
hoher Ladungsdichte) verringern die Tropfchen dabel ihre GrolRe bis schliefdich vollstandig
desolvatiserte lonen vorliegen. Je nach MS-Geédtehersdler werden  unterschiedliche
Vefdiren zur Bildung der desolvatiserten lonen eingesstzt. Am haufigsen wird entweder en
Badegas oder eine beheizte Kapillare verwendet [3]. Je nach Flussate kann die Vernebelung
der aus der Kapillare audtretenden Lésung durch den sheath-flow eines Vernebe ungsgases
verbessert werden [33]. Mit Hilfe enea Skimmer-Einhat werden die vollsténdig oder
tealweise desolvetiseten  lonen  schliefdich  fokusset  und  konzentriet.  Fur  die
massenspektrometrische  Detektion der  lonen deht  heutzutage ene  grole  Anzahl
unterschiedlicher Massenanalysatoren zur Verfligung [33,36]. Eine der Haupteigenschaften
des ESI-Vefarens i die Bildung hochgdadener unfragmentierter lonen. Das Auftreten von
lonen mit veringeten m/z-Werten ermdglicht somit auch die Anwendung von Quadrupol-
Massenanalysatoren. Bel einem Quadrupol-MS kann das tatsachliche Molekulargewicht eines
lons deshdb aus den unterschiedlichen Ladungszusténden der Molekilionen  bestimmt
werden. Dagegen kann be  hochauflésenden Massenandysatoren  (zB. FTICR) das
tatsichliche Molekulargewicht eines lons anhand des Isotopenmudters eines  seiner
Molekilionen ermittelt werden. Ein grol3r Nachtel des ESI-Vefarens i sdne geringe
Toleranz gegentber Verunreinigungen wie z.B. Sdzen und Puffern. Die Verunreinigungen
konnen sowohl die Unterdriickung von Andytionen ds auch die Bildung von Adduktionen
bewirken. Vor der eigentlichen ESI-MS-Bestimmung erfolgt deshdb in der Regd ene LC-
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Reinigung der Probe. Ein gro3er Vortell der ESI-MS gelt dabe ihre einfache Kopplung ©n-
line) mit unterschiedlichen Trenntechniken wie Hussgchromatographie (LC, Liquid
Chromatography) oder Kapillarelektrophorese (CE, Capillary Electrophoresis) dar [37,38].
Die Eigenschaften der ESI-MS, u.a der geringe Probenverbrauch, die hohe Empfindlichkeit
und die rdaiv einfache Handhabung flhrten dazu, dass die ESI-MS heutzutage eine der
wichtigsten Analysemethoden der modernen Bioanalytik darstellt [39-47].

2.1.2. Mechanistische Aspekte der ESI und ihre Funktion als elektrolytische Flusszelle
[22,48-52]

Der ESI-Prozess kann formd in vier Schritte eingetallt werden:

(1) Digperson der Probenlsung, Bildung eektrisch geladener Tropfchen

(2) Zunahme der Oberfléchenladung der Tropfchen durch kontinuierliches Verdampfen des
Lésungamittels

(3) wiederholter spontaner Zerfdl der Tropfchen in Mikrotrdpfchen, infolge Coulomb-
Explosionen

(4) Transgport und Desolvatiserung der lonen von dem unter Atmosphérendruck stehenden
lonisationshereich in den Vakuumsbereich des M assenspektrometers.

+ Hochspannung - @ | -
Elektronen
( Elektronen RidUktlon
® J JJ
@ _’ @ @ :—>
|
Oxidation G o Y,
Coulomb-Explosionen Emission von lonen

Abb. 2.1. Schematische Darstellung der lonenbildung bei der Elektrospray-loniserung. Das
sehr hohe elektrische Feld bewirkt entsprechend der Polaritat der Spannungsquelle die
Anreicherung der positiv geladenen Elekirolytionen am Ende der ES-Kapillare. An der
austretenden Flussigkeit bildet sich ein FlUssigkeitskegel (Taylor-Konus), von dem sich
wiederum ein feines Flissigkeitsfilament ausbildet. Durch die Verdampfung des
Losungsmittel verringern die Tropfchen des Filamentes ihre GrofRe bis sie schliefdich
aufgrund von Coulomb-Explosionen zerfallen. Der Ladungsfluss wird Uber die
elektrochemischen Oxidationsreaktionen an der mit der Losung in Kontakt stehenden,
positiven Elektrode (Anode) aufrechter halten.
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Legt man unter Atmosphéendruck zwischen eine mit ener Probenflissgket geflilten
Kapillare und einem Massenspektrometer ein hohes dektrisches Feld an, so0 kann das
eektrische Fed E; im Beedch da Kaillaspitze (Gegendekirode it im Vergleich zur
Arbeitselektrode grof3 und planar) anndhernd nach folgender Gleichung berechnet werden
[53-55]:

2V

= reln(4d/rc) (@.21)

Dabe is rc (10-100 pum) der dulere Radius der Kapillare, V¢ (0,5-5 kV) das angdegte
elektrische Potentid und d der Abstand zwischen Kapillarspitze und Gegendlektrode. Die aus
der ESI-Kapillare audretenden solvatiserten lonen der Probenlgsung erfahren ds Resktion
auf das angelegte dektrische Feld ene dektrophoretische Beschleunigung. Im  postiven
lonenmodus migrieren die Anionen in Richtung der Metdl-ESI-Kapillare, die Kationen
migrieren von der Meadlkapillare weg in Richtung der Gegenelektrode (Abb. 2.1). An der
Flissgkatdront kommt es aufgrund der Potentiddifferenz zur  Anreicherung  podtiver
Ladungen. Die durch das dektrische Feld bewirkte Beschleunigung der postiven lonen wird
durch die Oberflachenspannung der Flissgkeit ausgeglichen. Be ener ausreichend hohen
eektrischen Feldstérke bildet sch am Kaplllarende ein dynamischer FlUssigkeitskegel, der
sogenannte  Taylor-Kegd aus [56]. Aufgrund der hohen Potentiddifferenz zwischen ES-
Kapillare und Gegendektrode kommt es an der Grenzflache der ESI-Kapillare (zwischen
Metdl und FHissgkeit) zu folgenden dektrochemischen Oxidationsreaktionen:

M) ® M2+(aq) +2¢€
2 H,O ® O,+4H"+4¢ B = 1,229V

Die geladenen lonen ereichen kontinuierlich die Gegendektrode, an der nun ene zwelte
elektrochemische Resktion daitfindet (im  pogtiven lonenmodus ene Reduktion). Damit
endet en sezidler Typ enes dektrischen Kredaufes. Im Fdle der negativen loniserung
efolgt die Ladungstrennung in umgekehrter Weise (Reduktionsresktionen an der Metdl-ESI-
Kapillare). Be ener ESI-Quelle handdt es sich nach Kebarle et al. [55,57] deshdb um enen
sezidlen  Typ ener dektrolytischen Zdle, ba  wecher die Elektrolyse das
Ladungggleichgewicht  fir  die  kontinuierliche  Bildung der  geladenen  Trdpfchen
aufrechterhdt. In der ES-Kapillarspitze efolgt die Trennung der lonen im wesentlichen
elektrophoretisch. Der Ladungstransport findet dann zunéchst in Form geladener Tropfchen,
anchliefend in Form von Gasphasenionen datt (su.). Be wassigen Losungen fihren die
elektrochemischen Resktionen zur Veranderung des pH-Wertes und haben dadurch auch
einen direkten Einfluss auf das Massengpektrum [58].

Be ener auseichend hohen dekirischen Feldstérke verhdt sch der Taylor-Konus stabil und
emittiet von sEne Spitze ausgehend enen  kontinuierlichen, filamentartigen, nur  wenige
Mikrometer dicken Fissgketsstrom. Mit abnehmender Entfernung zur Gegendektrode wird
die Ladungsdichte des Filamentes schlieldich so grol3, dass die heraudretende Hissgkeit
nicht mehr durch die Oberfléchenspannung zusammengehdten werden kann. Das Filament
wird indabil und zefdlt in winzige anenandergerehte, hochgdadene Tropfchen. Bel
niedriger Hussate, geringer Oberfléchenspannung sowie niedriger  Elektrolytkonzentration
verlauft die Bildung der kleinen nur Mikrometer grofRen Tropfchen relativ problemlos. Be der
Erhthung eines oder mehrerer dieser Parameter erschwert sch jedoch die Ausbildung des
geladenen Aerosols. Durch die Erhthung des dektrischen Feldes kann diessr nachteilige
Effekt unter Umgdnden aufgehoben werden. Die Gefar  ener  dektrischen
Kurzschlussentladung nimmt dabel aber stark zu (corona discharge). Alternativ kann eine mit
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gnem organischem Losungamittd versetzte waéssige Ldsung koaxid zugegeben werden
(Sheath-Liquid). Durch den gleichmddgen organischen Lésungamittdantel  in der
Spraylosung wird eine konstant niedrige Oberfléchenspannung des LC-Eluates gewdhrleigtet.
Am haufigsen werden wéssige Mischungen bestehend aus Methenol, Acetonitril, i-Propanol
oder 2-Methoxyethanol eingesetzt.

Bam ES-Prozess héngt die Effizienz der Gasphasenionenbildung sehr stark von der Grole
der urspringlich aus der Spraykapillare ausretenden geladenen Tropfchen ab. Bel niedrigen
Flussraten bilden sich nach Fernandez de la Mora und Loscertales [59] kleinere Tropfchen:

R = (nsels)Y? (Gl. 2.2)

Dabe ist e die Didektrizitatskonstante des Vakuums. Mit steigender Flussrate (~nsY%) [60]
und abnehmender Leitfahigkeit (~1/sY®) nimmt der Radius des Taylor-Kegels und damit auch
der Radius (R) der urspriinglich gebildeten Tropfchen zu. Kleine Tropfchen werden somit bel
hoher Leaitféhigkeit und niedriger Hussrate gebildet. Da aus den kleineren Primértropfchen
vid effizienter kleinde Sekundértropfchen entstehen, fihrt dies automatisch zur Verbesserung
der Gagphasenionenbildung (Abb. 2.1). Die Ladungen, welche mit den Tropfchen die ESI-
Kapillare verlassen, konnen ds ESI-Strom betrachtet werden. Bel der Abwesenheit von
Kurzschlussentladungen  entspricit der  ESI-Strom somit dem  Strom, welcher be  den
elektrochemischen Resktionen an der Kapillarspitze gebildet wird [61-63]. Der ESI-Strom
ddlt somit en quantitatives Ma3 fir die maximde Anzehl der zur Veflgung stehenden
Ladungen dar, welche in Gasphasenionen umgewanddt werden konnen [64,65]. Mit
zunehmender Hussate und deigender Elektrolytkonzentration in der Ldsung deigt der
Spraystrom schwach an [50,54]:

igs = HN{sJES (Gl. 233

H i ene Kondante, deen Wet von der Didektrizitdtskonstante und der
Oberfléchenspannung  des Ldsungsmittels  abhéngt, n; die Husyate, ss die spezifische
Letféhigket und E. das angelegte Feld. Be einem einzelnen Elekirolytsysem verhdten sch
Letfahigket und Elektrolytkonzentration proportiona zuenander. Bel hoheren Hussraten
nimmt der prozentude Antell der aus der Losung entfernten negativen Ladungen ab. Damit
veringet sch automatisch das Ladungs-zu-Masseverhdtnis der beim ESI-Prozess gebildeten
Tropfen. Die Aufladung der Tropfchen efolgt somit weniger effektiv. Die primé& gebildeten
Tropfchen haben enen Durchmesser von 1-2 pm und tragen etwa 100.000 Ladungen pro
Tropfchen. Bel der Durchquerung der unter Atmosphdrendruck stehenden Gasphase erleiden
die Tropfen infolge der Verdunstung des Ldsungamitteds einen GroRenverlust. Die Anzahl der
Ladungen bleibt dabel kondant. Zusizlich treten an den Tropfen Scherkréfte auf. Diese
Effekte bewirken inggesamt eine starke Deformation der Tropfen, infolgedessen sich lokae
darke dektrische Felder und Auswdlbungen an der Hissgkeitsoberflache ausbilden. Sobad
die Obefléchengpannung der Loésung diese Effekte nicht mehr kompenseren kann, werden
die Tropfen schliedich ingabil und zefdlen. Der Punkt, an wechem die Kraft der
elektrogatischen Abstollung zwischen den Ladungen gleich grof3 i wie die Kraft der
Oberfléachenspannung, weche die Tropfchen zusammenhdt, wird ds Rayleigh-Sahilitédimit
bezeichnet [55,66]:

O =8pyeR’ Gl.24)
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Dabe is q der Ladungsiberschuss, R der Radius der Tropfchen, g die Oberfléchenspannung
und e die Didektrizitdskongdante im Vakuum. Kurz vor Erreichen des Raylegh
Sabilittéidimits  efahren die Tropfchen die sogenannte Coulomb-Vernebdung. Hierbe
kommt es zur Abschnirung kleiner Tropfchen mit e@nem um den Fektor 10 geringeren
Tropfchenradius. Die abgeschnirten Tropfchen haben etwa 2 % der Masse und 15 % der
Ladung im Vergleich zu den Elterntropfen [67]. Im wateren Verlauf des ESI-Prozesses
konnen die abgeschnirten Tropfchen noch eine zweite, evertudl sogar ene dritte Coulomb-
Vernebdung efdren [51]. Fur die vollgandige Verdampfung bendtigt en 2 um groler
Tropfen  enige  Millisskunden; die Bildung dea  Tochtetropfchen  efolgt  im
Submillisskunden-Bereich.  Tochtertropfchen, welche auf enen Radius von etwa 10 nm
zusammengeschrumpft sind, zerfdlen nicht weiter in kleinere Tropfchen. Bem Uberschreiten
des Rayleigh-Limits emittieren diese Tropfchen direkt lonen von der Tropfenoberfléche in die
Gasphase. Fir den eigentlichen Prozess, der zur Bildung der freien Gasphasenionen fuhrt, gibt
es zwel Modd lvorge lungen.

beheizte Transfer-Kapillare

AOHmID Quadrupol-Analysator
— +0-x8kV Tube-Linse /
. /
LC-Kapillare
/
ahl
e Ione@r
R ——— = N
——
\ B / —— |-| | |
| ] |
=T
. = |Oktapol-Transfer-Linse
Kapillar-Skimmerregion Skimmes
Skimmerpumpe Turbopumpe Il{gb_l(_)pumpe
0,5-1,0 Torr 05-1,0 mTorr 0" Torr

Abb. 2.2. Schematischer Aufbau einer ES-Quelle mit pneumatisch unter stiitztem Spray. Zur
besseren Vernebelung der aus der Kapillare austretenden Flissigkeit umspult man die LC-
Kapillare mit Stickstoffgas. Der Transfer der lonen in das Massenspektrometer erfolgt mit
Hilfe einer beheizten Kapillare [ 76].

Das Modell des geladenen Rickstandes (Charged-Residue Model, CRM) wurde von Dole et
al. aufgesdlt und spéter von Rollgen zur SIDT-Theorie (Sngle lon Droplet Theory)
ausgebaut [27,68-70]. Ba diesem Moddl geht man davon aus, dass das primé& gebildete
Tropfchen infolge ener Reihe aufenandefolgender Coulomb-Explosonen in sehr kleine
Tropfchen (Radius etwa 1 nm) zerfdlt, welche eine oder mehrere Uberschusdadungen, aber
nur en dnzednes Andytmolekil tragen. Nachdem die letzten Lésungsmittemolekile
verdampft sind, wird die noch vorhandene Uberschusdadung zur Bildung des stabilsten
Gasphasen- Anaytions herangezogen.

Das lonenemissonsmoddl (lon Evaporation Model, IEM) wurde von Iribarne und Thomson
vorgeschlagen [71,72]. Hier geht man davon aus, dass hochgeladene Trdpfchen vorliegen, die
ene groe Anzahl Andytmolekille enthdten. Die Tropfchen tragen nach Veringerung des
Tropfchen-Radius auf etwa 8 nm ewa 70 Ladungen. Bei Uberschreiten des Rayleigh-Limits
emittieren die Tropfchen freie lonen in die Se umgebende Gasphase. Durch die Verdampfung
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des Losungamittels efolgt trotz der Abnehme der Ladungen eine kontinuierliche Emisson
von lonen [71,72].

Die beiden Moddle unterscheiden sch hauptséchlich in der Art und Weise, wie Andyt- und
Lésungsmittelmolekiile innerhadb der Tropfchen voneinander getrennt werden [73]. Bem CR-
Moddl efolgt die Trennung aufgrund sukzessiver Abspdtungsereignisse, wobe  letztlich
gladene Tropfchen entstehen, welche nur noch en enzenes Andytmolekll enthdten. Beim
IE-Moddl werden enzene, <olvatisete Andytionen, weche noch enige Tropfchen
Ladungen tragen in die Gasphase desorbiert. Aufgrund der  Untersuchung  kleiner
Gagphasenionen (Ladungen und Durchmessar) nimmt man an, dass der ESl eher en IE-
Mechanismus  zugrunde liegt (nicht ba Makromolekilen). Unterstiitzt wird diese Annahme
durch die experimentdl beobachtbaren mehrfach geladenen Gasphasenionen [48,51]. Der ES-
loniserung von globuldren Proteinen scheint jedoch eher der CR-Mechanismus zugrunde zu
liegen [74,75].

2.1.3. Eigenschaften der ESI-lonen [22]

Der Mechanamus des ESI-Prozesses hat einen erheblichen Einfluss auf die Eigenschaften der

gebildeten Gasphasenionen:

(1) Der Ladungszustand der Gasphasenionen reflektiet den  Ladungszustand in der
kondenserten Phase, obgleich diessr durch lonen-Molekll-Kollisonen  in der
Ubergangsphase  verandert wird. Fir gewdhnlich werden mehrfach geladene Teilchen
beobachtet.

(2) Der lonentransfer in die Gasphase delt keinen energetischen Prozess dar. Im Vergleich
zu anderen Desorptionsloniserungs-Methoden handdt es sch be der ES um die
schonendste loniserungsmethode. Nach Wysocki et al. [77] sind die beam ESI-Prozess
desorbierten [M+H]*-lonen verglichen mit den be der LSIMS (Liquid Secondary lon
Mass  Spectrometry)  gebildeten  lonen  erheblich  kdter. Wéhend  der
Dexolvatiserungsphase  vertellt sch die innere Energie (Schwingung und Rotation) der
geladenen  Andyt-Losungamittd-Cluster  sobald  die  Loésungsmittemolekile von  dem
Ubrigbletbenden gdadenen Andytion dissoziieren. Somit i€ der  extrem niedrige
Fragmentierungsgrad  einer der  Hauptmerkmale der ESl. Die Bedingungen im ESI-
Interface  konnen aber auch s eangedelt weden, dass ene effektive
Kollisonsaktivierung  efolgt. Durch Erhéhung des  Skimmer-Potentials  (API-CID)
konnen somit, ebenso wie be TandemMSMS-Expeimenten, weitere strukturdle
Information aus einem ES-Spektrum gewonnen werden [39]. Im Skimmerbereich betrégt
der Gasdruck etwa 102 Torr. Er ist somit niedrig genug, um enem lon vor der Kollison
ene augechend grole frede Wegldnge zu emdglichen, welche fir ene hohe
Kollisonswahrschenlichkeit notwendig i, Aufgrund energetischer Kollison der Ionen
mit den se umgebenden Gasmolekilen kommt es dann zur Bildung von Fragmentionen.

(3) Beam ES-Prozess fihrt die Entfernung von Lésungsmittelmolekilen zur sufenwesen
ZerstOrung nicht- kovaenter Wechsel wirkungen.

2.1.4. lonisierung, Signalintensitat und 'Wrong-Way-Round'

21.4.1. Dielonisierung

Mit Hilfe der ESI-MS konnen in Lésung vorliegende geladene organische und anorganische
Sdze, polae Neutrdtelchen, weche ene AssozigionsgDissoziationsdynamik von kleinen

lonen (zB. Protonen) aufweisen, aber auch unpolare Tellchen, welche an der ESI-Kapillare
elektrochemische  Oxidation/Reduktion efahren ioniset werden [78-80]. Wichtigste
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Anforderung an enen Andyten id dabe seine Lddichkeit in einem Losungsmittel moderater
Letféhigkeit. Die Elektrospraylosung kann, sdbst wenn de nur einen enzigen gerenigten
Andyten enthdt, nicht ds ein Eindekirolyt-System betrachtet werden. Unter anderem tragen
elektrochemische Resktionsprodukte sowie Ricksténde aus Losungsmitteln, Kapillaren und
Veschraubungen zur  Veunrenigung der ES-Lésung be. Zur Unterstltzung  der
Molekulionenbildung setzt man der Probeldsung in der Regel Elektrolyte in Form von Séuren
oder Basen zu. Zu hohe Elekirolytkonzentrationen sollten vermieden werden, da diese sonst
die Signde der Anaytionen unterdriicken [81,82]. Das Ausmald der Unterdriickung ist dabel
von der rdativen Desorptionscharakteristk des Andyten im Veglech zu den anderen
anwesenden Analyten abhangig.

2.1.4.2. Die Signalinstensitat [51,83]

Die Bildung der Gasphasenionen wird in erheblicher Weise durch den hydrophoben Charakter
der lonen beanflusst. Im Vergleich zu den hydrophilen lonen besitzen die hydrophoben lonen
ene grolkere Oberflachenaktivitdt in den Tropfchen. Fir hydrophobe lonen nimmt die
Wahrschenlichkeit zu, diese an der Obefléche enes geadenen Tropfchens anzutreffen.
Somit erhoht sich bel diesen auch automatisch deren Tendenz zur Gasphasenionenbildung.
Nach Tang und Kebarle kann der massengpektrometrische Strom bzw. die Signdintensté
eines Andyten wie zB. I (lon A") in énem Multikomponenten-Sysem wie folgt berechnet
werden [81,82]:

I = fplo{Ka[A*)/ (Ka[A']+ Ke[B*]+ kd[C)} (Gl. 25)

Dabe ist 1o der Kapillarstrom, [A"],[B*] und [C'] die Elektrolyt-Konzentrationen in der
Eletrosoraylosung, ka,ks und ke die Resktionskoeffizienten (Response Coefficients), f der
Antell der Tropfchenladungen, welche in Gasphasenionen umgewanddt werden und p die
Effizienz der lonenaufnahme in das Massengpektrometer. Oberflachenaktivere lonen haben
enen grolReren Resktionskoeffizienten k. Nach Gl. 25 erzeugen diese deshdb auch enen
hoheren  massenspektrometrischen lonenstrom.  Untersuchungen an kleineren Peptiden  haben
gezeigt, dass be der Subditution des N-terminden Restes mit einer hydrophoberen Gruppe
ene Vedédrkung der ESI-Resktion beobachtet werden kann. Umgekehrt erfolgt bel der
Subgtitution mit ener hydrophilen Gruppe ene Abschwachung. Durch die Anh@ufung von
viden hydrophilen Gruppen kann sch der Reektionskoeffizient bei einem Anadyten so dark
veringern, dass dieser be der ESI-MS nicht mehr detektiet werden kann (z.B. be
glykosylierten oder phosphorylierten Peptiden und Proteinen) [51].

2.1.4.3. 'The Wrong-Way-Round'

Die bel der ESI-MS auftretenden mehrfach geladenen lonen werden aufgrund friherer
Untersuchungen durch die Anzahl der Ladungen (im pogtiven lonenmodus die Protonen),
welche von den basischen Resten eines Proteins oder Peptids aufgenommen werden kénnen,
erklért [66,84-87]. Diesem widersprachen jedoch die Beobachtungen von Fensdau et al. [88].
Eine bassche Myoglobin-Lésung (pH 10, mit Ammoniak eingedtdlt) zeigte im postiven
lonenmodus ene Vetdlung mehrfach geladener lonen (maximder Ladungszustand +14),
obwohl erwartet wurde, dass in dieser Losung keine Protonierung auftritt. Die Protonierung in
der flissgen Phase it be so hohen pH-Weten minimd. Das Myoglobin liegt somit
hauptsachlich in anionischer Form vor. Die Sgndintendtdéten der mehrfach protonierten
lonen waren unter den akadischen Bedingungen im Vergleich zu den sauren Bedingungen um
etwa 80 % verringert. Umgekehrt zeigte eine saure Myoglobin-Ldsung (pH 3) im negativen
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lonenmodus mehrfach negetiv gdadene Molekilionen (maximaer Ladungszustand -11),
obwohl das Myoglobin vollgandig in kationischer Form vorliegt. Untersuchungen  an
Peptiden und Aminosduren haben gezeigt, dass dieser sogenannte WWrong-Way-Round- Effekt
ads Folge des ESI-Prozesses auch be klenen Andyten auftritt [88-90]. Die Bildung
protonierter Basen in der Gasphase muR bel basischen Losungen beim Ubergang von der
Losung in die Gasphase efolgen. Das Auftreten mehrfach protonierter Proteine spricht
eindeutig dafiir, dass die Protonierung nicht erst in der Gasphase durch die Ubertragung von
vermutlich in der Gasphase anwesender NH;'-lonen erfolgt (beil Verwendung von Ammoniak
und dementsprechend NH;'-lonen in basischer Losung). Da die basischen Aminosiuren im
Vergleich zu NH; ene groflRere Gasphasenbagizitét besitzen, kann in der Gasphase zwar eine
Protonentibertragung  von NH;* zum Protein efolgen, jedoch wird die Anhaufung von
Ladungen durch die weitreichende Coulomb-AbstoRung zwischen NH;* und dem tellweise
geladenen Protein verhindert. Infolgedessen muss die Protonierung des Proteins vor dessen
Erreichen da Gagphase efolgen [52]. Der von Kebarle und Ho [55 aufgestdlite
Mechanismus geht davon aus, dass bei einer anmoniakaischen Losung die NHs*-lonen den
Haupttell der Ladungen in den Tropfchen dargdlt. An der Tropfchenoberflache gdangen
vide NH;*-lonen in die Nahe des Proteins und protonieren dieses mehrfach. Da kleine lonen
im Veglech zu NH; ene groRere Gagphasenbaszitdt bestzen, efolgt be diesen die
Protonierung vor deren Verdampfung in die Gasgphase. Die ESI-lonen kénnen aber auch durch
Protonen-Transfer-Reaktionen in der Gasphase verandert werden. Enke et al. konnten zeigen
[9]1], dass Andyten mit ener im Vergleich zum Losungamittd geringeren Gasphasenbasizitét
bel der ESI-MS nicht detektiet werden konnen. Bei Verwendung enes Losungsmittels mit
geringerer  Gasphasenbasizitét  konnte der gleiche Andyt dann detektiet werden. Dieser
Sachverhalt muss insbesondere bei der ESI-MS von Phosphopeptiden berlicksichtigt werden.
Die Exigenz der Wrong-Way-Round-lonen ig somit ein Indiz dafir, dass Ladung und
Desorption der Andyten durch das Ladungsungleichgewicht in den zum Schluss vorliegenden
Tropfchen bestimmt wird.

2.1.5.Kopplung von LC und ESI-MS, Sensitivitat und Miniaturisierung

Die enfache on-lineeKopplung der ES mit viden Trennmethoden ist ener der grof3en
Vortelle dieser loniserunggtechnik. Die wichtiggen Kopplungsmethoden snd HPLC/ESI-MS
und CE/ESI-MS. Sowohl mit der HPLC as auch der CE konnen die Andyten gleichzatig
gereinigt, konzentriert und getrennt werden. Im Laufe der letzten Jahre konnte insbesondere
durch die Entwicklung der Mikro- und Nano-LC die Detektionsempfindlichkeit der LC/ESI-
Besimmungen erheblich verbessart werden. Das konzentrationsabhéngige Verhdten der ES,
(be niedrigen Fussaten <100 plwinl) spidt dabei ebenso eine wichtige Rolle wie die
Erhdhung der Andytkonzentration im Peskmaximum be reduzierten chromatographischen
Elutionsvolumen. Auf niedrigen Hussraten baeserende Trennmethoden wie pLC, nanoLC und
CE dnd somit hervorragend zur Kopplung mit modernen ESl-basierenden [29] API-Quelen
(Atmospheric Pressure lonization) [38] geeignet und ermdglichen aulferst sendgtive Andysen
[36,92].

2.15.1. HPLC-Saulen fur LC/ESI-MS
Tabelle 2.1 enthdlt eine Ubersicht Uber die Einteilung der HPLC-Saulen [93,94]. Erforderliche

Spezifikationen und Anwendungen der Kapillar-LC finden sch in Chervet et al. [93] sowie in
Visser et al. [95].
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Abb. 2.3. Schematische Darstellung einer uLC/ES-MS-Anordnung. Mit Hilfe eines T-Stiicks
wird Sheath-Flussigkeit zugefihrt. Bel der vom Hersteller empfohlenen Zuflhrung der
Sheath-Flissigkeit bilden sich bei Flussraten < 10 pbmin™ Luftblasen im ES-Interface. Diese
fuhren zu Soray-Instabilitaten wahrend des LC/ES-MS-Experimentes.

Tab. 2.1. Klassfizierung von LC-Saulen anhand ihres inneren Saulendurchmessers (1.D.).

L C-Saulen-Eintellung Innerer Saulendurchmesser | Flussrate [pl>min™]
Konventiond

wide-bore (préparativ) >4.6 mm >3000

norma-bore (anaytica) 3-4.6 mm 500-3000
narrow-bore 1-2 mm 20-300

Kapillar

microbore 0.15-0.8 mm 2-20

nanobore 0.02-0.1 mm 0.1-1

2.1.5.2. Systeme mit niedrigen Flussraten [92]

Chromatogr aphische Betrachtungen

Die Miniaturiserung der chromatographischen Saulenparameter bietet bezilglich des Proben
und Losungamitteverbrauchs sowie der  Detektionsempfindlichkeit  erhebliche  Vortele
[93,95]. Durch die Veringerung des Saulendurchmessers erreicht man eine hohere Proben
Peak-Konzentretion im Detektor. Die maximae Pesk-Konzentration ener Probe im
Saulenduat (Crmax) |&sst sich wie folgt berechnen [96]:

___m/N

Dabe id m die absolute Probenmenge, welche auf die Sdule aufgetragen wird, N die
Suleneffizienz, Vo das Totvolumen der Sdule und k der Retentionsfaktor. Da Vo vom
Sadleninnendurchmesser  abhéngt, kann das Chax-Verhdtnis zweer unterschiedlich  dicker
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Saulen aus dem Quotienten der Quadrate der Sduleninnendurchmesser berechnet werden. Bei
identischer Probenmenge erhoht sich bel ener 300 um I.D. Séule im Vergleich zu ener 1 mm
I.D. Séule die Konzentration im Detektor um das 11fache.

M assenspektrometrische Betrachtungen

Ba danem Massengpekirometer handdt es sch um enen massenflussabhéngigen Detektor.
Die Sgndintengtéa (Response, R) andert sich proportional zur Gesamizahl der pro Zeiteinheit
detektierten Molekile:

RU CmaxFS (Gl. 2.7)

F ist die Fussate und S das Split-Verhdtnis. Nach Gl. 2.7 nimmt mit abnehmender Fussrate
de Sgndintengtdt der lonen a. Be Vewendung von Sdulen mit geringeren
Saleninnendurchmessern - nimmt die  Proben-Peak-Konzentration der  Andyten zwar  zu,
gleichzeitig nimmt die Hussate aber ab. Eine hohere ProbenPeak-Konzentration bewirkt
somit nicht automatisch ene hohere Signdintendtét. Experimentell konnte aber gezeigt
werden, dass sSich das Massenspektrometer bei der Elektrospray-loniserung wie en
konzentrationssbhéngiger Detektor verhdt [97-99]. Wie die Untersuchungen von Banks
zeigten, nimmt Uber einen waten Bereich die Sgndintensté der ES-lonen mit abnehmender
Flussate zu [100]. Umgekehrt wird bea  hoheren  Hussaten  (gleichbleibende
Probenkonzentration) zwar eine groRere Probenmenge pro Zeiteinheit verspriiht, jedoch
resultieren daraus keine hoheren lonenstrome [101]. Aufgrund der geringeren Flussraten kann
be Mikroo und Nano-ESI-Anordnungen deshdb generdl ene Erhdhung  der
Detektionsempfindlichkeit beobachtet werden. Hierfir ist nach Banks et al. hauptsachlich die
proportiona mit der Flussrate abnehmende Trdpfchengrof3e verantwortlich [101]:
(1) grolRe Tropfchen snd in der kurzen Zeit zwischen Tropfchenbildung und Eintritt ins
Vakuumsystem schwieriger zu trocknen
(2) mit zunehmender Tropfchengrolle nimmt das netto  Ladungs-zu-Masse-Verhdtnis der
Tropfchen ab. Fur die enzdnen Losungamittelmolekile stehen deshdb weniger Ladungen
zur Verfligung
(3) mit zunehmender Hussate nimmt der Flamentdurchmesser zu, der Taylor-Konus wird
zunehmend ingabil.

2.1.6. Mikro-ESI und Nanoelektrospray (NanoES)

Die Empfindlichkeit des ESI-Prozesses hangt zum Groldell von der Anzahl der ESl-lonen ab,
welche den MS-Detektor erreichen konnen. Die maximae Tropfchendichte im Spraynebel
wird durch die Abstoung der in den Trdpfchen vorhandenen Raumladungen begrenzt. Bel
ene hohen Tropfchendichte im Spraynebd kommt es zur Ausbildung enes sehr grol¥en
Spraykegels. Somit kdnnen nur sehr wenige ESl-lonen ins MS gelangen. Nach Smith et al.
[102] kann bei e@nem ES-Triple-Quadrupol-MS, be ener Flussate von 3-6 plxnin® nur
eines von 100.000 lonen detektiert werden, d.h. nur eines von 10.000 Ionen gelangt von der
ES-Quelle in den Massenandysator. Zur Vebesserung der  ES-loniserungs-
wahrscheinlichkeit und des lonentrandfers bel niedrigen Hussraten miissen enige Parameter
der ESI-Qudle optimiet werden. Dazu gehdren unter anderem innerer und &ul3erer
Durchmesser der ESI-Nadd sowie deren Postion und Abstand zum MS-Orifice [92]. Da die
lonigerung von der Bildung der Tropfchen abhéngt, kann die Effizienz des ESI-Prozesses
durch die Vednderung der Fussate und des Durchmessers an der Spitze der ESI-Nadel
verbessert werden [50]. Die Tropfchengrofe kann mit folgender Gleichung néherungsveise
berechnet werden [103]:
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Dabel i re der Radius des Emissonsbereichs der Tropfchen an der Spitze des Taylor-Konus,
g die Obeflachenspannung der Flissgket, g der Winkd des Hussgketskonus (fur das
klasssche Taylor-Konus-Moddl i q = 49.3°), r die Dichte der Hussgket, Uy die
Schwellspannung und Uy die angdegte Spannung und dV/dt die Flussrate.
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Abb. 2.4. Schematische Darstellung des Aufbaus einer NanoES-Quélle.

Be vearingeten Hussaten bilden sch kleinere Tropfchen am Taylor-Konus aus (Gl. 2.8).
Das grofere Oberflachenzu-VolumenVerhdtnis bewirkt bel  kleineren Tropfchen ene
stérkere Desorption der lonen in die Gasphase. Zur Stabiliserung des Taylor-Kegds muss be
géner Veringerung der Hussate gleichzatig der Kapillardurchmesser verkleinet werden. Die
Umsetzung dieser Anforderungen fuhrte schlieflich zu der von Wilm und Mann [103]
entwickelten Nanoeektrospray-Technik (NanoES). Die Tropfchen haben bei der NanoES
einen Radius von weniger ds 200 nm und enthaten bei einer Konzentration von 1 pmolxi™
Andyt in der Spraylésung durchschnittlich ein Anaytmolekil [103,104]. Bel der NanoES-
Technik handdt es sich um ein off-line-Verfahren. Die Flussrate betragt etwa 20 nbnint. Fir
die NanoES-MS-Besimmung wird die Probe in Nanospraylosung gelost (gewohnlich 50 %
Methanol, 01 % Amesensdure in Wasser) in eine Nanospraynadel  gefillt. Die
Nanogpraynadd sdbst ig eine Glaskapillare, welche an e@nem Ende zu ene feinen Spitze
augezogen (innerer Durchmesser ca 1 pum) und mit Gold bedampft wird. Die Nadd wird
etwa 1-2 mm vor dem MS-Orifice postioniert und durch Anlegen der Spannung (0,5-1 kV)
gezindet [104]. Im Vegech zur konventiondlen ESI nimmt be der NanoES die
Elektrospray-loniserungswahrschenlichkeit um etwa das 510fache zu. Somit kann be der
NanoES eines von 390 Molekilen mit dem Massenspektrometer detektiert werden. Trotz der
erheblich geringeren Flussate verbessat sich die Konzentrationsempfindlichkeit betrachtlich.
Im Vergleich zur konventiondlen ES-Quelle konnen 2-3fach hthere lonenstrome beobachtet
werden [104]. Der Vortell der NanoES i, dass se auf geringste Mengen kleinvolumiger
Mischungen angewendet werden kann. Aufgrund des geringen Probenverbrauchs seht eine
rdaiv lange Meszeit zur Verflgung. Trotz geringer Probenmenge konnen vide verschiedene
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hoheren Molekulargewichten enthélt das intensvste Signd zusitzlich ein oder mehrere 13C-
Atome. Fir das Peptid in Abb. 25.A konnte ein Molekulargewicht von 4024,6 + 0,9 Da
ermittelt werden. Diessr Wert gimmt sehr gut mit dem berechneten mittleren (chemischen)
Molekulargewicht des [M+H]"-lons von 402397 Da (Uberein (berechnet anhand der
Bruttoforme des protonierten Peptids C;172H230N49056S3). I1s eéine  Einzelmassen Auflésung
der Molekilionen-Sgnale nicht moglich, so entsoricht die Lage des Schwerpunktes
(Centroid) dem mittleren (chemischen) Molekulargewicht der fir das protonierte Molekil
berechneten |sotopenverteilung (Abb.2.5.B).

2.2. Das Tripel-Quadrupol -Massenspektrometer [105]
221 Radiofrequenz Quadrupol -Massenfilter

Beim Quadrupol- M assenfilter [105-108] handdlt €s sch um enen
Hochfrequenzbeschleuniger, mit dem langsame lonendrahlen sgr  effizient  fokussert
(bunchen) und beschleunigt werden konnen. Bei einem Quadrupol wird mit Hilfe enes
Hochfrequenzsenders zwischen vier quadratisch angeordneten hyperbolischen Stabelektroden
(rods) ein dektrisches Quadrupolfeld erzeugt. An gegenlber liegende Stabelektroden legt
man dazu ene Glechgpannung Vo gleichen Betrags und gleicher Polaritét und Uberlagert
diesr eine hochfrequente Wechsdspannung (V1 cos wt) gleicher Phase. Benachbarte Stébe
bestzen somit entgegengesetzte Polaritéten und ene um 180° (p) gegeneinander verschobene
Phase.

F = +£cos(v
2

Abb. 2.6. Schematische Darstellung der Elektrodenanordnung eines Quadrupols.

Durch die Beschleunigungsspannung (10-20 V) bedtzen die lonen ene ausreichend hohe
Tranddionsenergie um in Richtung der zAchse in das dektrische Quadrupolfeld zu
gelangen. Die Bewegung der lonen in der xy-Ebene kann durch das Umformen der
Mathieuschen lineren  Differentidgleichungen  fir schwingende Membranen  beschrieben
werden. Die umgeformten Mathieuschen Gleichungen erhdt man durch die EinfUhrung der
Parameter aund g

_ 2zeV,
a= 2
m(pfr)

_ zeV,
q= 2
m(pfr)

(Gl. 2.9)

(Gl. 2.10)
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Die Paameter a und q legen die Beziehung zwischen einem zu trandfizierenden lon (Mase
m, z Elementarladungen €) und den Eigenschaften des Quadrupols fest (r entspricht dem
Radius zwischen den Stdben, Vo der angdegten Gleichspannung und V; der angelegten
Wechsd spannung mit der Frequenz ).

2
d(d—fi()z + (a+ 2qcos 2oft)x = 0 (Gl. 2.12)
p
d’y _
i) - (a+2qcos2pft)y =0 (Gl. 2.12)

Die ede Losung diesr Gleichungen fihrt zu endlichen Amplituden der Ozllationen. Es
resultiert eine sabile Bewegung der lonen durch den Quadrupol. Die zweite Lésung fihrt zu
gnem exponentidlen Angieg der Amplituden in Richtung der x- und/oder y-Achsen. Beim
Scanvorgang werden die Gleichgpannung sowie die Amplitude des Wechsdfedes gleichzeitig
erhoht, ihr Verhdtnis zueinander wird dabe kondant gehdten. Damit blebt auch das
Verhdtnis alq sowie die Frequenz f (Radiofrequenzbereich) kongtant. Werden lonen in das
Trennsysem eingeschossen, vollfihren diese unter dem Einfluss des Hochfrequenzfeldes
senkrecht zur Feldachse Schwingungen (Oszillationen). Be einem bestimmten Potentia- und
Frequenzzustand (Vo, Vi, W, rp) passeren nur lonen mit eénem bestimmten m/z-Wert auf einer
dabilen Fugbahn (Trgektorien) das Quadrupol-Sysgem. Klene lonen nehmen in enem
eektrischen Feld im Vergleich zu groen lonen die Geschwindigkeit schndler auf. Dadurch
werden die Schwingungsamplituden der leichteren lonen grol¥er. Eine fortwahrende Erhhung
der Elektrodenspannung fuhrt dazu, dass der Exkurs dieser lonen den Abstand zwischen den
Elektroden Uberseigt. Die leichten lonen stoRen somit an die Elektroden und werden dort
entladen. Schlieflich gelangen nur noch hohermassge lonen durch das Quadrupol-System
[105,108]. Eine Detektion der lonen i dso nur dann madglich, wenn diese sch auf raumlich
beschrénkten, <abilen Trgektorien aufhdten. Die Schwingungsamplituden dieser  lonen
bleiben dabe endlich und klener ds ro. Alle Ubrigen lonen mit anderen myz-Werten, werden
aussortiert. Die Trennung der Massen m/Dm (Massenauflosung) wird durch das Verhdtnis
Vo/V1 besimmt. In der Praxis héngt die erreichbare Massenauflsung jedoch zuséizlich von
der Anfangsgeschwindigkeit der lonen in x- und y-Richtung sowie der Abweichung der lonen
von der ideden zRichtung be ihrem Eintritt in den Quadrupol ab. Da ene grofRere Anzahl
von lonen mit enem bestimmten nVz-Verhdtnis den Detektor nicht mehr erreichen kann,
nimmt be denem Quadrupol mit zunehmender Auflésung die Empfindlichket ab.
Kommerzidle Quadrupole bedtzen einen maximaden Massenbereich von etwa 4000 nvz und
eine Massenaufl dsung m/Dm von etwa 500-5000.

2.2.2. Der Scanvorgang

Beim Scannen der Quadrupole snd zwel Parameter wichtig:

1. step size: die Grole der Stufen, in welche der gewdhlte Scanbereich gleichmdig
unterteilt wird (0,05-0,5 amu)

2. dwell time die Zetdauer, mit der auf ener Sufe gemessen wird (unterer
Millisekundenbereich).

Die step size beanflust die Genauigkat, die dwell time die Empfindlichkeit der

Massenbestimmung. Es sollte moglichst bel kleiner step size sowie langer dwell time gescannt

werden. Die Scanzeit, welche fur die Aufnahme enes Spektrums bendtigt wird, errechnet sich

aus dem Produkt von dwell time und step size.
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2.2.3. Aufbau des Tripel-Quad-MS (Q1g2Q3) [101]

Die Kopplung mehrerer Quadrupol-Massenfilter  (Q) emoglicht die  Durchftihrung
detalllieter Strukturandysen. Mit Hilfe einer zwischen zwe Quadrupolen (Q1 und QJ)
zwischengeschateten  Gagphasen-Kollisonszele  (Resktionsbereich, )  konnen  lonen
dissoziiert und somit zusétzliche Strukturinformationen gewonnen werden [109,110].

Beheizte Kapillare

QO (Oktapol) Q1
ESI-Nadel / |
p—

=\

Skimmer API-CID

Abb. 27. Schematische Darstellung eines ES-Triple-Quadrupol-MS.  Niederenergie-
SoRaktivierung kann sowohl im Skimmerbereich (sCID oder API-CID) oder in der
Kollisionszelle, einem rf-only Quadrupol (g2-CID) erfolgen.

Das ede, fir die andytische MSMS entwickete, rechnergesteuerte Triple-Quadrupol-
System wurde von Yost und Enke hergestdlt [111,112]. Die erten MS/MS-Untersuchungen
von Peptiden wurden durch Hunt et al. mit Hilfe der FAB-lonigerung durchgeftinrt
[113,114]. Da beim ESI-Prozess aufgrund der schonenden Bedingungen keine Fragmentionen
erzeugt werden, konnen in der Regel auch keine kovaenten Strukturinformationen beobachtet
werden. Mit Hilfe ener Kollisonsaktivierung (Collison-Induced Dissociation, CID bzw.
Collison-Activated Dissociation, CAD) konnen die energiearmen ESI-lonen jedoch
fragmentiert werden. Durch St63e mit Gasmolekilen kdnnen die lonen angeregt werden und
dabe enen Teal ihrer Trandationsenergie in Schwingungsenergie umwanden. Aufgrund zu
Starker Molekilschwingungen kommt es schliefdich zur Fragmentierung der lonen [115-117].

2.2.4. Der rf-only Quadrupol (g) als Reaktionszelle [36,108]

Eine Gasphasen-Kollisonszelle besteht typischer Weise aus einem rf-only Quadrupol. Da der
rf-only Qaudrupol ohne angdegte Gleichspannung (Ug=0) betrieben wird, erfahren die lonen
ene Kraft, welche se sandig um die optische Achse des Quadrupols (g-Achse) schwingen
&% Aus diessm Grund konnen dle rf-only Quadrupole as high-pass-Filter eingesetzt
werden, um lonen auf ene bestimmte Achse zu fokusseren. Dieser Vorgang kann sowohl
unter Vakuumsbedingungen, ds auch be rdaiv hohen Gasdriicken 2zwischen den
Quadrupolstében erfolgen. Baut man den rf-only Quadrupol in ene Zdle, so kann zusédzlich
en Sofljgas mit enem bestimmten Gasdruck zwischen die Quadrupolstébe eingelassen
werden. Aufgrund niederenergetischer Kollisonen (10-40 €V) mit den Gasmolekilen erfolgt
ene sehr effiziente Fragmentierung der lonen. Die Quadrupol-Kollisonszelle bietet dabel den
prinzipiellen Vortell, dass die lonen, welche durch die Kollisonen mit dem neutrden Stof3gas
verstreut werden, wieder refokusiert werden konnen.
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2.25. Besonderheiten und Scantechniken des Triple-Quadrupol -Massenspektrometers
2.25.1. Die Niederenergie-StofRaktivierung

In einem Quadrupol-Andysator besitzen die lonen ene niedrige kindische Energie im
Bereich eniger Elektronenvolt (€V). Bea  Stol3aktivierungs-Experimenten  reicht  diese
kingische Energie fir ene effiziente Fragmentierung der lonen nicht aus. Die lonen werden
deshdb vor ihrer StofRaktivierung zusdizlich mit 20-200 V' beschleunigt. Die Effektivitét der
Fragmentierung kann sowohl Uber die Beschleunigungsspannung as auch Uber den Druck des
Stofigases  kontrolliet werden. Da sch bel ener erhthten Beschleunigungsspannung  die
Energie, wdche bem Stol3 Ubertragen wird, ebenfdls erhtht, erfolgt eine verstérkte
Fragmentierung. Aufgrund der groReren Anzahl von MehrfachstoRen efolgt bei enem
hoheren Stofgasdruck ebenfdls ene verstérkte Fragmentierung. Selbst bel  niedrigen
Kollisonsenergien (< 100 eV) kann somit en sehr effizienter CID-Prozess beobachtet
werden. Als Stol(gas werden Edelgase (He, Ar, Xe) bei Gasdriicken von 0,53 mTorr
eingesetzt.

Aufgrund des zatlich schnelen Ablaufs eines Scanvorgangs konnen bel e@nem  Triple-
Quadrupol-System wahrend der Messung bestimmte Massen sdlektiv erfast werden. Dies
emdglicht die Durchfihrung von SRM-Expeimenten (Selected Reaction Monitoring). Die
loniserungspolaritét kann ebenfalls sehr rasch (einige ms) gedndert werden. Aufgrund der
lineren Anordnung der beiden Quadrupol-Massenanaysatoren konnen be einem  Triple-
Quadrupol-Ingtrument  spezidle  Scantechniken  (Tochterionen,  Vorlauferionen und
Neutrdverlus-Andyse) durchgefiihrt werden. Diese Scantechniken sind insbesondere bel der
Identifizierung von lonen mit spezifischen  Strukturmerkmaen  hilfrech  [118]. Die lineare
Anordnung der Quadrupole ha jedoch auch Nachteilee Schnelle Neutrdtellchen und
Photonen, welche bel der loniserung auftreten, konnen ebenfdls den Detektor erreichen und
somit ein 'neurales Rauschen' erzeugen. Dieser Effekt kann aber durch off-axis-Anordnung
des Detektors (in Bezug auf die loniserungsquelle) sowie ene orthogonde Sprayanordnung
weitgehend unterdriickt werden.

2.2.5.2. Dasallgemeine Konzept der Tandem-Massenspektrometrie

Ba de TandemMassenspektrometrie handet es sch um  lonen-Molekiil-Reaktionen
entsprechend Gl. 2.13 (zur Uberschtlicheren Dargtellung wurden nur einfach postiv geladene
lonen verwendet).

R+T® P'+Ni +No+ T +... (Gl. 2.13)

Der Transport des massensdektieten Vorlauferions R zum Massenspektrometer  erfolgt
aufgrund  s@ner hohen,  nicht-thermischen  Trandationsenergie.  Infolge  energetischer
Kollisonen mit dem thermischen Gas (T) kann das R*-lon in die Produktionen P* und die
Neutrateilchen N, welche nicht direkt detektierbar snd, umgewandelt werden. Be den
meisen Resektionen dieses Typs handdt es sch um Fragmentierungen, bel welchen das
Soligas (in der Regd Argon) chemisch nicht verandert wird. Unter den besonderen
Bedingungen des kollisonsnduzierten Zefdls (CID) egibt sch fir die Massenbilanz
folgende einfache Beziehung (wobe mp < mg):

MR+ Mr =mp+ M+ M2 + .. (Gl. 2.14)

MR =M + My (Gl. 2.15)
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3.) loniserung der Andyt-Moleklle (in der Regel Protonierung) durch saure bzw. bassche
Resktion in der Gasphase.

Gewohnlich zeigt die Matrix eine hohe spektrde Absorption im Waelenlangenbereich des
engedrahlten Laserlichtes. Typischer Weise werden kostengiingtige Nx-Laser mit ener
Excitation von 337 nm (UV-Berech) eingesetzt. Aus diessm Grund werden hauptséchlich
Zimtsiure- oder Benzoesaure-Derivate als Matrix verwendet.

2.3.1. Desorption und lonisierung

Die Marix-Molekile werden infolge der Absorption der Photonen sehr rasch erhitzt; es
efolgt ein schneller Aussto3 von Molekilen aus der Festkorper-Matrix. Die Protonierung der
Matrix-Molekile efolgt aufgrund ener Relhe schneller photochemischer Resktionen, welche
in ener dichten Schicht oberhdb der Matrix-Oberflache ablaufen. Die loniserung der Andyt-
Moleklle efolgt kurz danach in einer weniger dichten Schicht. Der Transfer der Protonen von
den Marix-Molekilen zu den neutrden Andyt-Molekilen efolgt aufgrund der hoheren
Protonenaffinitét der Anayt-Molekule.

2.2.3.Flugzeit-Massenanalysatoren (TOF-MYS) [147]

Be enem TOFMS (Time-of-Flight, TOF) erzeugt man einen gepulsten lonendrahl und misst
die Fugzeit der lonen 2zwischen Quele und Detektor. Zur Beschleunigung der
Gasphasenionen wird en dektrisches Feld (20-30 kV) angdegt. Das Signd-zu-Rauschen
Verhdtnis wird durch die Akkumulation mehrerer Einzdmessungen (5-100) verbessert.
Durchlaufen lonen gleicher Ladung dasselbe dektrische Feld, so besitzen diese die gleiche
kinetische Energie Die Beschleunigungsstrecke gdlt lediglich enen sehr kurzen  Abschnitt
der gesamten Hugstrecke der lonen dar. Die Hauptflugstrecke der lonen besteht aus einem
feldfreien Raum, der sogenannten Driftstrecke. Wird ein Telchen mit Ladung g und Masse m
durch eine Spannung U beschleunigt, so wird dabel die Arbeit W verrichtet (Gl. 2.16). Das
Tellchen bewegt dch dann, im evekuierten, fedfrden Bereich des Hugrohres mit der
kinetischen Energie Kqin (Gl. 2.17):

W =qU = zeU (Gl. 2.16)

1 2

B =2 My (Gl. 2.17)

Durch Glechsetzen der beiden Glechungen erhdt man:

1 2

zeU = 2 mv (Gl. 2.183) bzw.

r%_ZeU }(/2 =2eU St (Gl. 2.18.0).

Diexe Beziehung hat jedoch nur dann Gililtigkat, wenn die kinetische Energie des lons
auschligdich  durch  die  Beschleunigungsspannung  zustande  kommt, dh.  der
Desorptiong/lonisationgprozess  zu  keiner  zusétzlichen Beschleunigung des Telchens fuhrt.
Be der MALDI von Peptiden werden hauptsichlich einfach gdadene lonen (z = 1) erzeugt.
Die Masse des protonierten Peptids kann in der Regel direkt aus der Flugzeit ermittelt werden
(Gl. 2.19).
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t~af@Z' (Gl. 2.19)

lonisierung
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Abb. 2.12. Schematische Darstellung eines linearen MALDI-TOF-Massenspektrometers.

Be der Probenvorbereitung wird die Andytldsung zusammen mit der Matrix (zB. a-Cyano-
4-hydroxyzimtsaure) auf dem MALDI-Probenschlitten cokristallisert [136,138,20,148-154)].
Im Laufe der letzten Jahre konnte die Leisungsféhigkeit der MALDI-MS enorm gesteigert
werden. Durch die Entwicklung der DE Delayed Extraction) [155] und RE-TOF (Reflektron)
[156] konnen Peptide mit £ 10 ppm bestimmt werden. Mit MALDI-PSD (Postsource Decay,
PSD) konnen zuséizlich Fragmentionen erzeugt werden [157,158].
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2.4. MS-basierende Identifizierung und Charakterisierung von Proteinen und
Peptiden [5,36,136-139,159]

Mehrere Gruppen berichteten 1993 zum esenma Uber die massengpektrometrische
Identifizierung von Proteinen (Peptid-Mapping) in  DNA-Sequenzdatenbanken [160-164].
Kurze Zeit spder wurde auch Uber die MS-Fragmentionenspektren baserende Identifizierung
von Proteinen in DNA-Sequenzdatenbanken berichtet [164]. Aufgrund der deutlich hoheren
Empfindlichkeit der MS-baserenden Methoden (subpicomolarer-Bereich) verdréngten diese
sehr  rasch  die Anwendung des klassschen Edman-Abbaus  zur  Identifizierung
geldektrophoretisch getrennter  Proteine [165]. Heutzutage handdt es sch be der MS
baserenden Proteinidentifizierung deshdb um ene voll edbliete und generdl anerkannte
Methode. Mit Hilfe von EST-Datenbanken expressed sequence tags, partielle Gensegquenzen)
konnen Peptide zunéchgt identifiziert (TandemMSMS) und anhand der Peptidsequenzen
anchlielfend DNA-Sonden zur Klonierung unbekannter Proteine generiert werden [166,167].
Im Ansthluss an die Proteinidentifizierung folgt in der Rege die Charakteriserung der
Proteine, insdbesondere der posttrandationdlen Modifikationen. Hohe Massengenauigkeit und
gute Sengtivitét machen die Massengpektrometrie zu einem idedlen Werkzeug fur die Mikro-
Charakteriserung posttrandationaer Proteinmodifikationen [47,141,144,168-172].

24.1. ldentifizierung und Charkaterisierung von Proteinen

Die rasch zunehmenden genetischen Sequenzdaten sind ene niitzliche Quelle zur Andyse und
Interpretation  von MS-Daten [134,136,141,173,174]. Be der Identifizieeung und
Charakteriserung von Proteinen konnen die MS-generieten Daten auf zweerle Arten mit
den Daten in den Sequenzdatenbanken korreliert werden (Abb. 2.13):

1.) Peptidmassen-Mapping

2.) Interpretation der Fragmentionenspektren.

Aufgrund ihrer hohen Trennlestung setzt man fir die Trennung der Proteine hauptséchlich
die e@n- bzw. zweidimensonade Geldektrophorese en [175]. Mit Hilfe von Proteasen werden
die Proteine enzymatisch im Ge gespdten [176]. Die resultierenden Peptide werden
anchliellend  massenspektrometrisch  andysert.  Abbildung 213 zeigt ene schematische
Uberscht der  unterschiedlichen MS-Srategien, weche zur  Identifizierung  und
Charakteriserung 1- und 2D-PAGE getrennter Proteine eingesetzt werden.

1D- u/o 2D-Gelelektrophorese

Peptidmasser-Mapping: Peptid- Sequenzierung:
LC-ESI-MS LC-ESI-MS/MS
Mikro-Tip/NanoES . trvotischer Verdau im Gd : Mikro-Tip/NanoESMSMS
MALDI-MS "yt MALDI-MS/MS

SN =

Datenbank - unterstiitzte | dentifizierung/Charakteriserung:
Internet Datenbanken
Lokale Datenbank-Identifizierung mittels SEQUEST

Abb. 213, MShbaserende Srategien zur Identifizerung und Charakterisierung
gelelektrophoretisch getrennter Proteine nach Clauser et al. [177].
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24.2. Der Verdau im Gel [136]

Ganze Proteine lassen dch nur sehr schwer aus enem  SDS-Polyacrylamidgd  duieren.
Dagegen konnen die Peptide enzymatisch im Gel gespdtener Proteine vergleichswveise leicht
duiet werden [178]. Fir ene verlasdiche massenspektrometrische Anadyse enes
Proteinverdaus  <ollte der chemische Untergrund moglichst  niedrig  gehdten  werden.
Detergentien (z.B. SDS, Triton) und Salze unterdriicken beim MALDI- und ES-Prozess die
loniserung der Peptide und missen deshadb durch Waschen der Gestiicke in organischen
Losungsmitteln wie Methanol oder Acetonitril entfernt werden [136]. Die Proteine sollten zur
Minimierung der Geverunrenigungen hoch  konzentriet in dinnen Gelen vorliegen Die
Gdbanden <ollten zudem s eng wie moglich ausgeschnitten werden [178,179]. Die
enzymaische im Gd-Spdtung von Proteinen i sowohl auf Silbe- ds auch auf CBB-
gefarbte  SDS-Polyacrylamidgde  (Natriumlaurylsulfat, SDS) anwendbar. Die CBB-Farbung
emdglicht aber velédsdicheee MSDaen [142,180]. Bei enem Membranverdau
(Nitrocdlulose) konnen nach Tempst et al. gegenuber einem in-Ldsungsverdau, 70-80 % der
proteolytischen Spdtprodukte erhdten werden [136]. Bem Vedau im Gd kodnnen noch
héhere Peptidausbeuten  erzidt werden, weshdb en im Gd-Vedau des enem
Membranverdau vorgezogen werden sollte [181]. Selbst bel niedrig konzentrierten Proteinen
konnten Hellman et al. zeigen, dass beim Verdau im Gd ene Peptidausbeute von 50-80 % im
Vegdech zum inLosungsverdau resultiete [182]. Die Ausbeuten betragen bel  hoheren
Proteinkonzentrationen etwa 70-90 % [142,182]. Chromatographische Untersuchungen (RP-
HPLC be 215 nm UV-Absorption) konnten zeigen, dass beim Verdau im Ge keine Peptide
sdektiv verloren werden [180]. Eine hohe Peptidausbeute erfordert neben der optimalen
enzymatischen Spdtung auch ene quantitative Extraktion der Peptide aus dem Gd.
Insbesondere bel der Untersuchung podttrandationder  Modifikationen, wo ene hohe
Sequenzabdeckung angedtrebt wird, i en optimder im Ge-Verdau eforderlich [181]. Die
Gesilicke sollten vor ihrem Verdau feucht bei 4°C aufbewahrt werden [178]. Bel der unter
reduzierenden  Bedingungen efolgenden SDS-PAGE  (Polyacrylamid- Gelelektrophorese,
PAGE) weden die Proteine haufig unvollsdndig entfdtet, dh. nicht dle Disulfidbriicken
werden gespdten. Somit verlauft die proteolytische Spdtung diessr Proteine tellweise
unvollgdndig. Man erhdt Uber Disulfidoriicken verbundene Peptidfragmente. Neben ener
veringeten  Peptidausbeute  resultieren somit auch  gemischte,  theoretisch  schwer
berechenbare Peptidfragmente. Unmodifiziete Cysteinreste snd zudem chemisch ingabil und
konnen schlecht sequenziert werden [136]. Die Proteine werden deshab vor ihrem Verdau in
der Gematrix in-situ reduziert (Dithiothreitol) und akyliert (4-Vinylpyridin) [183-185]. Die
Alkylierung efolgt im Dunkdn, um die Polymerisgtion des 4-Vinylpyridins zu vermeiden.
Durch die Deivaiserung mit 4-Vinylpyridin werden die stark nukleophilen Thiolgruppen der
Cydeinreste vor atifizidlen Modifikationen geschitzt (zB. Oxidaion) [186]. Die
pyridylethylierten Cysene haben aufgrund ihres basischen Charakters zudem den Vortel,
dass Se pogtive Ladungen aufnehmen und somit die Ausbildung zweifach pogtiv geadener
Peptidionen unterstiitzen konnen. [187]. Pro Cysteinrest erhdht sich das Molekulargewicht der
reduzierten Peptide bel S-Pyridylethylierung um jeweils 105 Da [188]. Die Subdtrat-Protease-
Wechsdwirkung und die Resktionskingtik des im Gd-Verdaus wurden bidang nicht
sysemaisch untersucht. Der Verdau mit Trypsin efolgt deshdb 16 Stunden lang be 37°C
[136]. Das verwendete Losungamittevolumen sollte méglichs gering gehdten werden. Die
Geddiicke sollten beim Verdau nicht austrocknen. Das Enzym-zu-Substrat-Verhdtnis sollte
madglichst optima bemessen werden. Zu grofl3e Proteasemengen fuhren zu unspezifischen
Schnitten, zu geringe Proteasemengen ergeben lediglich enen patidlen Verdau [189]. Be
hohen Proteinkonzentrationen <ollte das Enzym-zu-Substrat-Verhdtnis  deutlich  erhoht
werden. Die Lagerung des Verdauextraktes bel -70°C Uber mehrere Tage fuhrte zu keinem
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erkennbaren Verlugt von Peptiden [136]. Beim im Ge Verdau CBB-gefarbter Proteine sollten
sowohl CBB ds auch SDS vollsténdig entfernt werden, da diese die Wirkung der Protesse
beeintrachtigen [190]. Trypsin bietet den Vortel, dass die resultierenden Peptide eine idede
Grole fur die MS-Anadyse haben. Zudem haben tryptische Peptide mit Arginin (R) oder Lysin
(K) bassche Aminosiurereste an ihrem C-terminden Ende. Bel der pogtiv-lonenESI-MS
bilden diese hauptsichlich [M+2H]**-Quasmolekillionen, welche sich mit Hilfe der Tandem-
MSMS sehr effektiv sequenzieren lassen [142,191]. Trypsin ist eine Serinprotease, welche
sezifisch C-teemind von Lysn und Argininresten spdtet. Sie spdtet nicht bei X-Pro-
Bindungen (X = R, K) und nur vermindet wenn auf X ein saurer Rest folgt. Lys-C is
ebenfals ene Sein-Protease. Lys-C gpdtet C-temind von Lysnresten (K) und schwach
unspezifisch be AsntX-Bindungen (X = Lysin). Beide Proteasen bestzen ein pH-Optimum
bei pH 85-88, eine optimde Arbetstemperatur von 37°C und en optimdes Enzym-zu
Substrat-Verhdtnis (bei  in-Losungsverdau) von ewa 1/50 (nmvm). Eine Ubersicht bzgl.
Proteasen und Verdaubedingungen (Temperatur, pH-Wert, Spezifitét) findet sich bel Lee et
al. [185] und Sweeney et al. [192].

Tab. 2.2. Tabellarische Auflistung von Proteinmodifikationen, welche infolge der SDS-PAGE
auftreten konnen. Bei Polyacrylamid-Gelen (Polymerisation von Acrylamid-Monomeren)
kann nicht umgesetztes Acrylamid-Monomer mit Proteinen kovalente Addukte bilden. Da der
Polymerisationsgrad der Gele selten mehr als 90 % betragt befindet sich relativ viel freies
Acrylamid in der Matrix [136].

Funktioneller Rest | Modifikation ZunahmeM , [Da]
Cyden Cygtein-Acrylamid +71
oxidiertes Cystein-Acrylamid +86
Cysen-DTT +76
N-Terminus -NH-Acrylamd +71
Methionin Methionin-Suifoxid +16

24.3. ldentifizierung von Proteinen mit Hilfe des Peptidmassen-Mappings [36]

Zu den Anfangszeiten der Gensequenzierung wurden die entsporechenden Proteine meistens
gleichzeitig massenspektrometrisch charakterisert [193,194]. Fur die Charakteriserung der
Protene wurden diese mit spezifischen Proteasen gespaten und die Peptidmassen
massengpektrometrisch  bestimmt.  Durch den Verglech zwischen den  ermitteten  und
theoretisch  berechneten Peptidmassen (mass-map, fingerprint) konnten Trandations-,
Insartions-, Deetionsfehler, Punktmutationen und podtirandationde  Modifikationen  der
Peptide erkannt werden [2,195]. Da dch be enem Peptid die Zusammensetzung der
Aminosauren in dessen Molekilmasse wiederspiegelt, kann en klenes, verdautes Protein
anhand der Masse enes enzigen Peptids identifiziert werden. Bel langeren Proteinsequenzen
erhdht dch jedoch die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten mehrerer gleich schwerer Peptide
(x 1 Da). Das Peptid-Mapping konnte 1993 zum ersen Md zur Identifizierung unbekannter
Proteine eingesetzt werden [160-163,196]. Das Peptidmassen-Mapping (fingerprint) ist eine
Datenbank-unterstiitzte  MS-baserende Methode zur Identifiziierung von Proteinen. Die
Proteine werden mit einer spezifischen Protease gespaten und die exakten Molekulargewichte
der resultirenden Peptide massengpektrometrisch  bestimmt.  Mit  den  Peptidmassen
durchsucht man anschlielend eine computererstelite  Peptidmassenliste, welche durch 'in
dlico-Verdau (Verwendung derselben Protease) ener Protein- oder Ubersetzten DNA-
Daenbank erzeugt wurde. Aus dem Vergleich der ermittelten und theoretisch berechneten
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Peptidmassen ehdt man ds Relta ene Wahrschenlichkets-baserende  Auflisung
identifizierter Proteinkandidaten. Zur Aufreinigung und Trennung der relativ kleinen Peptide
szt man bevorzugt die RP-HPLC ein [176,197-200]. Die Massen, der in den gesammelten

LC-Fraktionen enthatenen Peptide, kdnnen off-line mit Hilfe der MALDI-oder NanoES-MS

oder on-line mit Hilfe der LC/ESI-MS bestimmt werden. Bei der MALDI-MS erleichtert die

Bildung der zumeig enfach geladenen Peptidionen die Peptidmassenauswertung erheblich.

Besonders sat Einfihrung der Proteom-Forschung wurde die Methode des Peptid-Mappings

im Laufe der letizten Jahre stark verbessert. Die aktudlen MS-technischen Entwicklungen

ermoglichen enen hohen Probendurchsatz (high-throughput) und ene erhdhte Sengtivité.

Die empfindliche massenspektrometrische Anadyse PAGE-getrennter  biologischer  Proben

efordert nach Reid et al. vor dlem ene perfekte Probenvorbereitung [201]. MALDI- und

ESI-MS tolerieren die fir gewothnlich eingesstzten Pufferbestandteile bis zu einem gewissen

Grad. Be der Aufkonzentration der Proben reichern sch jedoch auch Salze und Detergentien

an. Als Folge davon kommt es zu ener erheblichen Verschlechterung der SpektrenQuditét

(SN nimmt ab). Aus diesem Grund wurden unterschiedlichge Verfahren zur Aufreinigung

der Proben entwickelt:

§ die Matrix-Probenspots der MADLI-MS konnen wiederholt gewaschen werden [147],

§  der Matrixlésung wird Nitrocellulose zugesetzt (zur Bindung polarer Bestandteile) [142],

§ RP-Bead- Peptid- Entsalzung [202,203] oder

§ Entsalzungs-Konzentrations-Methoden (sogenannte RP-Mikro-Tips siehe Kap. 2.3).

Neben der Probenvorbereitung spielt auch die Exaktheit der Peptidmassenbestimmung fir den

Erfolg einer Daenbanksuche eine erhebliche Rolle. Moderne MALDI-TOF Gerédte erreichen

asfgrund  der Entwicklung von delayed extraction [154] und Reflektron ene

Massengenauigkeit von + 10 ppm und ermdglichen dadurch ene erheblich zuverldssigere

Proteinidentifizierung  [153]. Auch durch die Wahl der Proteese kann die ldentifizierung

zusiizlich verbessert werden. Nach Fenyé et al. [204] hangt der Erfolg der

Proteinidentifizierung von der Sequerzldnge bzw. der Masse der andyserten Peptide ab. Die

Anzahl der identifizieten Proteinkandidaten nimmt mit zunehmendem Molekulargewicht der

erzeugten Peptide sehr sak a. Beim Peptid-Mapping sollten demzufolge Proteasen

eingesatzt werden, mit denen maglichst grof3e Peptide erzeugt werden kénnen.

Im Folgenden soll auf einige Probleme des Peptid- Mappings hingewiesen werden:

8 Fir ene hohe Quditéd der Identifizierung missen bel der Datenbanksuche mindestens 8
Peptidmassen verwendet werden [141]. Die Untersuchungen von Godovac-Zimmermann
et al. [205] erbrachten bel einer Massengenauigkeit von = 300 ppm eine Abdeckung der
Proteinsequenz von 18-20 %, wobe durchschnittlich 6-12 passende Peptidmassen
gefunden wurden.

§ Stak modifiziete Proteine konnen nur sehr schwer identifiziert werden, da die ermittelten
Peptidmassen nicht mit den theoretisch berechneten Massen aus der  Datenbank
Uberengimmen.

§ Aufgrund der  getig  zunehmenden Datenbankeintrdge i fir ene  endeutige
Identifizierung eine hohe Massengenauigket (< 70 ppm) der Peptidmassenbestimmung
erforderlich. Diese kann nur mit sehr teuren Massenspekirometern erreicht werden.

§ Be Protenen, weche nur in sehr geinger Menge vorliegen, reicht die Anzahl der
isolierten Peptide oft nicht fir eine eindeutige Identifizierung aus [206].

§ Zwar konnen modifizierte Peptide identifiziert werden, die Podtion der Modifikation
innerhalb der Aminosiuresequenz kann jedoch nicht ermittelt werden.

§ Durch TandemMSMS Fragmentionen-Information einzelner Peptide kann die Quditét
der Identifizierung erheblich verbessert werden (Kap. 2.4.4).
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24.4. Sequenzierung und I dentifizierung von Peptiden mit Hilfe der Tandem-MSMS
[5,36,188]

Die TandemMSMS entwickdte sch sat ihrer Einfihrung im Jehr 1968 zu ener der
wichtigten Techniken be der Aufnahme kollisonsaktivierter Zefdle (CID) [115,116).
Somit konnte man Peptide mit der Tandem-MSMS zwar schon rdativ frih sequenzieren,
jedoch waen die Methoden aufgrund der aufwendigen und fragmentierungsbehafteten
loniserung nur begrenzt nutzbar [114,207-209]. Der eigentliche Durchbruch gdang ers mit
Einflhrung der schonenden LSIMS und FAB-loniderung, mit denen es maglich war,
unfragmentierte  [M+H]*-Peptidionen zu erzeugen [209-215]. Beim Niederenergie-CID
fragmentieren einfach geladene Peptidionen im Vergleich zu mehrfach geladenen Peptidionen
aber sehr unzureichend. Durch die Entwicklung der ESI waren dann @ber auch
unfragmentierte  mehrfach geladene Protein- und  Peptidionen  fir den Niederenergie-CID
zuganglich [188,216]. Aufgrund der schonenden loniserung reicht die innere Energie der
ESl-Peptidionen fir ene €ffiziente Fragmentierung nicht aus Be TandemMSMS
Experimenten wird deshdb die innere Energie der lonen durch die Kollisonsaktivierung
erhoht [117]. Be Hybridgerden (Triple-Quad-MS) bestzen die Vorlauferionen eine rddiv
niedrige kinetische Energie (< 100 €V), aber ene rddiv lange Vewelzeit (enige 10-100
mseC) in der Kollisonszelle [188,213,214]. Der egentliche CID-Prozess besteht aus zwei
zatlich voneinander getrennten Schritten: Zuerst efolgt in einem erden, schndlen Schritt
(etwa 10°-10"* sx) die Kollisonssktivierung. Ein Tel der Trandationsenergie der
beschleunigten lonen wird dabel in innere Energie sowohl der lonen ds auch des Stol3gases
umgewanddt (sehe Kap. 2.252). Im zweiten Schritt zerfdlt das energetisch angeregte lon.
Die Produktionenausbeute hdngt somit vom unimolekularen Zefdl des Vorlauferions nach
dessen Anregung ab. Nach der Quasi-Equilibrium Theory (QET) ist das Ausmal3 des Zerfdls
davon &bhdngig, wie vid Enegie die gegebenen Schwingungs-Freheitsgrade fir den
Bindungsbruch aufnehmen konnen. In enem linearen Molekil mit N Atomen gibt es 3N-6
Schwingungs-Frethdtsgrade. Die Zahl der  Schwingungs-Freiheitsgrade  steigt somit  direkt
proportional mit dem Molekulargewicht einer gegebenen Verbindungsklasse an. Infolge der
zufdligen Vetalung der inneren Energie entlang der Schwingungs-Freiheitsgrade nimmt  der
durchschnittliche energetische  Freiheitsgrad mit  zunehmender Molekiimasse ab. Deshdb
nimmt auch die Zahl der gebildeten Fragmentionen mit zunehmendem Molekulargewicht &b
[217]. Fur den effektiven Zefdl enes grolReren Molekils ist deshdb ene hohere
Kollisonsenergie eforderlich  [117]. Um dennoch ene auseichend grole Anzahl
Fragmentionen zu erhdten, werden be grof¥eren Peptiden bevorzugt die mehrfach geladenen
Molekilionen fragmentiert (su.) [217]. Fir den Niederenergie-CID wird in der Regd en rf-
only Quadrupol ds Resktionszelle verwendet. Die lonen konnen bel gleichzetiger Kontrolle
von Kalisonsenergie  (Beschleunigungsspannung) und  Kollisonszahl  (Stol3gasdruck)
effektiv  gespeichet und durchgdatet werden. Aufgrund der  guten fokusserenden
Eigenschaften des rf-only Quads haben die lonen, sdbst nach efolgter Kollison und
Fragmentierung, immer noch doabile Trgektorien [111]. Ein Grodel der maximd zur
Verfigung stehenden Energie wird bei den Kallisonen in innere Energie der Projektilionen
umgewanddt. Beim Niederenergie-CID hat die Wahl des Stofigases deshdb ene
entscheidende  Bedeutung. Aufgrund der hoheren kinetischen Energie ihrer Massezentren
sollten schwerere Stoljgasmolekiile verwendet werden [117]. Der Stofjgasdruck kann die
Fragmentierung  ebenfdls  bednflussen.  Mit  zunehmendem  Gasdruck  nimmt  der
durchschnittlich pro Kollison vertelte Energieantel zu und fihrt somit zur ener verdérkten
Bildung niedrigmassger Fragmente [213]. Bem CID unbekannter Peptide verwendet man in
dar Praxis Gasdriicke und Koallisonsenergien, wedche aus Untersuchungen  von
Model | peptiden Ubertragen werden [213].
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Mit Hilfe der bem Niederenergie-CID mehrfach geladener Peptidionen  gebildeten
dsrukturggnifikenten ~ Fragmentionen kaon  ene  sogenannte  Produktionen-Andyse
durchgefiihrt  werden. Aufgrund der ladungskontrollierten Fragmentierung  [217,218]  der
Peptide (vorrangig zwischen  Carbonyl-Kohlensoff und  Amid-Stickstoff  entlang  des
Peptidrickgrats) werden sequenzspezifische lonenserien gebildet [114,210]. Verblebt nach
der Spdtung der Peptidbindung die Ladung am N-terminaden Ende des Fagmentions, entsteht
ein bTyp lon. Verblebt die Ladung am GTerminus, wird ein ¥ Typ lon gebildet (Abb. 2.14)
[211,219]. Die Aminosiurensequenz eines Peptids kann somit aus den Absténden
benachbarter Signale des Fragmentionenspektrums abgdetet werden. In der Regd erhdt man
keine kompletten lonenserien, sondern lediglich Teillsequenzen [114,220]. Aul3er den b- und
y-Fragmentionen (Spdtung ener Bindung) werden auch interne Fragmentionen (Spatung
zweler Bindungen) gebildet [210,221]. Interne Fragmentionen, welche nur einen Aminosaure-
Regst enthdten, konnen durch zusizliche Abspadtung von CO sogenannte Immonium-lonen
bilden (Abb. 2.14) [222].
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Abb. 2.14. (A) Nomenklatur [219,220,231] und (B) Entstehung der Fragmentionen, welche
beim Niederenergie-CID protonierter Peptide auftreten [ 36,188,211,212].



30 2. Allgemeiner Tell

Da die Peptidionen im Veglech zum negaiven lonenmodus fir gewohnlich hohere
Intendtéten aufweisen, arbetet man be der direkten CID-Sequenzierung von Peptiden
vorrangig im pogtiven lonenmodus. Peptide mit stark sauren Gruppen (z.B. Phosphopeptide)
ionigeren im pogtiven lonenmodus nur sehr schlecht. Zudem verléuft deren Fragmentierung
beim pogtiv-lonen-Niederenergie-CID  ebenfdls sehr  schlecht [211]. Tryptische Peptide
konnen im Gegensatz dazu im pogtiven lonenmodus besonders effizient fragmentiert werden.
Tryptische Peptide haben an ihren C-teeminden Enden mit Arg oder Lys bassche
Aminosurereste und snd zudem nicht blockiert. Be der postiv-lonen-ESI-MS bilden sich
deshab vorrangig [M+2H]**-Vorlaferionen. Be der Kollisonsaktivierung fragmentieren
diee shr effiziient und erzeugen leicht zu interpretierende lonenserien einfach geladener
Fragmentionen. [5,188,217,223-225]. Bei der MSMS-Andyse tryptischer Peptide kdnnen im
oberen Massenbereich des Massenspektrums sehr oft  prominente  y-Fragmentionenserien
beobachtet werden [36,223,226]. Enthdten die tryptischen Peptide zusdizlich noch
Higtidinreste, so kdnnen auch héhere Ladungszusténde wie +2 beobachtet werden [223,225].

Im Hochvekuumbereich des Massenspektrometers  sind  in der  Gasphase  keine
Losungsmittdmolekile mehr  vorhanden. Die Deokdiserung der Ladung entlang des
Peptidriickgrats kann bel den Peptidionen deshab nur durch interne Solvatiserung erfolgen.
Hierbe handdt es dch um enen Fdtungsprozess, bel welchem ene oder mehrere
Amidbindungen in die Né&he des protonieten NHp-terminden Endes gdangen. Die
Umwandlung von  kinglischer Enegie  in Schwingungsenergie  fihrt  ba der
Kollisonsaktivierung zur Spdtung der  Amidbindungen (s0.). Die Zahl der basschen
Aminosdurereste (Lys, Arg, His, Try, Pro), sowie deren Pogtion innerhab der Peptidkette, hat
enen eheblichen Einfluss auf die Bildung der Fragmentionen. Kommen N-termind Arginin-
oder Lysnrese vor, dominieren b-Fragmentionenserien. Befinden sch diese Rese C-
termina, dominieren y-lonenserien [211,228,229]. Beim CID grofRerer Polypeptide scheinen
indbesondere  die Prolinreste ene wichtige Rolle zu spiden. Die Amidbindungen der
Prolinreste  dissoziieren  besonders leicht und  beeinflussen dadurch den  Verlauf der
Fragmentionenserien  [216,227,230]. Be Prolin seht im Gegensatz zu dlen anderen
Aminosduren die Aminogruppe ds Iminogruppe im Ring. Der 5-Ring verhindet die free
Drehbarkeit der N-C Bindung. Dies wirkt sch entschedend auf die Konformation des
Polypeptidriickgrats und den Verlauf des ladungskontrollierten Zefdls aus. Serin-  oder
threoninhdtige Fragmentionen werden haufig von enem Neutrdverlus von Wassr begletet
(Satellitenionen im Abstand von 18 Th). Entsprechend treten bel Arg, Lys-, Glu- und Asp-
hdtigen Fragmentionen infolge enes NHz-Verluses Sadlitenionen im Abstand von 17 Th
auf [210,217]. Neben den groleren AbstoRungskréften besitzen die mehrfach geladenen lonen
auch ene hohere kingtische Energie [122,229]. Der Niederenergie-CID mehrfach geladener
Peptide (Multiply Charged Peptides, MCP) wurde von Tang et al. untersucht [225]. Es konnte
kein  entsprechender  mechanistischer  Ansatiz zur  Interpretation  der  auftretenden
Fragmentionen, wie im Fdle der zwefach protonierten tryptischen Peptide, entwickdt
werden. Jedoch wurde festgestellt, dass eine hohe Beweglichket der ioniserenden Protonen
entlang des Peptidriickgrates fir eine bessere ladungskontrollierte Dissoziation notwendig idt.
Stark bassche Reste konnen die Protonen fixieren und dadurch die Effizienz der
Niederenergie-Kollisonsaktivierung verringern [225].

Die Entwicklung der off-line-NanoES war en grol¥er Fortschritt fur die Tandem-MSMS
[191,232]. Aufgrund der geringen Flussrate steht bel der NanoES-MS ene rdativ lange
Meszeit zur Veflgung. Dadurch konnen CID-Parameter wéhrend der Andyse optimiert
werden. Selbst bel schwach konzentrierten Peptiden kann durch Akkumulation vidler Scans
en ser gutes SN-Vehdtnis erzidt werden. Nicht aufgetrennte Peptidmischungen kénnen
ebenfdls untersucht werden. Ba sehr komplexen Mischungen kommt es jedoch haufig zur
Unterdriickung von lonensgnaen, sodass einzelne Komponenten oft nicht mehr detektierbar
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and. Dieser Effekt kann oft beim posgtiv-lonen-CID phosphorylierter Peptide beobachtet
werden.

Moderne MALDI-TOF Gerdte ermdglichen ebenfdls die Sequenzierung von Peptiden [136].
Man nitzt dabel die Entstehung metastabiler lonen wéahrend des MALDI-Prozess aus. Die
sogenannten PSD-Spektren enthaten ebenfdls Fragmentionenserien [233]. Im Vergleich zum
CID unter ESI-Bedingungen hat diese Methode jedoch den Nachteil, dass eine Interpretation
der Spektren aufgrund der Dominanz  interner  Acylium-lonen  sowie  unspezifischer
Spaltungen entlang des Peptidriickgrates nur sehr schwer durchftihrbar ist [234].

24.5. Mikro-Techniken zur Aufreinigung und Konzentration von Peptidmischungen

Fur die rasche MALDI- und ESI-MS-Andyse subpicomolarer Peptidmengen wurden im Lauf
der letzten Jehre unterschiedliche miniaturiserte  Probenvorbereitungsmethoden  entwickelt.
Wilm und Mann [104] vewendeten be ihrer Zentrifugationstechnik ene mit Pefusons-
Chromatographie-Materid gefillte Glaskepillare. Mit Hilfe der NanoES-MSMS konnten se
somit femtomolae Mengen nicht aufgetremter Peptide sequenzieren [232]. Die Technik
wurde anschlief?end von Neubauer und Mann verfeinert [235]. Der Verlus von hydrophilen
Peptiden wéahrend des Entsalzungsschrittes wurde zusétzlich durch eine Doppdsiulendrategie
mit unterschiedlich polaren Chromatographiemateridien verhindert. Uber  dhnliche  Mikro-
Entsalzungsansitze, ba wechen das RP-Materia in Pipettenspitzen oder Ged-Loader-Tips
gefllt wurde, wurde ebenfals [181,236-239].

2.4.6. Bioinformatik und Proteinanalyse [240,241]

Die schndle und zuverldssge Auswertung der massengpektrometrischen Daen ig en
wichtiger Bedtandtel der modenen  ProteomrAndytik. Die  ldentifizierung  und
Charakteriserung der Proteine efolgt durch Vergleich experimentdler MS-Daten  und
Protein- bzw. Gendatenbank-basierender Daten [241-243]. Durch die stetige Entwicklung des
World Wide Web (WWW) [243] hat dch diesbeziiglich die Arbet der Biowissenscheftler,
spezidl der Proteinbiochemiker und Biomediziner, in dragtischer Weise verandert. Die
experimentell gewonneren Daten konnen heute innerhab kirzester Zet Uber das Internet auf
unterschiedlichen, wedtweit vertelten Servern ausgewertet werden. Die Bioinformatik sellt
fur die Datenanayse dets aktualiserte Datenbanken sowie modernste Computer-Algorithmen
zur Veflugung [240-242,244]. Kapitd 6.3.9.10 enthdt ene tabdlarische Auflisung der
wichtigsen MS-Andyseprogramme und www- Seiten.

24.7. Korrelation von MS/MS-Daten mit Peptidsequenzen aus Datenbanken

Die zunehmende Anzahl der in Proten-Datenbanken engetragen Proteinsequenzen fihrte zu
ener deutlichen Verbesserung der Tandem-MS/MS-baserenden Peptidandyse. Mit Hilfe von
Computer-Algorithmen  konnen die experimentelen Daten enes CID-Spektrums mit  den
theoretisch berechneten Daten aus Protein- und Nukleotid-Datenbanken verglichen und die
Proteine identifiziet und charakterisert werden [36,164,245-248]. Ein  Tandem
Massengpekirum enthdlt drel Arten von Information. Zum enen enthdlt es die Masse des
untersuchten  Peptids. Durch genaue Peptidmassenbestimmung  und  Verwendung  ener
Protease mit hoher Spezifitét kann die Anzahl passender Peptidkandidaten erheblich reduziert
werden. Zur Ermittlung der exakten Peptidsequenz ist jedoch mehr Informetion erforderlich.
Das TandemMassenspektrum  enthdlt zusiizlich ein  enzigatiges Fagment-  bzw.
Sequenzionenmugter, welches nur der Aminosurensequenz des  fragmentierten  Peptids
entpricht (fingerprint der Aminosiurensequenz). Mit Hilfe von Computer-Algorithmen kann
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ene Korrdaionsanayse durchgefihrt werden. Man emittedlt dabel den Grad der
Ubereingimmung des emittdten MSMS-Spektrums mit  alen theoretisch  berechneten
Fragmentionenmustern der zu dem untersuchten Peptid isobaren  Aminosauresequenzen.
Diees Prinzip liegt auch dem von Yaes et al. entwickdten computerunterstiitzten
Auswertedlgorithmus SEQUEST (Kap. 6.3.9.9) zugrunde [164,246]. Als Mal3 der
Ubereindimmung  zwischen dnem rekondruierten und  enem  experimentdl  ermittelten
MSMS-Spektrum erhdt man bae SEQUEST enen cross-correlation-Wert. Die Grole dieses
Wertes ig eéin Mal3 fir die Quaitdt der Ubereingimmung. Schliellich enthdt ein MSMS
Spektrum auch noch die Sequenz des Peptids. Mit Hilfe ener kurzen Telsequenz, welche aus
dem TandemMS/MS-Spektrum ermittelt werden kann (sequence-tag, 3-4 Aminosiurereste),
l&ésst sch in Kombination mit der Masse des kompletten Peptids bzw. der Fragmentionen die
Spezifitét der Auswertung zusitzlich verbessern [249).
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2.5. Phospho-Proteomics

Ein Gro¥el der in eukaryontischen Zellen vorkommenden Proteine liegt postrandationa
modifiziet vor. Bidang konnten 'in vivo' Uber 200 unterschiedliche Arten von
posttrandationden Aminosduremodifikationen gefunden werden, wobel von den wenigden
bekannt ist, welche Funktion Se bedtzen [250]. Wie sch sait ihrer Entdeckung vor Uber vier
Jahrzehnten herausgestelt hat, handdt es sch be der reversblen Proteinphosphorylierung
[25]] um enen wichtigen Mechanignus be der Regulation fundamentder zdlularer
Eregnise  (Wachsum, Telung und Diffeeenzieeung von  Zdlen, intrazdluldre
Sgndtransduktion, Genexpresson, Enzymaktivitét usw. [9-15]). Man nimmt an, dass etwa 30
% dler Proteine, welche in typischen Saugerzelen exprimiert werden, wahrend ener Phase
dar Zdlexigenz phosphoryliert werden [16]. Die Aufkldrung der komplexen regulatorischen
Netzwerke und Sgndtransduktions-Systeme  eukaryontischer  Zelen deht deshdb  im
Zentrum der akiuedlen zdlbiologischen und biomedizinischen Forschung. Der reversble
Mechanismus der  Protenphosphorylierung  berunt  auf  enem Wechsdspid  zweer
unterschiedlicher  Enzymgruppen: die Proteinkinasen, welche spezifische Reste (hauptsichlich
Serin-, Threonin-, Tyrosn- oder Hididin-Reste) innerhdb der Proteine phosphorylieren und
die Proteinphosphatasen, welche die Dephosphorylierung katdyseren [10,17]. Nach Hunter
et al. [252] entfdlen 90 % dler zdluldren Phosphorylierungen auf Serin-, 9,9 % auf Threonin-
und nur 0,1 % auf Tyrosinreste. Es wird vermutet, dass beim Menschen etwa 2000 Gene (das
entspricht etwa 2 % des gesamten humanen Genoms) Proteinkinasen und 1000 Gene
Proteinphosphatasen  codieren  [10]. Die Phosphorylierung  fihrt  zur  Bildung  enes
Phosphatesters, welcher unter neutralen pH-Bedingungen zwel negative Ladungen besitzen
kann. Geit man nun von enem ungdadenen Aminosdurerest aus, o bewirkt die
Proteinphosphorylierung  eine  erhebliche Anderung des Ladungszustandes innerhab  eines
definieten  Strukturbereichs. Somit kann eine Phosphorylierung sehr effektiv éine Anderung
der Proteinfunktion bewirken. Es kénnen neue Bindungsstdlen fir Proteine entstehen, welche
inhibitorisch oder aktivierend wirken oder die Zidgeuerung des Proteins zu enem
spezifischen intrazel lul&ren Kompartement dirigieren kdnnen.

25.1. Konventionelle Analyse von Phosphoproteinen mit Hilfe der Radiomarkierung

Zur  ldentifizierung von  Proteinphosphorylierungen  missen sdbst ba bekannter

Proteinsequenz fir gewohnlich verschiedene Markierungs-, Trenn- und Detektionsmethoden

eingesetzt werden. Trotz 3?P-Markierung reicht be den konventiondlen Andysestrategien

oftmals die Sengtivitét nicht aus. Die Grinde hierfir Snd [144,253,254]:

§ De Einbau dar Radiomarker verluft unter zdlul&ren Bedingungen fir gewohnlich sehr
schlecht.

8§ De Grol¥ell der Phosphoproteine, welche in die Sgndtransduktion ener Zdle
einbezogen werden, kommt nur in sehr geringen Mengen vor.

§ Die biologischen Proben snd meistens nur in begrenzter Menge verfligbar.

§ Aufgrund der niedrigen Phosphorylierungsstochiometrie weisen die  Phosphoproteine in
der Regel enen geringen Phosphorylierungsgrad auf.

Die Proteinphosphorylierung hat im Verglech zu anderen regulatorischen Modifikationen

aber den Vortel, dass die Phosphoesterbindung unter physiologischen pH-Bedingungen stabil

ist und auch die Zellyse unbeschadet Ubersteht [255].

Nahezu dle konventiondlen biochemischen und molekularbiologischen Methoden  zur
Identifizierung  und Lokdiserung  von Phosphorylierungsstellen beinhdten  die
Radiomarkierung der Phosphoproteine. Bel 'in vivo'-Experimenten verwendet man fur die
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metabolische Markierung [**P]Orthophosphat. Bei 'in vitro'-Experimenten phosphoryliert man
die Proteine in Gegenwart von [g-3?PJATP mit Hilfe ener Kinase. In der Regel werden 'in
vivo'- und 'in vitro'-Proteinphosphorylierungen unterschiedlich reguliert [256,257,258]. Bea 'in
Vivo'-Experimenten lysert man zundchst die Zdlen, trennt danach die Proteine des gesamten
Zdlysas bzw. die immunprézipitieten Phosphoprotene mit Hilfe der 1-DE oder 2-DE auf
und visudiset die radiosktiv markierten Phosphoproteine durch Autoradiographie oder
Phosphorimaging [175,259-263]. Zur Identifizierung der phosphorylierten Aminosaure wird
das Phosphoprotein zuerst hydrolisert. Die resultierenden Aminoséuren werden dann mit
Hilfe der en oder zwedimendonde Duinnschichtchromatographie aufgetrennt und die
Phosphoaminosduren autoradiographisch detektiert [264,265].
Sehr vid haufiger wird fur die Phosphoproteinandyse jedoch das Phosphopeptid-Mapping
angewandt. Die Phosphoproteine werden hierbe chemisch oder  enzymatisch  (durch
spezifische Proteasen) gespalten und die resultierenden Peptide durch HPLC [266,267], SDS-
PAGE (eindimensiona) oder 2D-TLC aufgetrennt [265,268,269]. Beim 2D-Phosphopeptid-
Mapping (TLC, Thin-Layer Chromatography) trennt man die Peptidmischung in zwe
Dimensonen. In der ersen Dimendon efolgt eine Hochspannungsdekirophorese, in der
zweiten Dimenson ene Dunnschichtchromatographie. Fir die autoradiographische Detektion
eines 3?P-markierten Phosphoeptids werden dabei nur wenige Hundert dpm bendtigt. Bei der
HPLC-Trennung sammet man Fraktionen, bestimmt von diesen die Radioaktivitéten, ergelt
mit den emittedlten Werten en Cerenkov-Chromatogram. Die Phosphopeptide in  den
radioaktiven Fraktionen und den 2D-TLC-Spots werden mit Hilfe der Phosphoaminoséure-
Andyse, dar EdmanSequenzierung oder der Massenspektrometrie andysert [270]. Die
Ermittlung der Phosphorylierungssdle efolgt mit Hilfe des Radio-Edmans. Be  jedem
enzenen EdmanZyklus wird dabel die Radioaktivitd bestimmt und anhand des Verlustes
der Radioaktivitét indirekt die Podstion des Phosphatrestes ermittelt [271-274]. Die Radio-
Edman-Sequenzierung  verlauft jedoch aufgrund der schlechten Extraktion des anorganischen
Phosphates in die organische Phase ser  indfizient.  Aufgrund  der  geringen
Phosphopeptidmenge  kénnen die beim  konventiondlen Edman-Abbau  gebildeten PTH-
Aminosiurederivate in der Regel nicht detektiert werden. Phosphopeptide kénnen deshdb
nicht auf diese Wese sequenziet werden. Zur ldentifizierung der  phosphorylierten
Aminosaure wendet man deshdb die Phosphoaminosiure-Andyse an [265,275]. Fur die
Trennung der Aminosauren setzt man dabel die 2D-TLC [263,276] oder die Anionaustausch
Chromatographie en [277]. Durch Vergleich der 2D-TLC-Muster von synthetischen Peptiden
und Probenpeptiden kann die Peptidsequenz ebenfdls ermittelt werden [278]. Alternativ
konnen die potentidlen Phosphorylierungsstdlen durch eine "sitedirected" Mutagenese
ausgeschdtet und die 2D-TLC-Muger von natliver und mutierter Probe verglichen werden
[279]. Trotz ihrer Empfindlichkeit hat die Radiomarkierung von Phosphoproteinen erhebliche
Nachtelle und Limitierungen [280]:
§ Der Einbau von 2P verlauft meist nur be 'in vitro'- Experimenten effektiv.
§ Sdbst sehr groRe Mengen eines Radiomarkers mit hoher spezifischer Aktivitét werden bei
'in vivo'-Experimenten nur zu einem aul3erst geringen Grad in die Proteine eingebaut
§ Die Autoradiographie liefet keine direkten grukturdlen Informationen bezlglich der
Phosphopeptide und 1asst ledi gl ich eine quditative Auswertung zu.
§ Menschen kdnnen nicht mit [*“P]Orthophosphat markiert werden
§ Die Forscher werden radioaktiv belastet.

25.2. Konventionelle radioaktivitatsfreie Methoden

2.5.2.1. Phosphoaminosdure-Detektion mit Antikorpern und Fluoreszenzmarkierung
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Tyrosnphosphorylierungen  kénnen mit Hilfe von Antikdrpern immunologisch in Western
Blots untersucht werden [281-283]. Die Antikorper wirken jedoch sehr unspezifisch, zudem
treten Kreuz-Resktionen auf. Die Western-Blots snd zumes sehr unempfindlich und kénnen
nur quaitativ ausgewertet werden. Der Einsatz gegen Phosphoserin und  Phosphothreonin
gerichteter  Antikorper  konnte noch nicht im gleichen Ausma? efolgen. Durch die
Entwicklung satenspezifischer Antikorper nimmt deren Anwendung aber stark zu [284)].
Serinphosphoryliete Protene  und  Peptide  kdnnen  auch  mit  Hilfe  chemischer
Fluoreszenzmarkierung detektiert werden. Dabel wird die Phosphatgruppe unter basischen
Bedingungen diminiet und mit Ethandithiol derivatisert. Die modifizieten Peptide kdnnen
mit Hilfe der CZE-LIF (Capillary Zone Elelctrophoresis, Laser Induced Fluorescence)
detektiert und quantitativ bestimmt werden [285]. Phosphoaminoséuren koénnen nach der
partiellen Hydrolyse von Phosphopeptiden oder Phosphoproteinen (nach Hunter und  Sefton
[286]) auch in Form ihrer Dabsyl (4-Dimehylaminoazobenzol)- oder PTH
(Phenylthiohydantoin)- Phosphoraminosdurenderivate kapillarel ektrophoretisch detektiert
werden [287-289]. Nach Maencik et al. [290] sowie Murthy und Igba [291] kann zur
Trennung der Phosphoaminosiurenderivate auch die HPLC eingesetzt werden [292]. Uber die
FMOC-Derivatiserung der diminierten Phosphoraminosduren und die anschlief?ende HPLC-
Trennung der Aminosaurenderivate wurde ebenfalls berichtet [257].

2.5.2.2. Edman-Sequenzierung und basenkatalysierte b -Eliminierung [287]

Die Phosphoesterbindungen von Phosphoserin- und  Phosphothreoninaminosduren sind  unter
den chemischen Bedingungen des schrittweisen EdmanAbbaus nicht stabil. Die kovaent
gebundenen Phosphatgruppen konnen sehr rasch zu anorganischem Phosphat  hydrolysiert
bzw. diminiet werden [289,292-294]. Dennoch konnen Phosphosering/-threonine beim
automatiserten Edman-Abbau in Form ihrer S-Ethylcysein- oder b-Methyl-S-cystein-PTH-
Derivate identifiziert werden. Da die Zwischenprodukte, welche sich bel der Abbaureaktion
bilden, ingtabil snd, kann die Resktion nicht efolgen, wenn dch die phosphoryliertte
Aminosiure am C- oder N-Terminus befindet. Phosphotyrosine konnen zwar unter gewissen
Umdgénden in Form ihrer  Phenylthiohydantoinderivate (PTH-Tyr(P)) identifiziet werden,
jedoch wird die Anwendung des direkten EdmanAbbaus aufgrund der geringen
Empfindlichkeit sark engeschrankt. Zu den wichtigen Methoden, welche auf der chemischen
Modifikation der phosphorylierten Aminosaurereste beruhen, zdhlt die basenkatdyserte b-
Eliminierung. Unter dkdischen Bedingungen werden hierbel  die  Phogphatreste  der
Phosphoserin-  und  Phosphothreoninaminosuren  diminiet und  im  Anschluss  Ethanthiol
nukleophil addiert [287,289]. Bel der dkdischen b-Eliminieeung von Phosphoserin (mit
NaOH) bildet sch Dehydrodanin. Phosphothreonin - wird zu  Dehydroamino-2-buttersiure
umgesetzt. Die Addition von Ethanthiol fuhrt zur Bildung von S-Ethylcysten bzw. b-
Methyl-S-cysteinresten. Nicht phosphorylierte  Serin-/Threoninreste  werden ebenso  wenig
umgesetzt wie Phosphotyrosne. Bel  Phosphotyrosin verhindet der aromaische Ring die
Aushildung des fir die b-Eliminierung notwendigen Ubergangszustandes. Anhand der o
gebildeten (modifizierten) Aminoséuren konnen die  Phogphopeptide  mitteds
Aminostureandyse oder Edman Abbau identifiziert und quantifiziert werden [285,295,296].
Nach Hs et al. konnen Phosphoserine vor der SDS-PAGE mit lodacetamidfiuorescein
markiert werden. Nach der SDS-PAGE duiert man das Protein, spatet es enzymatisch in
Losung, trennt die Peptide auf (RP-HPLC), tranderiert diese auf eine PVDF-Membran und
fuhrt e schliefdich der Sequenzandyse zu [297].

25.3. Massenspektrometrische Methoden [298]
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Die Massenspekirometrie ist hervorragend  zur raschen und  sendtiven  Untersuchung
posttrandationder Proteinmodifikationen geeignet [141,144,168,172]. Bei Phosphopeptiden
erhdht sch pro Phospharest das Molekulargewicht im Vergleich zum  nicht-phosphorylierten
Peptid um jewells 80 Da Die Phosphopeptide eines enzymatisch verdauten Phosphoproteins
konnen deshab mit Hilfe enes massenspektrometrischen Peptidmassen-Mappings ermittelt
werden.

2.5.3.1. PhosphopeptidMapping und Tandem-MS (MSMS)

Beim Phosphopeptid-Mapping werden die Phosphoproteine enzymatisch gespdten und mit
Hilfe eines Massenspekirometers die Peptidmassen bestimmt. Die Phosphopeptide werden
dann durch den Vegleich der emittdten und theoretisch berechneten Peptidmassen
bestimmt. Durch spezidle Markierungs-, Trenn- und Scantechniken kann die Sdektivitdt des
Phosphopeptid-Mappings deutlich  verbessert werden. Fir die  Peptidmassenbestimmung
werden sowohl ESI- [299-307] as auch MALDI-MS [145,256,303,308-315] eingesetzt. Trotz
der extremen Sengtivitdt hat die MALDI-MS den Nachteil, dass die Proben off-line entsazt
werden missen, da be komplexen Peptidmischungen die loniserung der Phosphopeptide
stets unterdriickt wird [256,316,317]. Die ESI-MS bietet den Vortell der on-line-Kopplung
mit der LC. Die Peptidmischungen konnen somit sehr fein aufgetrennt werden, was die
Gefahr von Sgndunterdriickungen  erheblich  verringert. Die  Kapillardektrophorese  kann
ebenfdls zur Trennung eingesetzt werden. Die Peptidmassenandyse kann dabel entweder off-
line mit MALDI-MS [318] oder on-line mit CIEF/ESI-MS [319] durchgefiihrt werden. Die
Ermitlung der genauen Pogtion der phosphorylieten Aminosdure efolgt mit Hilfe der
Tandem-MSMS (sowohl MALDI-PSD asauch ESI-Tandem-MSMYS).

Be de Untersuchung des kollisonssktivieten Zefdls LSIMS erzeugter Phosphopeptide
konnte beocbachtet werden, dass es zur Bildung genau definierter Fragmentionen kommt.
Anhand diesr Fragmentionen konnten die Phosphopeptide nicht nur identifiziert (Kap.
2.5.3.3), sondern auch die exakte Postion der Phosphatreste ermittelt werden [320]. Biemann
und Scoble [321] konnten zeigen, dass enfach podtiv geladene Serin-phosphorylierte
Peptidionen bel ihrer Kollisonsktivierung aufgrund ener Neutralverlusiresktion HzPOs (98
Da) und HPOs; (80 Da) verlieren. Aus dem Phosphoserin bildet sich dabe Dehydrodanin,
aulferdem entsteht ein Phosphoserin-Immoniumion be m/z 140. Bel Tyrosin-phosphorylierten
Peptiden bildet Sch @n intendves Immoniumion b nm/z 216. Ebenso tritt ein Verlus von
HPO3z; und HPO, auf. In den CID-Spekiren ESI-erzeugter Phosphopeptidionen treten in der
Regd die gewohnlich vorkommenden b- und y-Typ lonenserien auf. Aufgrund des
Neutraverluses von Phosphorsiure werden die Fragmentionensignale jedoch haufig von yy-
HsPO, Satellitenpesks (D -98/z Th) begletet [144]. Eine degante Methode zur CID-Andyse
phosphorylierter Peptide wurde von Hunt et al. vorgestdlt [322]. Mit Hilfe der IMAC wurden
dabe die Phosphopeptide zunéchst aufkonzentriert und anschlielend sequenziert (FAB-
MSMS). Heutzutage konnen die isolieten Phosphopeptide on-line (LC-ESI-MSMS
[145,205,273,303,304,310,311,313,317,323-331]) oder off-line (NanoES-MS/MS
[300,312,314,315,332-335] bzw. MALDI-PSD [307,314,336]) sequenziert werden.

2.5.3.1.1.Einsatz von anti-Phosphotyrosin-Antikérper und 32*3p-Markierung

Immunologisch  kdnnen  Tyrosin-phosphoryliete Proteine mit  Hilfe von anti- Phosphotyrosin-
Antikorpern in Western-Blots detektiert werden [205]. Haufiger wendet man aber die 'in
vitro'- oder 'in vivo'-*?®p-Markierung der Phosphoproteine an. Bei der SDS-PAGE koénnen
die markieten Phosphoproteine somit autoradiographisch detektiet werden [337]. Die
Phosphopeptide, welche sch bel der enzymatischen Spaltung der  Phosphoproteine  bilden,



2. Allgemeiner Tell 37

konnen anhand ihrer Radioaktivitdée in  den entsprechenden LC-Fraktionen [304-
306,312,314,322] oder 2-D-Phosphopeptid-Maps (TLC) [299,300,307,273,330,338-340]
detektiert werden.

2.5.3.1.2.Umsetzung mit alkalischer Phosphatase

Die Behandlung von Phosphopeptiden mit dkaischer Phosphatase in Kombination mit FAB-
MS wurde schon sehr frih angewendet [341,342]. Fur das Peptid-Mapping vor und nach
Umsetzung mit adkaischer Phosphatase werden heutzutage ESI- [309] oder MALDI-MS
eingesatzt. Die Phosphopeptide konnen anhand enes 80 Da Massenshifts (bzw. einem
entsprechenden Vidfachen davon) ermittelt werden [256,343,344]. Amankwa et al. konnten
dieen methodischen Ansaiz  automdiseren, indem de enen Enzymreskior  zur
enzymatischen Dephosphorylierung von  Tyrosinphosphorylierungen mit CE= bzw. LC/ESI-
MS koppeten [280]. Zhang et al. verwendeten fir das Phosphopeptid-Mapping vor und nach
Phosphatasebenandiung ein MALDI-MS. Die Pogtion der Phosphorylierungsstelle  wurde
dann mit Hilfe eines LC/ESI-lonenfdlen-M S/M S- Experimentes ermittelt [ 145,310).

2.5.3.1.3.Chemische Dephosphorylierung

Joffe et al. konnten Serin- und Threonin-Phosphorylierungsstelen lokdigeren, indem de die
Phosphopeptide  zuerst  chemisch  dephosphorylierten und dann  mittdls TandemMSMS-
Experimenten  sequenzierten [345]. Die Phosphopeptide wurden unter  akaischen
Bedingungen dephosphoryliert und mit Ethanthiol derivatisert (sehe Kap. 25.2.2). Die
resultierenden Modifikationen wurden be der Interpretation der Tandem-Massenspektren
berlickschtigt. Aufgrund der deutlich besseren Fragmentionenbildung der  modifizierten
Peptide verbesserte sich die SEQUEST-Anayse ebenfals[345].

2.5.3.1.4.Gasphasen-Dephosphorylierung  von  Phosphopeptiden, M S3-Experimente
(MSMSMS)

Der Neutrdverlus von HsPO, Sdlt bei Serin- und Threonin-phosphorylierten Peptiden bel
gnem reaiv  niedrigen  Kodllisons-Anregungspotentid einen sehr ausgeprégten
Fragmentierungsprozess dar [346,347]. Durch b-Eliminierung des Phosphatrestes bildet sch
aus dem Phosphoserinrest ein Dehydrodaninrest. Phosphothreonin wird zu Dehydroamino-2-
buttersaure umgesetzt [345]. Wie DeGnore und Qin [348] zeigen konnten, lassen sch in ener
lonenfdle die [M+2H-H3PO4]**-Neutrdverlust- Fragmentionen, welche beim CID  von
[M+2H]%*-Phosphopeptid-Molekiilionen gebildet werden (-98/2 Th Abstand) ein weiteres Mal
in der Fale kollisonsektiviert fragmentieren (MS®, MSMSMS). Unter Beriicksichtigung der
dephosphorylieten  Aminosiurereste (s0.) kann die Podtion der Phosphorylierung  somit
indirekt anhand der im MS®-Spektrum auftretenden Fragmentionen ermittelt werden. Das
dephosphorylierte Peptidfragment ist verglichen mit dem Phosphopeptid erheblich  basischer.
Das Neutraverlust-Fragmention ionisert deshdb im postiven lonenmodus besser ds das
phosphorylierte Peptid und bildet zudem bem CID deutlich mehr Fragmentionen. Be
tyrosnphosphorylierten Peptiden kann nach DeGnore und Qin ebenfals en Neutraverlust
erfolgen, wobel es sch aber nicht um eine b-Eliminierung, sondern um enen schrittweisen
Verlus von HPO; und H,O handelt [348]. Dieses Verfahren konnte von Ogueta et al. zur
Andyse von *2P-makieten und SDS-PAGE getrennten Phosphoproteinen  angewendet
werden [349].
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2.5.3.2. Spezifische Anreicherung von Phosphopeptiden mit Hilfe der IMAC

Andersson und Porath konnten ds erse die Bindung von freaem Phosphat an immobiliserte
Fe(l11)-lonen beobachten [350]. Bel diesen Experimenten wurden die Metdlionen durch den
metallbindenden Liganden Iminodiacetat (IDA), wecher kovdent an Agaroscharz gebunden
wurde, immobiliset. Kurze Zeit spdter wurde herausgefunden, dass phosphorylierte
Aminosuren und Proteine ebenfdls sdektiv an  Iminodiacetat- Agarose-Gedl - gebundene
Eisen(lll)-lonen binden und be Erhéhung des pH-Wertes wieder duiert werden konnen
[350,351]. Die immobiliseten Eisen(lll)-lonen  wechsdwirken daba  mit  den
Phosphatgruppen  der  Phosphoproteine  [350,351]. Mit  Hilfe der IMAC-Technik
(immobiliserte  Metdlionen  Affinitdtschromatogrephie, IMAC)  kdnnen  Phosphopeptide
somit hoch gpezifiscch aus tryptischen Proteinverdaus aufgereinigt werden. Neben den
Phosphopeptiden binden in der Regd auch saure [352] und lysinhdtige [353] Peptide an das
immobiliserte  Fe**. Untersuchungen von Neville und Mitarbeitern  ergaben, dass die
Phosphopeptide noch sdektiver an Nitrilotriacetat (NTA) immobiliserte Fe**-lonen binden
[336]. Die NTA-modifizieten Harze snd zum enen dabiler und weisen zudem ene hohere
Affinitét  fir Metdlionen mit Koordiantionszahl 6  (wie Fe*) auf. Carboxyl- und
Phenolgruppen spiden fir die Meadlionenwechsdwirkung eine wichtige Rolle. Entsprechend
dem angenommenen Bindungsmoddl bildet sch ba Phogohatbindung en  4-Zentren
Chelatring (Abb. 2.15). Die Phosphat-Eisen(lll)-Wechsdlwirkung id, verglichen mit der
CarboxylgruppentEisen(l11)-Wechsdwirkung (6- Zentren- Chelatring), erheblich stérker.
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Abb. 2.15. Modell fur die Wechselwirkung von Phosphatgruppen mit den immobilisierten
Eisen(I11)ionen. Wasser, OH™ usw. (X) kénnen ebenfalls bei der Bindung der Makromolekile
beteiligt sein. R stellt die entsprechenden organischen Reste dar [352].

Be biochemischen Untersuchungen kann die IMAC on-line ds auch im off-line eingesatzt
werden. Off-line werden  pLC-Saulen  [322,340,354,355] oder Mikro-Tips
[315,317,333,336,356,357] eingesetzt. Bei den on-line-Methoden koppelt man die IMAC-
Saule entweder direkt an das ESI-MS [358] oder es efolgt ene IMAC-LC/ESI-MS-
[273,300,338,339] bzw. eine IMAC-CE/ESI-M S-Kopplung [359].

2.5.3.3. Massenspektrometrische Scantechniken
2.5.3.3.1.Die Phosphatgruppen-spezifische Fragmentierung

Ba der Kollisonsaktivierung (API- und g2-CID) phosphorylierter Peptidionen kommt es zur
Spdtung der C-O-P-Phosphoesterbindungen. Wird die C-O-Bindung gespdten und en
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Wasserdoff auf die Phosphatgruppe Ubertragen, resultiert insgesamt ein Verlus von HzPOq4
(98 DaQ). Infolge der O-P-Bindungsspdtung wird dieser zu einem geringeren Ausmald von
enem HPOsz-Velust (80 Da) begletet. Beide Neutrdverlustresktionen kénnen sowohl im
positiven ds auch im negativen lonenmodus beobachtet werden. Aufgrund der C-O- bzw. R
O-Bindungsspdtung kann  be  hoheren  Kollisons-Anregungspotentiden im negativen
lonenmodus zudem die Bildung der phosphorylierungsspezifischen [HoPOg4] - und [POg) -
Fragmentionen (m/z 97 bzw. m/z 79) beobachtet werden [320,321,346].

Postulierter Mechanismus fir den ClD-abhéngigen H3PO4-Neutralverlust von
Phosphopeptidionen [346]
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Abb. 216. Schematische Darstellung der 6-Zentren-Ubergangszustande beim CID-
abhangigen HPO4-Neutralverlust aus serin- und threoninhaltigen Phosphopeptidionen. Bei
tyrosinhaltigen Phosphopeptiden verhindert der aromatische Ring die Ausbildung des
ener getisch bevorzugten 6-fach-cyclischen Uber gangszustandes.

Baseend auf Kallisons-Offsst-Diagrammen nimmt man an, dass der Velug von
Phosphorsiure Uber einen 6-Zentren-Ubergangszustand durch cydische Umlagerung der drei
Elektronenpaare  efolgt. Das  Wassardtoffatom, welches am  a-C-Atom  der
Phogphoaminogruppe  lokdiset is, wird dabe auf die vollgandig protonierte
Phosphatgruppe  Ubertragen  (Abb. 216).  Alle  Strukturen  mit  diphatischen
Phosphoestergruppen kénnen  den  6-Zentren-Ubergangszustand  ausbilden.  Beim
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Phosphotyrosin  verhindert der aromatische Ring die Ausbildung des Ubergangszustandes
(Abb. 2.16). Dennoch kann auch be Tyrosin-phosphorylierten Peptiden ein H3POg-artiger
Neutralverlust beobachtet werden. Hierbel handdt es sch aer nicht um ene endufige b-
Eliminierung, sondern  enen aufeinanderfolgenden Velus von HPO; und H,O aus
unterschiedlichen Podtionen innerhdb des Molekllions. Da diessr Fragmentierungstyp bel
mehrfach postiv geladenen  Phosphopeptid-Vorl&uferionen  die hochge Effizienz  aufwed,
efolgt die H3PO4-Neutrdverlusandyse bevorzugt im postiven lonenmodus. Im  negativen
lonen-Modus (VorléuferionenrAndyse und API-CID) nutzt man die [POs]- und [H2PO4] -
Markerionen (mVz 79 bzw. m/z 97) zur Detektion der Phosphopeptide. Der [POs]™- und
[H2PO4] -Fragmentionenbildung  liegt keine Vorlaufer-ProduktionenBeziehung zugrunde. Im
Vergleich zum Neutraverlus werden diese lonen et be deutlich hoheren Kollisons-Offset-
Werten gebildet. Man nimmt deshdb an, dass die Fragmentionen durch direkte Spatung der
entsprechenden Bindungen gebildet werden [346].

2.5.3.3.2.Skimmer-CID

Mit Hilfe enes LC/ESI-API-CID-MS-Experimentes konnen die phosphorylierten Peptide
dner  komplex zusammengesetzten Peptidmischung ohne  radioaktive 37*3P-Markierung
detektiert werden [360-363]. Unterzieht man Phosphopeptidionen im Skimmerbereich des
Massenspektrometers  einer  negativ-lonen-Kollisonsaktivierung  (hohes  Offst-Potentid, API-
CID, Kap. 2.2.6), so bilden sch die phosphorylierungsspezifischen [PO;]™-, [POs] -, und
[H2PO4] -Fragmentionen (m/z 63, mVz 79 bzw. nvVz 97). Bem API-CID legt man deshdb
warend enes negaiv-lonen-LC/ES-MS-Exparimentes ein  permanent hohes API-Offset-
Potentiadl an und scannt dabel auf die m/z 63-, m/z 79- bzw. m/z 97-Markerionen. Andysert
man auf diese Welse eine verdautes Phosphoprotein, so konnen die phosphorylierten Peptide
anhand der Signde in den ermittelten Markerionenspuren detektiert werden. Sowohl Potentia
ds auch Polaitdt konnen im Skimmerbereich sehr rasch gedndert werden und erméglichen
damit die Anwendung sogenannter Hybrid-Scantechniken (Kap. 2.2.7). Beim Hybrid-Scan
konnen wahrend enes enzigen Scans sowohl die erzeugten spezifischen Fragmentionen ds
auch die nicht-fragmentierten Molekllionen aufgezeichnet werden [363,364]. Sedbst be
Vewendung TFA-hdtiger mobiler RP-HPLC-Phasen konnte eine empfindliche Detektion der
Phosphopeptide beobachtet werden [362]. Carr et al. konnten die Empfindlichkeit dieser
Methode verbessern, indem se das LC-Eluat auftelten. Ein Teal des Eluats wurde unter API-
CID-Bedingungen ins MS verspriht und die m/z 79-Markerionenspur im  SIM-Modus
(Selected lon Monitoring) aufgezeichnet. Der zwete Tel des Eluas wurde glechzatig
frektioniert. Die Fraktionen, welche in der m/z 79-Markerionenspur ein Signd  erzeugten,
wurden anschlieRend mit Hilfe der NanoES-MS untersucht. Die Phosphopeptide wurden
dabe mit Hilfe der m/z 79-Vorlauferionen-Andyse detektiert und mittels TandemMS/MS
sequenziert [365,366]. Das beim LC/ESI-API-CID aufgezeichnete m/z 79-Markerionenprofil
entspricht  somit  einem  Cerenkov-Chromatogramm,  jedoch ohne  radioaktive  32/33p-
Markierung. Durch die Fraktionierung kann die Peptidmischung stark aufgetrennt werden.
Durch die veringete Komplexitét der Proben konnen Unterdrickungseffekte wéhrend der
NanoES-MS-Andyse erheblich reduziert werden. Im Vergleich zu ener normaen ES-MS-
Peptidmassenbestimmung  kann - beim  API-CID  eine  deutlich hoéhere  Empfindlichkeit
beobachtet werden. Phosphopeptide konnen deshalb zwar sehr oft detektiert, aber nicht deren
Peptidmassen ermittelt werden [144,367]. Insbesondere mit Hilfe der i und Nano-LC/ESI-
MS kann das API-CID-Vefaren heutzutage auch zum 'in vivo'-Phosphopeptid-Screening
biologischer Proben eingesetzt werden [315,329,331]
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2.5.3.3.3.Neutralverlust-Analyse

Mit Hilfe enes vollsandig computerkontrollieten TandemMS/MS-Systems (B%E  mit
pogtiv-  und negativ-El) konnten Herrmann und  Schlunegger [368] ds ede de
Neutraverlust- Scantechnik (Dm 43 Th, Verlust von Acetyl; Dm 28 Th, Verlust von CO) zur
Andyse kleiner Peptide und Peptidmischungen anwenden. Mit Hilfe der spezifisch erzeugten
Neutralverlugttellchen und Vorl&uferionen konnten sSe aus den ermittelten Neutralverlust- und
VorlauferionenSpektren indirekt die Massen modifizierter Peptide besimmen. Die Detektion
der phosphorylieten Peptide enes Proteinverdaus mittels  Neutrdverlus-Andyse (ESI-
Triple-Quad-Gerédt) konnte ersmas von Hunter und Games demondtriert werden [363]. Bel
ihrer  Kollisonssktivieeung  im podtiven  lonenmodus  erleiden  Phosphopeptide  enen
Neutralverlus von 98 Da bzw. 80 Da (H3PO; bzw. HPO3) [169]. In ener komplexen
Peptidmischung  konnen die  phosphorylierten Peptide somit anhand der [M-H3PO4+zH]*-
Neutralverlug-Fragmentionen  (98/z Th Absand zum  nicht-fragmentierten  [M+zH]**-
Phosphopeptid-Molekiilion) detektiert werden. Fir die Neutrdverlus-Andyse is die off-line-
NanoES besonders gut geeignet. Durch den geringen Probenverbrauch deht eine lange
Messzeit zur Verfigung. Aufgrund der Akkumulierung vider Scans ( ca20-200) kann bei
enem Expeiment die Detektionsempfindlichkeit infolge des erhthten SIN deshdb erheblich
geteiget  werden  [312,317,333,347]. Zudem  konnen  auch  nicht-aufgetrennte
Verdaumischungen untersucht werden. Ba  Serin- und  Threonin-phosphorylierten  Peptiden
delt der H3PO4-Neutralverlust den ausgeprégtesten Fragmentierungsprozess dar [346,347).
Tyrosn-phosphorylierte Peptide zeigen ebenfdls einen Neutrdverlus von 98 Da Hierbe
handdt es d9ch ae nicht um ene b-Himneung sonden vemutlich um enen
aufeinanderfolgenden Verlust von HPOs (80 Da) und H,O (18 Da) [169,225,348]. Aufgrund
der Bildung metastabiler Produktionen wahrend der MALD-loniserung, kann be  der
MALDI-MS der Neutrdverlus der Phosphatgruppe ebenfals zum Phosphopeptid- Screening
eingestzt werden. In der Gasphase verlieren Phosphoserine und Phosphothreonine tellweise
ihre  Phosphatreste  (b-Eliminierung).  Phosphopeptide  konnen  somit anhand  der  [M-
HsPO4+H]*-Neutralverlust-Fragmentionen, in éinem Abstand von 98 Da (HsPO;) zum
phosphorylierten [M+H]*-Molekulion detektiert werden [335,369).

2.5.3.3.4.Vorlauferionen-Analyse

Entsprechend dem API-CID (Kap. 2.5.3.3.2) werden be der VorlduferionenrAnalyse (Kap.
2254) mittds Kollisonsaktivierung im negaiven lonenmodus [POs] -Fragmentionen (mvz
79) ezeugt, mit denen die Phosphopeptide detektiet werden konnen. Die
Kollisonsaktivierung  efolgt hietbed in der Kollisonszdle (g2-CID). Wilm und Mann
kombinieten die von ihnen entwickdte NanoES-loniserung [103,104] mit der
VorlauferionenScantechnik (nvVz 79, [PO3]) und konnten damit die phosphorylierten Peptide
in nicht aufgetrennten Verdaumischungen detektieren [332,334,235,370]. Durch die Erhthung
des pH-Wertes der Spraylosung konnte diese Methode schliefdich zur Andyse femtomolare
Mengen PAGE-getrennter Modell-Phosphoproteine angewendet werden [367,370]. Nachteile
snd, dass die Signde schwach konzentrierter Phosphopeptidionen durch hoch konzentrierte
Peptidionen unterdriickt werden und dass die Proben vor ihrer NanoES-Andyse entsdzt
werden missen. Triple-Quadrupol-Gerdte snd wegen ihrer linearen Anordnung besonders gut
fur die VorlauferionenScantechnik geeignet und wurden deshdb im Laufe der letzten Jahre
sehr  oft zur Vorlauferionenbaserenden Detektion von  Phosphopeptiden  eingesetzt
[312,314,317,332-334,366,371,372].
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2.6. Die Signaltransduktion des | nsulinrezeptors
26.1.  Glucose, Insulin und Diabetes

Die Glucose seht im Mittedpunkt des Kohlenhydratstoffwechsds. Uber die  Nahrung
aufgenommene Kohlenhydrate werden im Verdauungsextrekt zu Glucose abgebaut. Der
Organismus verflgt sowohl Uber die Nahrung zugefiihrte Glucose as auch Uber in der Leber
bzw. im Muskd gespeicherte Glucose. Die bei der Verdauung oder aus den Glucosespeichern
freigesetizte Glucose gdangt Uber das Blut  in  unteschiedliche Gewebe. Die
Nahrungsaufnahme fihrt somit zu enem Angieg des Blutzuckerspiegels. Diesr i wiederum
das Sgnd fir die b-Zdlen der Bauchspeichddrise, Insulin auszuschitten. Bel Insulin handelt
es 9ch um e@n Hormon mit Blutzucker-senkender Wirkung. Zum einen verhindert es, dass die
Leber zusiizlich gespeichete Glucose freisetzt, zum anderen bewirkt es die verstékte
Glucose-Verwertung durch erhthte Glykolyse, Glykogen und Fettbildung in Leber, Fett- und
Muskelgewebe. Muske- und Leberzdlen spechen die Glucose in Form von Glykogen,
enem Polysaccharid, das bei Bedaf schndl wieder zu Glucose zerlegt werden kann. In
Fettzdlen wird die Glucose in Form von Lipiden gespeichet. Be  Absinken des
Blutzuckerspiegels gelen die b-Zdlen des Pankreas die Insulinausschittung wieder ein. Der
Organismus kehrt in den Grundzusand des Stoffwechsds zurlick. Die Regulation des
Blutzuckerspiegels hangt somit stark von der im Blut vorhandenen Insulinmenge ab. Hohe
Insulinkonzentrationen  verursachen ene  Hypoglykdmie, dh.  enen zu  niedrigen
Blutzuckerspiegd. I zu wenig Insulin im Blut vorhanden oder sprechen die Muskd- und
Fettzdlen nicht auf das Insulin an, so gdlt sch eine Hyperglykémie en. Verglichen mit dem
Grundzustand erhdht dch die  Blutzuckerkonzentration. Das entsehende osmotische
Ungleichgewicht fihrt dazu, dass vermehrt Wassr aus den Geweben ins Blut Ubertritt und
Uber die Nieren mit Ubermddg vid Sdz ausgeschieden wird. Die Hyperglykdmie (ein hohes
Mald} zrkulierender Glucose) i sowohl fir den Didbetes Typ 2 (insulinunabhéngiger
Didbetes) ds auch fir Diabetes Typ 1 (insulindbhdngiger Didbetes) charakteristisch.
Langzetfolgen des Diabetes mdlitus snd erhohte Anfaligkeit gegeniber Hautinfekten,
Nerven- und Blutgefaerkrankungen mit erhdhter Neigung zu Herzinfarkt und Schlaganfédlen,
ehohte Gefar von Erblindung, Nierenversagen und Amputationen. Eines der  erden
Anzeichen fir Alterdiabetes is die Insulinresstenz, d.h. Leber, Muskd- und Fettgewebe
konnen nicht mehr in angepaster Weise auf den erhdhten Insulingpiegel im Blut reagieren.
Im Frihgtadium der Erkrankung versucht die Bauchspechddrise diese St6rung durch ene
vargérkte Insulinsskretion zu  kompengeren. Nach  kohlenhydraireichen  Mahlzeiten  haben
Prédiabetiker somit einen voribergehend erhohten Blutzuckerspiegel sowie ene  konstant
Uberm&dge hohe Blut-Insulinkonzentration. Mit Fortschreiten der Erkrankung verliert die
Bauchspeichedrise oftmals die Fahigkeit das Insulin in der Menge zu produzieren, welche
zur Kompensation der Fehlfunktion der betroffenen Gewebe notwendig wére. Damit bleibt
der Blutzuckerspiegel dann auch zwischen den Mahlzeiten erhdht und muss durch kinglich
zugeftihrtes Insulin oder andere Medikamente gesenkt werden. Ob es sich beim Altersdiabetes
um ene Fehlregulaion im Muskelgewebe handdt, is bidang jedoch unklar. Die Aufkldrung
der  komplexen  Insulin-Signdtransduktionskette  zwischen  der  Aktivierung  des
Insulinrezeptors und der Trandokation der Glucose-Transporter tr8gt somit zum  besseren
Vergandnis der Stoffwechsa stGrungen bei.

2.6.2. Rezeptor-Tyrosinkinasen

Tyrosnspezifische Kinasen snd waeltverbreitete Werkzeuge der intrazdlulden Signdleitung.
Vide Tyrosnkinase-Signadmechanismen werden durch die Aktivierung von Tyrosinkinasen
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mit Hormonen, Wachstumsfaktoren oder Zytokinen ausgeldst. Rezeptor-Tyrosinkinasen snd
integrde Membranmolekiile, welche auf der extrazd lularen Sdte ene
Ligandenbindungsdoméne, auf der cytosolischen Sete ene Tyrosnkinase-Doméne besitzen.
Die Ligandenbindung des Rezeptors ektiviet zunéchst dessen  Tyrosnkinase-Aktivité.
Infolgedessen wird der Rezeptor sdbst (Autophosphorylierung) oder dessen Substratproteine
tyrosnphosphoryliert, was wiederum ene Kette weiterer nachgeschdteter Reaktionen
(downstream, dsromabwérts) innerthdb der  Zele audés. Durch die extrazdlulae
Ligandenbindung wird somit die cytosolisch lokdisete Tyrosnkinase-Aktivitét — des
Rezeptors simuliert. Die  Liganden-vermittelte  Anderung  des  Oligomerzustandes  des
Rezeptors ig dabe en generdles Prinzip dler Tyrosnkinase-Sgndlatungsmechanismen. Da
die Liganden zwe Bindungsstdlen fir Rezeptormolekile besitzen, fuhrt die Ligandenbindung
zur Dimeriderung des Rezeptors. Ohne Ligand liegt der Rezeptor in monomerer Form vor.
Durch die extrazdlul&e Ligandenbindung veréandert sch die gegensdtige Anordnung der
beiden Tyrosinkinase-Doménen und ermaglicht dadurch die gegensatige
Tyrosinphosphorylierung  (gewdhnlich in trans-Stellung) [373]. Die Autophosphorylierung hat
zwe  Aufgdben. Zum enen die Aktivierung der egenen Tyrosnkinase-Aktivité durch
Aufhebung der Autoinhibition, zum anderen die Schaffung von Bindungssdlen  fir
nachgeschatete Effektorproteine, indem de Phosphotyrosnreste an die SH2- oder PTB-
Domanen von Effektorproteinen des Sgndibertragungsweges binden. Die Spezifitét  des
Sgnds hangt hauptsichlich von der Seguenzumgebung des Phosphotyrosnrestes innerhalb
der katdytischen Doméne ab [374]. Zusitzlich wird die Spezifitdt von der Nachbarsequenz
der unterschiedlichen Autophosphorylierungsstellen gesteuert. Jeder  Phosphotyrosinrest kann
somit ads Bindungsstdle fir en spezifisches Effektorprotein  dienen [11]. Durch die
ezifischen  Protein-Protein-Wechsdwirkungen zwischen dem  aktivierten Rezeptor und den
nachgeschalteten  Effektorproteinen  werden diese entweder durch die Bildung enes
Signdkomplexes oder durch die Tyrosinphosphorylierung der Effektorproteine aktiviert.

Bam Insulinrezeptor (IR) fuhrt die Autophosphorylierung zur Aktivierung der  Tyrosn-
Kinaseektivitdt. Als Folge davon wird hauptsichlich  en  Effektorprotein, das
Insulinrezeptorsubstrat (IRS), a1  mehreen  Tyrosnreten  phosphoryliert. Die
Phosphotyrosinreste dienen as Bindungsstdlen fir die SH2-Doménen weiterer zugeordneter
Proteine. Unter anderem wird die PI 3Kinase durch die Bindung ihrer SH2-Doménen (in der
regulatorischen p85a-Untereinhet) an die phosphorylierten Tyrosnrete des IRS-1 aktiviert
[375]. Andere SH2-Proteine, z.B. SHP2 [376] GRB-2 [377] und nck [378], assoziieren
ebenfdls mit IRS-1 und vermitteln dadurch die pleotrope Insulinantwort.

2.6.3. Der Insulinrezeptor

Der Insulinrezeptor kommt in nahezu dlen Geweben der Vertebraten vor. Bem Menschen
befindet sch das Rezeptorgen auf dem kurzen Arm von Chromosom 19. Es it Uber 150
Kilobasen grol3 und enthdt 22 Exons, welche eine 4,2kb grofe cDNA kodieren [379]. Der
Insulinrezeptor  beditzt  eine  ajb,-Struktur. Zwel  a-Untereinheiten  snd  jewells  Uber
Diaulfidoriicken mit den beiden b-Untereinheiten verbunden. Beide Untereinheiten entstehen
infolge proteolytischer Spdtung enes enzenen Prorezeptors. Der reife  heterotetramere
Rezeptor enthdit komplexe N-glykosdisch gebundene  Kohlenhydratsaitenketten  mit
teminden Sadinsdureresten. In der SDS-PAGE migriet der Rezeptor ba  enem
Molekulargewicht von 300-400 kDa Die a-Untereinheiten dnd vollgténdig extrazdlulér
lokdidet und enthdten die Insulin-Bindungsstdlen. Die b-Untereinhet trégt enen
Transmembranabschnitt und  insulinregulierte  Tyrosn-Kinasedoméane auf der  cytosolischen
Sete. Die Insulinrezeptor-Familie enthdlt noch zwe weltere strukturverwandte Molekile, den
|GF-1-Rezeptor und den insulinrezeptorverwandten Rezeptor (IRR) [380].
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2.6.3.1. Dielnsulinbindung

Die a-Untereinheit Ubt vor der Insulinbindung offenschtlich einen negativen Effekt auf die
Tyrosinkinase-Aktivitét aus [381-383]. Die Dimeriserung benachbarter
Rezeptoruntereinheiten  bewirkt die Aktivieeung der assoziierten Tyrosnkinase [373,384].
Benachbarte Insulinrezeptormolekile sind schon wéahrend der Biosynthese und Prozesserung
kovdent verbunden. Erg durch die Bindung von Insulin an die extrazdlulae a-Unterenhdt,
efogt de trans-Autophosphorylierung  spezifisccher Tyrosnreste  innerhalb  der
cytoplasmatischen Doméne und die Initidiserung ener intrazelluldren
Signdtransduktionskaskade [385-389]. Die Insulinbindung éndet  wahrscheinlich  die
Quartérstruktur des Rezeptors, insbesondere die gegenseitige Anordnung der cytosolischen b-
Untereinheiten. Jede a-Untereinhet enthdt zwe in gesondeten Bereichen liegende
Insulinbindungsdoménen, sitel a und site-2 a [20,390]. Ste-l a bindet die Reste A1-A5,
A16, A19 und eventudl A21 der Insulin-A-Kette, die site-2 a bindet B12, B15, B16, B3,
B24, B25 und moglicherweise B26 der Insulin B-Kette [391-393]. Uber eine weitere Stelle,
welche die Leucine A13 und B17 enthdt, wurde ebenfals berichtet [390]. Es lasst sch somit
zusammenfassen, dass sowohl fir das Insulin ds auch fir den Insulinrezeptor je zwel
unabhéngige Bindungselen vorhanden dnd, weche die Veknipfung 2zwischen den
kovaent gebundenen a -Untereinheten vermitteln [394].

2.6.3.2. Die Transmembranregion

Die extrazdlul& geegene ligandenbindende Doméne des Insulinrezeptors i mit  der
Tyrosnkinase Uber ein einzelnes transmembranes Segment verbunden, welches ene grole
Toleranz fir Aminosauresubgtitutionen aufwelst [395,396]. Man nimmt an, dass diese Region
die insulininduzierten konformativen Anderungen stabilisiert [397].

2.6.3.3. Die Tyrosinkinasedomane

Die gesamte Architektur der Tyrosnkinasedomédne enthdlt enen kleineren N-terminden
Lappen, dessen vorherrschende drukturdle Charakteristik ein funfstrangiges b-Fdtblat ist
und enen groleren C-terminaden Lappen, welcher hauptsichlich aus einer a-Hdix besteht.
ATP bindet an dem Spat zwischen den beiden Lappen. Die tyrosnhdtigen Proteinsubstrate
binden, an den C-terminden Lgppen. In der Aktivierungsschleife der Doméne liegen dre
Autophosphorylierungsstellen (Y 1146/1150/1151). Im C-terminden Lappen befindet sch en
essentieller  Argininrest, welcher  vermutlich ds katdytische Base beim Phosphattransfer
wirkt. Be der Regulation der Tyrosnkinase-Aktivitdt it eine regulatorische Schieife, welche
den Tyrosnrest 1150 enthdt, von besonderer Bedeutung. Bel der Insulinbindung an den
Rezeptor wird dieser Rest autophosphoryliert und aktiviert dadurch wiederum den Rezeptor.
Im inaktiven Zustand wird ene Konformation der Schleife bevorzugt, in der Y1150 in die
aktive Sele engdaget it und sowohl die Subdrat- ds auch die ATP-Bindungssele
blockiert [398]. Infolge der Ligandenbindung kommt es zu einer konformativen Anderung
innerhab der Aktivierungsschieife. Das inhibitorische Y1162 wird im Zuge der Aktivierung
aus dem a&ktiven Zentrum entfernt, die ATP-Bindungssele wird somit zugdnglich. Die
aktiven Sdlen der beden Unterenhdten des Dimeren gdangen nun in  gegensatige
Reichwete und ermdglichen somit die trans-Phosphorylierung [399]. Die Phosphorylierung
bewirkt nun wiederum ene drasische Vednderung der  Schleifenkonformation, sodass
sowohl ATP ds auch die Proteinsubstrate ungehindert an die Bindungsstellen gelangen
konnen [400]. Die Aktivieeung der Tyrognkinase bewirkt insbesondere  die
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Autophosphorylierung von Y960 innerhalb der Juxtamembranregion und Y 1146/1150/1151
innerhadb der regulatorischen Schleife, sowie Y1316 und Y1322 im C-terminden Bereich der
intrazdluld&ren  b-Untereinheit [385,401-403]. Die Aktivitét der Rezeptor-Tyrosnkinase it
von entschedender Bedeutung fir die Insulinwirkung. Die ATP-Bindung kann durch
Punktmutation der ATP-Bindungsstdle verhindert werden. In kultivierten Zdlen fihrt dies
zur Aufhebung der Insulinggnalwirkung [404,405]. Natlrlich vorkommende Mutétionen des
Insulinrezeptors, welche die Kinasesktivitd hemmen, dehen in Zusammenhang mit ener
augepragten  Insulinresistenz  [406,407]). Die Autophosphorylierung der drel Tyrosnreste
1146/1150/1151 innerhab der regulatorischen Schleife bewirkt eine 10-20fache Aktivierung
der Tyrosinkinase [408]. Die Mutation von einem oder mehrerer dieser Tyrosnreste bewirkt
ene fortschreitende Veringerung der insulingimulierten  Tyrosinkinase-Aktivitdt mit  enem
enhergehenden Verlus der biologischen Aktivitde [409410]. Be enigen in  Kultur
gehdtenen Zdlinien fuhrt die Insulindimulierung  lediglich zu  @nem  bi-phosphorylierten
Zudand. Dies konnte unter Umdgédnden das Ausmad der  Inaulinggnawirkung  im
Abwartsstrom einschranken.

2.6.3.4. Die Juxtamembranregion

Aufgrund  der Vermittlung der  Subgratauswahl, vermutlich durch Besstzung  der
Phosphotyrosin-Bindungs-Doménen (PTB) der IRS-Proteine und des Shc, hat die
intrazelulére  Juxtamembranregion der Insulinrezeptor-b-Untereinhet eine wichtige Rolle be
der Sgndibermittiung. Im Bereich der Juxtamembranregion befindet sch neben enigen
Sarinphosphorylierungssiellen  auch ein NPXY960-Motiv  [401]. Be dem Austausch von
Tyr960 durch andere Aminoséuren wird trotz der normden Aktivitét der Tyrosinkinase die
Rezeptorsgndibermittiung 'in vivo' vermindert [411,412]. Die Insulinresktion kann jedoch
durch Uberexpression von IRS-1 und dem mutieten Rezeptor aufrecht erhadten werden. Man
nimmt deshab an, dass das NPXY960-Motiv bel der Sendtivierung der Rezeptor/Substrat
Kupplung zwar nicht notwendig, wenngleich sehr nitzlich ist [413]. Aus dem Vergleich der
NPXY-Motive der Inaulin-, IGF-1- und Interleukin-4-Rezeptoren (Se phosphorylieren dle
IRS-1), egibt sch en langeres Sequenzmotiv (LXXXXNPXYxSxSD), welches vermutlich die
bevorzugte Erkennungsstdle fir IRS-Proteine dargtelt [414]. Die tyrosnphosphorylierten
Motive binden vermutlich an die PTB-Doménen, welche im N-terminden Bereich der IRS-
Proteine und des Shc liegen [415,416)].

2.6.3.5. Das COOH-terminale Ende

Alle Proteintyrosnkinasen enthdten einen C-terminden Rest, welcher sch an das Ende des
homologen Tyrosnkinasebereichs anschliefd. Der Insulinrezeptor enthdlt C-termind  neben
den beiden  Autophosphorylierungsstellen  Y1316/1322  auch  Threonin- und
Serinphosphorylierungsstellen. Die Entfernung der letzten 43 C-terminden Aminoséurereste
(IRp3) hat weder Einfluss auf die insulingimuliete Autophosphorylierung der  anderen
Bereiche noch auf die insulindimulierte Rezeptorkinaseektivitéd und die biologische Aktivitét
[417-419]. Die Deetion der letzten 82 Aminosturereste (IRpgp) flhrt zwar zu einer deutlich
veringerten insulingtimulierten - Autophosphorylierung; die  Substratphosphorylierung und  die
sromabwérts liegenden biologischen Effekte werden jedoch nur wenig beeinflusst [420].
Somit scheint der C-terminde Bereich eher fir die Regulation des Insulinggnds und nicht fir
die Anbindung der SH2-Proteine an den Insulinrezeptor wichtig zu sain.

2.6.3.6. Substrathypothese fiir die Insulin-Signaltransduktion
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Zdahlreiche unterschiedliche metabolische Reektionen werden durch Insulin stimuliert  oder
inhibiet (Abb. 2.17). Eine erniedrigte Insulinresstenz, welche letztlich zu Diabetes Typ 2
fuhrt, beantr&chtigt nicht nur den Glucosemetabolismus, Se veringet auch die generdlen
ZdlIfunktionen. Zdlen, weche empfindlich auf die chronischen Effekte der Hyperglykdmie
reagieren, snd davon besonders stark betroffen. Dementsprechend war die Entdeckung der
Insulinrezeptorsubstrate von  grol3r  Bedeutung  [425,426]. Das ese entdeckte
Insulinrezeptorsubstrat (IRS-1) wurde zwar as Substrat des Insulinrezeptors entdeckt, es wird
jedoch auch von viden anderen aktivierten Rezeptorsystemen unterschiedlicher Zytokine
(Wachstumshormone, Interleukine und Interferone) phosphoryliert. Damit gdit es ene
algemeine Schnittstelle fiir die verschiedenen Signdtransduktionsnetzwerke dar [427-430].

Glucoseaufnahme(Muskel, Adipozyten)

+
/47, Aminosdureaufnahme (alle Zellen)

Glucose y Acetyl-CoA® Fettsauren (Adipozyten, Leber)
+
L + T s Glucose ® Glykogen (Muskel, Leber)

— » Pyruvat ® Glukose (Leber)
Insulin +
\+A (Na" K™*)-Pumpe (Adipozyten, Leber)

}/_\ Proteinsynthese (alle Zellen)

Genexpression (alle Zellen)
+ Apoptose (alle Zellen)

DNA-Synthese (alle Zellen)

Abb. 2.17. Schematische Darstellung der bekannten biologischen Effekte, welche durch
Insulin vermittelt werden. + stimuliert durch Insulin; - inhibiert durch Insulin; +/- durch
Insulin reguliert.

2.6.4. Unmittelbare Substrate des I nsulinrezeptors

Neben den Insulinrezeptorsubstraten 1RS-1, -2, -3, -4, phosphoryliert der Insulinrezeptor auch
She, Gab-1, Cbl, APS, sowie Mitglieder der SIRP-Familie an spezifischen Tyrosnresten
[421]. Zu den Subdraten des Insulinrezeptors zéhlen auch enige Phosphatasen. Die
intrazellulére tyrosnspezifische Proteinphosphatase SHP2 (auch Syp oder SH-PTP2) [422]
kann Uber ihre beiden SH2-Doménen mit dem Insulinrezeptor assoziieren und wird von
diesem phosphoryliert [423]. Die Tyr-Phosphorylierung reguliert dabei  die kataytische
Aktivitdt der SHP2 [422]. De Insulinrezeptor wird jedoch nicht von der SHP2
dephosphoryliert [423]. SHP1 und SHP2 konnen ebenso wie PTP1B an den aktivierten
Insulinrezeptor binden und von diesem phosphoryliert werden [422,424,425].

2.6.5. DieFamilieder IRS-Proteine

IRS-1 wurde durch Immunprézipitation mit immobiliserten Antiphosphotyrosn-Antikorpen
(@aPY) aus insindimulierten Raiten-Leberzdlen und 3T3-L1 Zdlen isoliet [431-433].
Aufgrund seiner Migration in der SDS-PAGE wurde es urspringlich as ppl85 bezeichnet
[431]. Das IRS-1-Gen ig auf dem humanen Chromosom 2036-37 lokdidert und l&sst auf en
Molekulargewicht von 131 kDa <chlieffen [434,435]. Aufgrund des  hohen
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Phosphorylierungsgrades  migriet das IRS-1  Protein wahrend der SDS-PAGE  jedoch
erheblich langsamer. Be der SDS-PAGE wurde neben dem IRS-1 en comigrierendes
Substrat, das IRS-2 (urspringliche Bezeichnung 4PS von IL4r  Phosphoproteinsubstrat),
gefunden [436]. Die ldentité zwischen IRS-1 und IRS-2 betrdgt 43 %. Zwe ausgedehnte
100-150 Aminosturen umspannende Bereiche im N-terminden Bereich, die IH-1- (IRS-
Homolog-1) und IH-2-Doménen weisen aber eine hohere Ubereingimmung von 65 bzw. 75
% auf. In ihrem C-teminden Bereich enthdten die IRS-Proteine ene grofiere Anzahl von
Tyrosnphosphorylierungs-Motiven.  Alleine IRS-1 enthdt 21 potentidle, auf dlgemeinen
Tyrosnkinasespezifitdten  beruhenden,  Tyrosnphosphorylierungsstdlen  [374,426].  Die
Tyrosnphosphorylierung von IRS-1 wurde wéhrend Insulingimulation ebenfals schon von
Okada et al. untersucht [437]. Die Insulinrezeptor-Tyrosnkinase phosphoryliet 8
Tyrosnreste innerhdb des IRS-1: Dazu gehdren Y608/628/939/987, welche dle innerhdb
dnes YMXM-Motivs liegen. Die Methioninreste an den Y*- und Y**-Postionen fordern
dabel die Insulinrezeptor-abhangige Phosphorylierung [438]. Daneben werden aber auch noch
folgende Motive phosphoryliert: Y460ICM, Y895VNI, Y1172IDL und Y1222AS| [437].
Zudem konnen noch 30 weltere in der Ndhe von Asparagin- oder Glutaminresten liegende
Tyrosine durch den Insulinrezeptor phosphoryliert werden. Das IRS-1 dient aber auch anderen
Tyrosnkinasen unterschiedlicher Sdektivitét ds Subdgtrat (Kap. 2.6.7). Weitere Mitglieder aus
der Familie der IRS-Proteine and IRS-3 [439,440], IRS-4 [439], Gabl [441], Shc (src-
Homologes und Collagen) [442] und p62°° [443]. Die Gesamtarchitektur dler IRS-Proteine
ig nahezu identisch. Sie enthdten eine NHp-terminde PleckstrinrHomologe (PH) und/oder
Phosphotyrosin-Bindungs-Doméne (PTB), mehrere Tyrosnreste, welche Bindungsstelen fir
SH2-Proteine bilden, prolinreche Regionen fir die Wechsdwirkung mit SH3 oder WW-
Domédnen und serin/threoninreiche Regionen [20]. Gabl, zunéchst ads Grb-2 bindendes
Protein erkannt, teilt vide Merkmae der IRS-Proteine. Es wird von aktivierten Insulin- und
EGF-Rezeptoren phosphoryliert [441]. Das Molekil enthdt eine N-terminde PH-Doméane,
keine benachbarte PTB-Doméne, zwe SH3-bindende prolinreiche Regionen und mehrere
Tyrosnphosphorylierungsstdlen innerhdb  SH2-bindender Motive. Gabl bindet Grb-2, p85,
PLC-g und SHP2. Es wirkt wdrend der EGF- undloder Insulinggndiserung ds
multifunktionelles Dockingprotein. Shc ist ebenfdls ein tyrosnphosphoryliertes Substrat des
Insulinrezeptors.  Phosphorylietes Shc bindet an die SH2-Doméane von Grb-2. Diese
Kupplung aktiviert infolge der Grb-2/Sos-Wechsdwirkung den MAP-Kinase Resktionsweg
[377,444].

2.6.5.1. DieFunktion der IRS-Proteine

Die IRS-Proteine haben fir die Rezeptorsgndwirkung einige wichtige Aufgaben. Zunéchs
vardarken se das Rezeptorsgnd, indem de die s6chiomerische Anbindung der SH2-
Proteine an die Autophosphorylierungsstdlen der Rezeptoren erleichtern. Des welteren leiten
de die Sgnde des aktivierten Rezeptors intrazdluléa welter. Die Moglichket eines einzelnen
Rezeptors, mehrfach IRS-Proteine an  unterschiedlichen Postionen zu phosphorylieren, dient
der Initilerung verschiedenster Signawege.

2.6.6. DieWechselwirkung zwischen dem Insulinrezeptor und den | RS-Proteinen

Die Wechsdwirkung des Insulinrezeptors mit einer begrenzten Anzahl zdlul&rer Proteine,
darunter IRS-1, IRS-2 und She, l&sst vermuten, dass ein gemeinsamer Mechanismus zugrunde
liegt. Es konnte gezeigt werden, dass der Niterminde Tell des IRS-1 die Wechsdwirkung mit
Y960 des Insulinrezeptors vermittelt [416,7445-449]. Die Subditution von Y960 im
Insulinrezeptor (NPXY960-Mativ) vermindert erheblich die insulingimulierte
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Abb. 2.18. (vorherige Seite) Modell fur die Insulin-Sgnalwirkung entlang der IR/IRS-Achse.
(A) Unter basalen Bedingungen (bei Fehlen von Insulin) liegt der Insulinrezeptor (IR) nicht
phosphoryliert vor (TM: Transmembrandoméane; JM: Juxtamembrandomane; IRK: [R-
Kinase). IRS-1 assoziiert reversibel mit dem PI(4,5)P; in der Plasmamembran. @) Insulin
stimuliert die IR-Aktivierung, es erfolgt de Phosphorylierung dreier Tyrosinreste innerhalb
der Aktivierungsschleife der IRK-Doméne und eines Tyrosinrestes in einem NPXY-Motiv
innerhalb der JM. Membrangebundenes IRS-1 assoziiert mit der JM des IR Durch die
voribergehende Fixierung der beiden Proteine kann eine Phosphorylierung mehrerer
Tyrosinreste innerhalb der |RS-Aktivierungs-Doméane erfolgen.

2.6.7. |IRS-1-Rezeptoren

Aufgrund seiner gtarken Uberéingimmung mit dem  Insulinrezeptor Zieht auch der IGF-1-
Rezeptor IRS-1 und IRS-2 ds Subgrate heran. Aulerdem konnte gezeigt werden, dass IRS-
Proteine die Wachdumseffekte unterschiedlicher Rezeptorsysteme vermitteln konnen. Die
Phosphorylierung der IRS-Proteine durch GH @rowth hormone) kénnte somit fur die IGF-1-
atigen Effekte verantwortlich sain [452]. Zytokinrezeptoren der IL6-Familie und der IL2-
Familie (IL2, 1L4, IL7, IL9, IL13 und IL15) steuern ebenfdls die IRS-Phosphorylierung
[428,453]. Nicht dle Rezeptorsysteme, die IRS-Proteine phosphorylieren, férdern das
Wachstum oder das Uberleben der Zdlen. Zum Beispid vermittelt die IFNa/b- und IFNg-
dimuliete  Tyrosnphosphorylierung von  IRS-Proteinen  anti-mitogene/anti-virde  Resktionen
[429,430]. Angiotensin-1I vermittedt ebenfdls die Phosphorylierung der IRS-Proteine. In
Bezug auf de IninSigndwirkung scheint die Phosphorylierung  hier  aber  enen
unterdriickenden Effekt zu haben [453,454].

2.6.8. Signalmolekileim Abwartsstrom der |RS-Proteine

Im Verlauf der Signatransduktionskaskade kommt es zur direkten Bindung der IRS-Proteine
mit zahlreichen Enzymen und Adapterproteinen. Fir ene grolere Anzahl dieser
Wechsdwirkungen snd Tyrosnphosphorylierungen  eforderlich, ua P-3-Kinase, SHP2,
Fyn, Grb-2, nck und crk (Abb.1.3.) [376-378,455-457]. Die Proteine SV40large T Antigen,
14-3-3 und das Integrin aybsz binden IRS-1 Uber einen noch unzureichend untersuchten
Mechanismus (Abb. 1.19) [454,459].

2.6.8.1. DieRolleder SH2-Proteinein der Insulin-Signalkette

Der Insulinrezeptor bindet im Gegensstiz zu viden anderen Wachstumdfaktor-  und
Zytokinrezeptoren nur sehr schlecht an SH2-Proteine [460]. IRS-1 und andere Molekile (z.B.
Shc und ppll5) wirken aber ds Schnitistdle zwischen dem Rezeptor und den
unterschiedlichen  SH2-Proteinen. So kénnen z. B. Enzyme (ua PI3-Kinase und SHP2),
welche Uber ihre SH2-Doménen an IRS-1 binden, aktiviert werden. Das IRS-1 kann zur
Erzeugung enes gemeinsamen Signds dazu dienen, heterogene Signdmolekile in eng
benachbarte Pogtionen zu dirigieren. Aullerdem i der IRSYSH2-Proteinkomplex  frel
beweglich und kann sich dadurch unabhéngig vom Rezeptor fortbewegen.

2.6.8.2. Phosphoinositid-3-Kinase (PI-3-Kinase), PKB/AKT und PKC-z
Das zuerst entdeckte SH-2 Protein, weches mit IRS-1 asoziiet und von diessm aktiviert

wird, it die P-3-Kinase (PI3-K) [426]. Die PI3-K idt in viden insulinregulierten
metabolischen  Ablaufen  ene  wichtige Radle (Glukoseaufnehme,  dlgemeine  und
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wachsumsspezifische  Proteinsynthese, Glykogensynthese). Baderend auf  Untersuchungen
mit unterschiedlichen Inhibitoren nimmt man an, dass es mehrere Enzyme gibt, welche das
durch die Aktivieeung der P-3-Kinese ausgdéste Sgnd  zu  senem  leztlichen
Bestimmungsort weiterleiten. Vermutlich liegen zahlreiche Proteine, ua p70%%, PKB/AKT
und PKC-z im Abwértsstrom der P-3-Kinase [461-463]. Diee dra Serin/Threonin-
Proteinkinasen sind wesentlich an der Regulation der Genexpresson und des Zelwachstums
betelligt. Spezidl PKB und PKC-z dnd an de Trandokation von GLTU4 zur
Plasmamembran betelligt (Abb. 1.19) [461-463]. Die PI-3-Kinase i ein heterodimeres
Enzym, das zwe kadytische Unterenheiten mit Phospholipid- und  Serinkinase-Aktivitét
enthdt [464]. Neben der 110 kDa grofen kataytischen Untereinheit (pl10a oder pll0b)
enthdlt die PI3-K dne von fiinf bekannten Untereinheiten (p85a, @B5b, p557'<, p55a, oder
pS0a), die dle jewels zwe regulatorisch wirkende SH2-Doménen tragen. Aufgrund der
Wechsdwirkung der beiden SH2-Doménen mit den phosphorylierten Tyrosnresten innerhab
der YMXM-Motive des IRS-1 wird bea Insulingimulaion die kataytische Untereinheit
aktiviert [465-467]. Die PI3-Kinase phosphoryliert bevorzugt Phosphatidyl-Inost-4- Phosphat
(PI(4)P) und Phosphetidyl-Inogt-4,5-Bisphosphat  (PI(4,5)P2) an der D-3 Podtion des
Inostalringes.  Infolge Insulingimulierung werden somit PI(3,4)P, und PI(3,4,5)P; gebildet.
Im Bereich der Plasmamembran bilden diese Phospholipide Adaptorgelen fur die PH-
Doménen der Proteinkinase B (AKT/PKB) sowie den phospholipidabhangigen Kinasen
PDK1 und PDK?2 [468].

PKB/AKT

Die PKB wird be ihrer Anlagerung an die Plasmamembran infolge der Phosphorylierung
durch PDK1 wund PDK2 (Se473 und Thr308) aktiviert [469-471]. Durch die
glucosestimulierte  Insulinauschiittung wird GLUT-4 vom Cytosol in die Plasmamembran
verlagert und fihrt somit zu einem erhothten Glukosatransport im Skelettmuskel und in den
Adipozyten [472]. Der Effekt der GLUT-4-Trandokation erreicht schon wenige Minuten nach
Insulingimulation einen  Maximawert. Etliche Resultate deuten darauf hin, dass die
Aktivierung der PI-3-Kinase wéhrend der Zusammenlagerung mit den IRS-Proteinen eines
der entscheidenden Signde zur GLUT-4-Trandokation beisteuert [375,426, 473-476]. Des
weiteren konnte gezeigt werden, dass die Expresson aktiver PKB ebenfdls die GLUT-4-
Trandokation gimuliet. Man nimmt deshab an, dass en Seinphosphorylierungsschritt
involviert ist [477]. Die zdlulé&ren Subgrate der PKB scheinen deshdb geeignete Kandidaten
fur die Ausdehnung des Insulinggndweges bis hin zur GLUT-4-Trandokation zu san. Die
genaue Rolle der IRS-Proteine bleibt aber unklar.

PKC-z

Die inaulingimulierte Aktivierung der aypischen PKC-lsoform z (nicht durch Diacylglyceral
oder Phorbolester aktivierbar) infolge PI-3-Kinase-abhéngiger Zunahme von PI(34,5)P; ig
ein Hinweis darauf, dass diese stromabwérts der Pl-3-Kinase liegt [478-482]. PKC-z wird in
fast dlen Geweben exprimiert. Im aktivieten Zudand erféhrt Se keine Trandokation vom
Cytosol zur Membran. Die Aktivierung der PKC-z efordet die PDK-1-abhéngige
Phosphorylierung von Thr410 innerhab der Aktivierungschieife [483]. Entweder wird PDK-
1 direkt durch PIP3 aktiviert [469] oder PIP; erleichtert deren Wirkung auf die Substrate PKC-
z bzw. PKB/Akt (s.0.) [484,485]. Die insulingimulierte Aktivierung der PKC-z konnte durch
Inhibitoren der PI-3-Kinase blockiert werden [478,480]. Durch die Vewendung spezifischer
PKC-z-Inhibitoren konnte die GLUT-4-Trandokation in Adipozyten verringert werden.
Aktivierte PKC-z bewirkte im Vergleich dazu ene Erhéhung der GLUT-4-Trandokation.
Dies deutet darauf hin, dass die PKC-z in ener insulinabhdngigen Weise im Abwértsstrom
der PI-3-Kinase zur Aktivierung der GLUT-4-Trandoketion beitrégt. Diese Vermutung wird
durch die Beobachtung unterstiitzt, dass PKC-z sowohl ‘'in vitro' ds auch 'in vivo' von PDK1
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phosphoryliert und aktiviert wird [486,487]. Erg kirzlich wurde Uber eine Wechsewirkung
von IRS-1 mit PKC-z berichtet [488]. Dabel wurde festgestdlt, dass die PKC-z unter 'in
vitro'-Bedingungen das IRS-1 erheblich serinphosphoryliert. Die Uberexpresson von PKC-z
fihrte zur dsarken Abnahme der Tyrosinphosphorylierung von cotrandfizietem IRS-1. Damit
verbunden war ene ebenfals deutlich erniedrigte PI3-Kinase-Aktivitdt. Zudem bewirkte die
Uberexpression der PKC-z eine insulingimulierte Dissoziation des IRS-1 vom Insulinrezeptor
sowie eine beschleunigte Tyrosindephosphorylierung des IRS-1 [489].
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Abb. 2.19. Das Insulin-Sgnalsystem. Schematische Darstellung der molekularen Details der
Insulin-Sgnaltransduktion. Die Insulin-Sgnalwirkung enthalt Kaskaden direkter Protein-
Protein-Wechselwirkungen, welche durch den Insulinrezeptor initiiert werden. Die
Tyrosinkinaseaktivitat des Insulinrezeptors fihrt zur Phosphorylierung von IRS-1, IRS-2 und
She. Die Phosphotyrosinreste dieser Proteine wechselwirken Uber ihre SH2-Domé@nen mit den
Adaptoruntereinheiten der Effektorproteine des Sgnalsystems. Darin enthalten sind Grb-2,
fyn, SHP-2, nckicrk sowie die PI3-Kinase. Die IRS-1-, PI-3-Kinase- und PKB-abhangigen
Kaskaden sind hier nur auf3erst vereinfacht dargestellt.
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2.6.8.3. Phosphotyrosin-Phosphatase SHP2

Die SHP2 (SH2-hdtige Phosphatase, auch Syp oder SH-PTP2) igt ene intrazelulére,
tyrosingpezifische Proteinphosphatase [422]. SHP2 trégt zwel SH2-Doménen und kann durch
die Zusammenlagerung mit dem Insulinrezeptor durch dessen Tyrosinkinase phosphoryliert
werden [423]. Die katdytische Aktivitdda der SHP2 wird dabe durch die
Tyrosnphosphorylierung reguliert [422]. Be der Bindung mit SHP2 wird der Insulinrezeptor
jedoch nicht an seinen Tyrosinresten dephosphoryliert [423]. Im Gegensatz dazu bindet SHP2
nicht nur an IRS-1, sondern dephosphoryliert dieses auch [490]. Man nimmt an, dass die
SHP2 elne postive regulatorische Rolle in der Insulin-Sgnaliserung ennimmt.

2.6.84. Grb-2

Grb-2 ig en kleines cytoplasmatisches Protein, welches eine SH2- und zwea SH3-Doménen
enthdlt. Es dient ds Adaptormolekil, welches an die prolinreiche Region von mSos (ein
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor  zur  Stimulation des  GDP/GTP-Audausches fir p21™®
[377]) und Tyrosinphosphoproteine (z.B. den EGF-Rezeptor, IRS-1, IRS-2, SHP2 und She)
bindet [455,491-494]. Aktiviertes p21"® assoziiet und aktiviet die raf-1-Kinase. Diese
phosphoryliert und aktiviert die MAP-Kinase-Kinase (MEK), welche nun wiederum die
mitogenaktivierte Protein-Kinase (MAPK) phosphoryliert und aktiviert [495]. Man nimmt
deshdb an, dass die Wechsdwirkung von Grb-2/Sos mit  tyrosnphosphorylierten
Signamolekiilen sowohl p21"® ds auch die MAP-Kinase-K askade aktiviert [496].

2.6.8.5. Fyn und nck

Fyn wechsdwirkt Gber die Aminosauren Y895 und Y1172 mit IRS-1. Die Funktion von Fyn
innerhdb der Insulin-Signdtransduktion ist jedoch unklar. Bel nck handdt es sch um en 47
kDa grof3es Adaptorprotein welches drei SH3-Doméanen und eine SH2-Doméne enthdt. Crk
enthdt zwe SH3-Doménen und ene SH2-Doméne. Diese Adaptorproteine binden Uber ihre
SH3-Doménen an vide andere Signamolekile. Nck und crk wurden beide as Protoonkogene
identifiziet. Man nimmt deshdb an, dass de im Bedch des Zdlwachsums ene
regulatorische Rolle spiden.

2.6.9. DieRolleder Tyrosinphosphatasen in der Insulin-Signaltransduktion

Die Kendemente des Insulin-Signdsysems werden zum Gro¥el durch Serinkinase-
katdyserte Phosphorylierungen und  Tyrosnphosphatase-katdyserte  Dephosphorylierungen
reguliet. Unléngst durchgefiihrte  Untersuchungen weisen  deutlich darauf  hin, dass die
Tyrosinphosphatasen bei der steady-state-Regulation der reversblen Tyrosnphosphorylier-
ungsereignisse  innerhdb  des Insulin-Signdweges ene wichtige Rolle spiden [497]. Zu
diesen Tyrosnphosphatasen zdhlen ua SHP1, SHP2, PTPa, PTP-1B, LAR und LRP
[423,424,498-501]. Die SHP2 bhindet ebenso wie SHP1 an den aktivierten Insulinrezeptor und
wird von dessen Rezeptor-Tyrosnkinase phosphoryliert [422,424]. Die Rolle von SHP1 in
der Insulin-Signaltransduktion ist jedoch noch unklar. Die Phosphotyrosnphosphatase LAR
(leucocyte common antigen-related) i eine Transmembranphosphatase, die hauptséchlich in
der Leber exprimiert wird [498]. In 'in vitro'-Experimenten konnte gezeigt werden, dass diese
den Insulinrezeptor an  Tyrl150 (ene der  Hauptphosphorylierungsstellen  infolge
Insulingimulation) dephosphorylieren kann [498]. PTPa ig ebenfdls ene Transmembran
Proteinphosphatase, die sehr effektiv den Insulinrezeptor dephosphorylieren kann [499).
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2.6.10. Modulation der Insulin-Signaltransduktion durch Serin/Threoninkinasen

Obwohl die Insulin-Signdtransduktionskaskede mit der  Tyrosnphosphorylierung  beginnt,
enthalten die Kaskaden im Abwértsstrom hauptsachlich Serin- und Threoninkinasen. Es wird
deshdb angenommen, dass ene odar mehrere dieser Kinasen fir die anschliel}ende
Regulation und Terminierung des Insulinggnas verantwortlich and und insbesondere die
IRNIRS-Wechsdwirkung  in negativer  Weise durch  Serin/Threoninphosphorylierungen
regulieren. Be der Emiedrigung des Insulinrezeptoragnds konnte die  Serin/Threonin-
phosphorylierung  der  Insulinrezeptor-b-Untereinhet e@nen wichtigegn  Mechanismus
darstellen. Kasuga et al. konnten zeigten, dass der Insulinrezeptor 'in vivo' serinphosphoryliert
wird [502]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Phorbolester (PKC-Stimulatoren) die
Serin/Threoninphosphorylierung  der  Insulinrezeptor-b-Untereinhat - stimulieren und  dadurch
die insulininduzierte Autophosphorylierung des Rezeptors  unterdriicken  [503].  Die
Umsetzung des isolierten Insulinrezeptors ds direktes Subgtrat der PKC  fihrte zur
Inhibierung der intringschen  Tyrosnkinasesktivitdt [503-506]. Bel den PKC-abhéngigen
Phosphorylierungsstellen handdt es  dch um Se955, Sa956  innerhdb  der
Juxtamembranregion [401,507], Ser1023 und Serl025 in der Néhe der ATP-Bindungssdle
[401,507], Ser1315 und Serl336 im C-terminalen Bereich des Rezeptors [508-512]. Die
Stimulation der PKC-lIsoformen -a und -b durch Phorbolester hat eine inhibierende Wirkung
auf die Insulinrezeptorkinase [513]. IRS-1 und IRS-2 enthdten jewells Uber 30 potentiele
Serin/Threonin-Phosphorylierungsstellen, die innerhdb der Motive unterschiedlicher Kinasen
wie Casainkinase-2, MAP-Kinasen, PKCs und cdc2 [415,426] liegen. Be Insulindimulation
werden die im basden Zugand schon erheblich serin- und threoninphosphorylierten IRS-1-
und [IRS-2-Proteine  noch  zusdzlich  serinphosphoryliet  [473]. Die  Sein- und
Threoninphosphorylierung von IRS-1 kdnnte somit die IRS-abhéngige Sgnawirkung infolge
der Unterdrickung der insulingimulierten  Tyrosinphosphorylierung  herabregulieren  [513-
518]. Ein mdglicher IRS-1-Serinphosphorylierungs-abhéngiger Mechanismus zur  negativen
Regulation des Insulinggnds wurde erst kirzlich von Aguirre et al. vorgeschlagen [517]. Be
ihren Untersuchungen konnten Aguirre et al. zeigen, dass sch die Insulin-Signdtransduktion
durch TNFa-induzierte (Tumor Nekrose Faktor, TNF) Serinphosphorylierung von IRS-1
verschlechtert wird. TNFa aktiviet die INK (Jun NH,-terminde Kinase), welche schliefdich
IRS-1 an Sea307 phosphoryliert. Infolgedessen wird wahrscheinlich die Wechsdwirkung
zwischen der PTB-Doméne des IRS-1 und dem Insulinrezeptor blockiert. Wie Kdlerer et al.
zeigten, fuhrt auch die Phorbolester-abhéngige Aktivierung von PKC-q zur Inhibierung der
Insulinggnalwirkung [519]. Hierbe nimmt man ebenfdls an, dass IRS-1 serinphosphoryliert
wird und dadurch die IR/IRS-1-Wechsdwirkung verschlechtert. Somit resultiert schliefdich
ene vermindete IR-Tyrosnkinase-abhangige Tyrosnphosphorylierung des IRS-1 [519,520].
Neben dem Insulinrezeptor und IRS-1 konnten bidang auch MAPK, GSK3 und PI3-K ds
Substrate der PKC identifiziert werden [516,518,521-524]. Die Beteligung der spezifischen
PKC-Isoformen an der negaiven Regulaion der Insulinggnawirkung koénnte somit  zur
Beendigung des Insulinggnas fuhren.

2.6.11. DiePKC-Familie

Die Enzyme der Proteinkinase C-Familie (PKC) spiden in der Sgndtransduktion vieler
extrazdluldrer Stimulantien (Hormone, Wachstumsfaktoren) eine bedeutende Rolle [525]. Bel
den Slugetiren tellt man die 12 verschiedenen PKC-Subtypen entsprechend ihren
enzymatischen Eigenschaften, welche von der Sequenz, der Stimulierbarkeit sowie der
Regulation der PKCs bestimmt werden, wiefolgt in kieinere Unterfamilien @n:

Klassische Proteinkinase C (cPKCs):
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a, blundbll (zwe dternative Splicevarinaten), g.

Diese Isoformen werden durch Phosphatidylserin (PS) in einer Caf*-abhangigen Weise
aktiviert. Ebenso binden se Diacylglycerol (DAG), was sowohl die Spezifitét des Enzyms fir
PS ds auch die Affinitat fir Ca* innerhdb der physiologischen Grenzen verbessert [526]. Sie
werden zudem durch den Tumorpromotor TPA (12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-acetat)
aktiviet, welcher die zur Aktivieung des Enzyms efordelichen DAG- und C&'-
Konzentrationen herabsetzt [527].

Neue Proteinkinase C (nPKCs):

e, h,d, g

Diese Isoformen snd beziiglich C&* nicht sensitiv, werden aber durch DAG oder
Phorbolester in Anwesenheit von PS aktiviert [528].

Atypische Proteinkinase C (aPKCs):

z,ill .

Diese Isoformen sind wie die nPKCs weder sensitiv beziiglich C&* noch erfordern se DAG
und/oder TPA.

Da sch die PKC-Subtypen in den unterschiedlichen Geweben in ihrer Expresson und Art
ihrer Aktivierung unterscheiden, nimmt man an, dass jedem Subtyp eine spezifische Aufgabe
innerhdb der Sgndtransduktionsprozesse  zukommt  [525,529]. Bidang konnten etliche
Proteine gefunden werden, welche ‘in vivo' und/oder 'in vitro' durch PKC phosphoryliert
werden. Dazu gehdren unter anderem  Wachstumsfaktor-Rezeptoren,  lonenkandle,
lonenpumpen,  Transkriptionsfektoren und  Trandationsfaktoren  [525,530]. Die PKCs
phosphorylieren in der Regd Serine oder Threoninreste, welche innerhdb basischer
Sequenzen liegen. Die PKC zeigt im Verglech zur PKA jedoch nur ene geringe Spexzifité
[531]. Fur die Phosphorylierungsmotive der PKC  konnte die Konsensussegquenz
RXXSTXRX emittdt werden, wobe X fir ene beliebige Aminosdure stehnt [530]. Jeder
PK C- Subtyp zeigt jedoch eine unterschiedliche Substratspezifitét.

Struktur , Aktivierung und Regulation der PKC

Die Mitglieder der PKC-Familie bestehen aus ener Polypeptidkette, welche eine N-terminde
regulatorische Region (ca. 20-40 kDa) und eine Gterminde kataytische Region (ca 45 kDa)
enthdt. Innerhab dieser beden Doménen befinden sch  konsaviete und  varigble
Sequenzabschnitte.

regulatorisch katalytisch
Bindung Bindung Bindung .
von TPA von Ca?* vonaTp  Substratbindung
PKC N — - — I - ©
/ Cyslcg Cys2 c2 C3 c4
Pseudosubstrat
ke N — N -

Abb. 219. Schematische Darstellung der Priméarstruktur der klassischen, neuen und
atypischen PKCs. Gekennzeichnet sind: Pseudosubstrat-Doméne, C1-Doméane mt ein oder
2wei Cysreichen Bindungsschleifen, C2-Doméane in der regulatorischen Haélfte, ATP-
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katalytische Region. Den neuen PKCs fehlt die C2-Domane und damit die Regulierbarkeit
durch Ca?*. Atypische PKCs haben nur ein Cysreiches Motiv. Eine Phorbolesterbindung
wurde bel diesen nicht gefunden.

Die Cl-Doméne enthdt en cydenreches Zinkfinger-Motiv, welches in den megen
Subtypen doppdt vorhanden ist und die Diacylglycerol/Phorbolester-Bindungsstele bildet
[532]. In direkter Nachbarschaft zur Cl1-Doméne befindet sch ene autoinhibitorische
Pseudosubgtrat-Sequenz.  Diese interagiert mit der katalytischen Doméne und i vor der
Kofaktor-Bindung fir die intramolekulae Unterdriickung der kataytischen  Aktivitét
verantwortlich. Die Sequenz des Pseudosubsirates gleicht sehr stark den Substratsequenzen
der PKC-Phosphorylierungsstellen, besitzt jedoch keine phosphorylierbaren  Serin-  oder
Threoninreste [533,534]. Die atypischen PKCs enthdten keine Cl-Doménen. Sie zeigen
somit keine Sendtivitd gegentber Phorbolestern, enthdten aber dennoch en  Zinkfinger-
Motiv. Die C2-Doméne enthdt die Erkennungssdle fir saure Lipide sowie in enigen
Subtypen die Ca’*-Bindungsstelle [535]. Die konservierten C3- und C4-Doménen bilden die
ATP- und Subdgrat-Bindungsstdlen [536]. Man nimmt an, dass die Bindung aktivierender
Kofaktoren eine Konformation der PKC gabilisert, ba welcher das katalytische Zentrum fir
die Subgratproteine zuganglich wird. Die Aktivierung der PKCs wird von der Entfernung des
Pseudosubstrats aus dem kadytischen Zentrum begleitet. Diacylglycerol und Phorbolester
dienen as hydrophobe Anker. Se rekrutieren die PKC an die Membran und fordern damit die
Membranassoziation der PKC. Die Bindung von Diacylglycerol und/oder Phorbolester
vergroflert die hydrophobe Oberflache des Cys2-Elements innerhdb der C2-Doméne und
beglindigt somit ene telwese Einlageung diees Elements in die Membran.
Phosphatidylserin wirkt as eine At Membranfaktor. Kaziumionen erhGhen die Affinitét der
klassschen PKCs gegeniber negativ geladenen Lipiden und erhthen dadurch die
Membranaffinitst der PKCs. Somit besteht offenbar ein dynamisches Gleichgewicht zwischen
der cytosolischen und membrangebundenen Form der PKC. Ein Hauptaspekte der
Aktivierung der PKC gdlt letztlich die Phosphorylierung dar. Der  Phosphorylierungs-
abhéngige Reagulaionsmechanismus der PKC-Aktivierung konnte am Belspid der PKC-blI
gezeigt werden [537]. Das frisch synthetiserte, inaktive PKC-Vorlauferprotein liegt
unphosphoryliert, asoziliet mit  ener  Detergens-unlédichen  Zdlfraktion, vor. Die
Aktivierung efolgt aufgrund  ener  trans-Phosphorylierung  (PKC-Kinase) innerhdb  der
Aktivierungsschleife. PKC-bll wird wahrscheinlich von PDK-1 an Thr500 phosphoryliert,
worauf sch ene Autophosphorylierung von Thr64l und Ser660 im C-terminden Bereich der
PKC anschlied. Die Autophosphorylierung stabilisert wahrscheinlich die kataytisch  aktive
Konformation der Kinase. Uber eine Trandokation gelangt das wirksame Enzym schlieflich
vom Cytosol an die Membran, wo es dann durch das Pseudosubstrat reguliert wird.
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3. Themenstellung

Be da revasblen Proteinphosohorylierung handdt es dch um  enen  wichtigen
Mechanismus, mit wechem grundlegende zelul&e FEreignise, daunter auch die
Sgndtransduktion reguliet werden. Eine gedOrte Signdtransduktion fihrt be  enem
Organismus in der Regel zu dessen Erkrankung. Im Laufe der letzten Jahre riickte deshab im
Bereéch der biomedizinischen Forschung die Untersuchung der  Signdtransduktionswege
vergtérkt in den Vordergrund. Im Fale des Typ 2 Diabetes (nicht-insulinabhéngiger Diabetes
mellitus) konnte gezeigt werden, dass ein Grofdell der beobachteten Effekte auf die Stérung
von Proteinphosphorylierungen  innerhadlb  der  Insulin-Signdtransduktionskette  zurtickzu-
fuhren snd. Die Identifizierung von Protenphosphorylierungen ist jedoch auch heute noch
enes der schwierigden biocandytischen Probleme. Die Einfihrung der modernen Proteom:
Forschung fihrte zu ener  enormen Waeterentwicklung der  proteinbiochemischen
Andyseverfaren. Mit Hilfe der Geddektrophorese trennt man komplexe Proteinmischungen
af und godtet die isolieten Protene mit Hilfe gpezifischer Proteasen im Gd. Die
resultierenden Peptide andyset man mittds LC/ESI-MS oder MALDI-MS und identifiziert
bzw. charakterisert baserend auf den MS-generierten Daten die Proteine mit Hilfe moderner
Computerdgorithmen in Protein- und DNA-Datenbanken.

Im erden Tel dieser Arbet sollen die aktuelen Proteom-Methoden zur Andyse SDS-PAGE

getrennter Proteine etabliert werden:

§ Entwicklung und Optimierung einer tryptischen im Gd-Verdaumethode,

§ Entwicklung von Mikro-Tips zur Aufreinigung von Proteinverdaus und Phosphopeptiden,

§ FEtablierung des ES-MS und NanoES-MS-baserenden Peptid-Mappings und der
Fragmentionenandyse  zur  ldentifizieeung und Charakteriserung  von  Proteinen  und
Anwendung zur Andlysevon 'in vivo' isolierten Proteinen (aus kultivierten Zellen) und

§ Verglech verschiedener MS- Datenauswertungsprogramme,

Im zweten Tell diesr Arbet sollen RP-HPLC- und IMAC-gekoppelte ESI-MS- sowie off-
line-NanoES-MS-Methoden zur Identifizierung von Proteinphosphorylierungen  etebliet und
entwickelt werden:

§ Daeallliete Untersuchung und Optimierung der off-line-NanoES-MS Neutrdverlus- und
V orlauferionen Scantechniken zur Anayse von Phosphopeptiden und deren
Anwendung zur Anayse einestryptischen b-Caseinverdaus,

§ Entwicklung und Vergleich von on- und off-lineefIMAC-ESI- bzw. NanoES-MS-
Verfahren zur Detektion von Phosphopeptiden,

§ HEablierung enes ULC/ES-API-CID-Hybrid-Scan-Verfahrens (TFA-saure Bedingungen,
postiv/negetiv-loniserung, in source-CID, m/z 79-Markerionen) zur Detektion von
Phosphopeptiden und

§ Entwicklung ener empfindiicheren und spezifischeren pLC/ESI-API-CID-Hybrid- Scan-
Methode unter akaischen Bedingungen (ausschligfdich negativer lonenmodus, in source-
CID, mz 79- und 97-Markerionen) zur Detektion von Phosphopeptiden.

Im dritten Tell der Arbeit sollen die entwickdten Methoden zur Analyse von 'in vivo'- und 'in

vitro'-phosphorylierten Proteinen aus dem Beraich der Insulin-Signdtransduktion angewendet

werden:

§ Radiosktiv-unterstiitztes ~ (3P-Markierung)  off-line- pRP-HPLC/MAL DI-M S-Phospho-
peptid-Mapping der b-Untereinhet des humanen Insulinrezeptors ('in vivo'),

§ negdiv-lonen-NanoES-MS-VorlasferionenAndyse (m/z  79) der b-Untereinheit des
humanen Insulinrezeptors (‘'in vivo')
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§ ES-MS-baserende Untersuchung der 'in vitro'-Subdtraispezifitét verschiedener PKC-
Subtypen,

§ Entwicklung enes neuen 2-D-RP-HPLC-Vefawrens (1. Dimenson TFA-sauer, 2.
Dimenson dkdisch) in Kombingtion mit einer neuen MikroES-MS-Methode (mit on-
line-Fraktionierung) zur Identifizierung der Phosphopeptide eines 'in vitro' durch die
PK C-Isoformen b1 und z phosphorylierten GST-IRS-1"*- Fusionsproteins und

§ postiv-lonen-NanoES-MS*-Experimente  zur  Lokaliserung der  Phosphorylierungsstellen
mit Hilfe enes lonenfdlenM S-Gerétes.

In der vorliegenden Arbeit sollen chromatographische und massenspektrometrische Methoden
optimiert und entwickelt werden, mit denen die Proteinphosphorylierungen im Bereich der
Inaulin-Signaltransduktion besser erkannt und untersucht werden kénnen. Die Arbeit soll dazu
beitragen, dass die Regulation der Insulin-Signdtransduktion und somit auch die Erkrankung
an Typ 2 Diabetes besser untersucht und verstanden werden kann.
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4. Experimentdler Tell

4. Experimenteller Teil
4.1. Materialien

41.1. Chemikalien

Aceton

Acetonitril

Acaylamid

Agarose

Amesensiure
Ammoniumbicarbonat
Ammoniumhydroxid-Ldsung, 25 %
Ammoniumpersulfat
Bromphenolblau (BPB)
Cddumchlorid

Coomassie Brillant Blue R-250
a-Cyano-4-hydroxyzimtsiure
DTT (Dithiothreitol)

EDTA (Ethylendiamintetraacetet)
Eisen(li)chlorid

Eisessg

Gdlium(lIT)chlorid

Essgsiure

Glycerin

| sopropanol
Kdiumhydrogenphosphat

Di- Kdiumhydrogenphosphat
Methanol

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nitrocdlulose

0- Phosphorsaure

Sdzsdure

N,N,N',N'- Tetramethylendiamin (TEMED)

Trifluoressgsiure (TFA)

10 % Trimethylslylchlorid in trockenem Toluol

Tris
4-Vinylpyridin

Woasser (LiChrosolvR, spez. Widerstand: 18,2 MWsenh)

4.1.2. Enzyme, Proteine und Peptide

Endoproteinase Lys-C
GST-IRS-1-Fusionsproteine

HSP 27- Fragment (81-94, CLNRQLpSSGV SEIR)
GST-IRS-1"* 'in vitro'-K inase- Assay

mit PKC z und b,

rekombinante Kinasedoméane der b-Untereinheit (941-1343)

des humanen Insulinrezeptors

MARCKS PSD-Derived Peptide, PKC Substrate

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Pharmacia, Uppsda (Schweden)
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sgma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen
Fluka, Buchs (Schweiz)
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roche, Basdl (Schweiz)
AG Héring, Tubingen
Bachem, Heidelberg

K. Moeschel, Tubingen

Calbiochem, Darmstadt
Cdbiochem, Darmstadt
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MARCKS Kinase-Assay

phosphoryliertes b-Casain

(Pogition 16-224 des Precursors, My, = 23.583,29 Da,
SwissProt: P02666; pSer30/32/33/34/50)

pp60 c-src (521-533, TSTEPQpY QPGENL)
synthetische Peptide zur MS-Kdibration

TPCK - (L-1- Tosylamido- phenylethyl chlormethylketon)
-Trypsin

unphosphoryliertesb-Casein

(Position 16-224 des Precursors; M, = 23.263,69 Da;
SwissProt: PO2666)

b -Untereinhalt des humanen Insulinrezeptors

4.1.3. Chromatographie

Cartridgefiltersfor protein sequencer

Eppendorf Gelloader-Tips 1-10

Fingertight und stainless steel fittings
Microthight tubing sleevs

Micro unions, adapter

Mini microfilter assembly

MIMAC-Saule Poros MC20 95 mm x 250 pm (1.D.)
MRPC C2/C18 SC 2.1/10

PEEK -Tubing

POROS 20 R2

POROS Oligo R3

POROSMC 20

Sainless steel unions

RP-HPLC-Saule TSK Super ODS 125 x 0,3 (1.D.) mm
Uncoated fused-silica-Kapillaren (365 um A.D.):
50, 75, 100 um I.D.

4.1.4. Kapillarelektrophorese

Uncoated fused-silica-Kapillare:
50 um1.D. (365 um A.D.)
4.1.5. Verbrauchsmaterial

Nanospray Nadeln
Uncoated fused-silica-Kapillaren:

365 umA.D.: 50, 75, 100 um I.D.
10 umA.D.: 50, 75 um 1.D.
Pipettenspitzen

Millipore Filter 0,22 und 0,45 pm Porengrofie

4.2. Gerate

4.2.1. TripleQuadrupol Massenspektrometer

K. Moeschel, Tlbingen

Sigma, Deisenhofen
Bachem, Heiddberg
H. Echner, TUbingen

Worthington,Lakewood (USA)

Sigma, Deisenhofen
AG Héring, Tubingen

ABI, Fogter City (USA)
Eppendorf, Hamburg
Upchurch, Oak Harbor (USA)
Upchurch, Oak Harbor (USA)
Upchurch, Oak Harbor (USA)
Upchurch, Oak Harbor (USA)
E. Rapp, Uni Magdeburg
Pharmacia, Uppsala (Schweden)
Grom, Herrenberg

PerSeptive, Framingham (USA)
PerSeptive, Framingham (USA)
PerSeptive, Framingham (USA)
Upchurch, Oak Harbor (USA)
Grom, Herrenberg

Grom, Herrenberg

Grom, Herrenberg

Protana, Odense (Danemark)

Grom, Herrenberg
Eppendorf, Hamburg
Millipore, Bedford (USA)
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Harvard Apparatus 22 Spritzenpumpe
Flussplitter

Triple-Quadrupol- M assensektrometer:
TSQ700 mit ESI-I Qudle
Auswvertesoftware:

|CIS Bioworks Software Version 8.3.0.
DEC 3000 Workstation

Digitd UNIX(Verson 4.0 E)
Autoinjektor:

A200S mit VICI-Injektionsventil

UL C-Kopplung:

Fittings, Adapter und Verbindungen
PicoTip™ FS 360-75-30-N-5

Titan Mikro-T-Union Z-VI-MU.5XCTI
NanoES-Qudle

Eigenbau Dr. M. Deeg, xyz-justierbar
mit Videokamera und Monitor
Kungstoffhdterung fir Mikro-ESl:

4.2.2. MALDI-TOF Massenspektrometer

Kratos Kompact MALDI |1
Voyager

423. HPLC

Eldex Micro Pro1000

Pumpe Pharmacia LKB 2150
Controller Pharmacia LKB 2156

Linear Detektor

UV-Detektor GAT PHD 601

LKB UV-Detektor mit

Husszelle 0,8 yl Volumen, 2 mm Weglénge
UV-Bubble-Zdle

(hergestelt ausf.s. 75 um 1.D. Kapillare)
Rheodyne 7125
Hamilton-Injektionsspritzen

Integrator

A/D Aufnahme-Interface mit Software
Sykam HPLC-Anlage:

S 1100 Solvent Delivery System

S 2000 HPLC Controller

S 8110 Low Pressure Gradient Mixer

4.2.4. Kapillarelektrophorese

BioFocus CE3000

Harvard (USA)
VICI/Vaco, Schenkon (Schweiz)

Finnigan MAT, Pdo Alto (USA)

Finnigan MAT, Pdo Alto (USA)
Digitd, Maynard (USA)

Carlo Erba (Schweiz)
VICI/Vaco, Schenkon (Schweiz)

Upchurch, Oak Harbor (USA)
New Objective (USA)
VICI/Vaco, Schenkon (Schweiz)

Dr. M. Degg, Tubingen
A. Beck in Zusammenarbeit mit
Lehrwerkdatt der Firma Fischer,
Wadachta, Tumlingen

Shimadzu, Duisburg
PerSeptive Biosystems, Wiesbhaden

Eldex, Napa (USA)
Pharmacia LKB, Freiburg
Pharmacia LKB, Freiburg
Linear Ingruments (USA)
GAT, Bremerhafen

Pharmacia LKB, Freiburg

Grom, Herrenberg

Rheodyne, Rohnert Park (USA)
Hamilton, Reno (USA)

Merck, Darmstadt

Bischoff, Leonberg

Sykam, Gilching

Sykam, Gilching
Sykam, Gilching

BioRad, Miinchen
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4.25. Sonstige Laborausstattung

Eppendorf Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg
Vortexer RS2 IDL, Nidderau

4010 Multi- Tube Vortexer Corning, Medfidd (USA)
pH-Meter pH 535 Multi Cal WTW, Weilham
ausgestattet mit Elektrode Mettler Toledo
Lichtmikroskop Karl Zeiss, Jena
b-Counter LS 6500 Beckmann, Minchen
Zentrifugen:

Heraeus Sepatech Biofuge A Heraeus, Hanau

Hettich Universa 30 RF Hettich, Tuttlingen
Waagen:

SartoriusMC 1 Sartorius, Gottingen

AB 104 Mettler-Toledo, Gief3en
Ultraschdll-Bad:

Transsonic 460/H Elma, Singen
Elektrophorese- Sysem:

Multiphor 11 Pharmacia LKB, Freiburg
Scanner:

Sharp JX-330 Sharp (Japan)
Vakuum-Konzentrator:

Speed Vac Savant, Farmingdde (USA)
Heizrihrer:

MR 2002 Heidol ph, Schwabach

4.3. Methoden
431. SDS-PAGE [259]

4.3.1.1. 10 % Trenngel

In eénem Standzylinder wurde unter Rihren zu 3,75 ml einer 1,5 M TrisHCl, 2 % SDS (pH
8,8) 5 ml Aaylamid-Losung und 6,25 ml ddH,O zugegeben. Nach guter Durchmischung
wurden 30 pl ener wassigen 10 %igen Ammoniumpersulfat-Lésung und 7,5 pl TEMED

Zupipettiert.
4.3.1.2. 6 % Sammelgel

In eénem Standzylinder wurden 1,875 g 100 % Glycerin eingewogen. Unter Rihren wurden
1,25 ml ener 1,5 M TrisCl, 2 % SDS (pH 6,8), 1 ml Acrylamid-L&sung und 1,25 ml ddH,O
zugegeben. Nach guter Durchmischung wurden 10 pl  ener wéssigen 10 %igen
Ammoniumpersulfat-Lésung und 2,5 ul TEMED zupipettiert.

4.3.1.3. Denaturierungspuffer

Vor Auftragen der Proteinproben wurden diese fir 3 min im Dunken ba 95°C in
Denaturierungspuffer  inkubiert.  Als Denaturierungspuffer  wurde eine Mischung aus 1M
TrisHCl (pH 6,8), 50 % Glycerin, 10 % SDS, 0,1 % Bromphenolblau und 50 % DTT
verwendet.
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4.3.1.4. Losung zum Anférben der Gele

Die getrennten Proteine wurden mit einer Mischung, bestehend aus 0,1 % coomasse BBR-
250, 45 % Methanol, 45 % ddH,O und 10 % Eisessgim Gel gefarbt.

4.3.1.5. Losung zum Entfarben der Gele

Zum Entfarben der Gele wurde eine Mischung aus 45 % Methanol, 45 % ddH,O und 10 %
Eisessig verwendet.

4.3.2. Verdau
4.3.2.1. Aufbewahrung der Proteasen

Zur Langzeitlagerung wurden die Proteasen in lyophyliserter Form bel 4°C aufbewahrt. FUr
die tagliche Benutzung wurden die Protessen in Verdaupuffer (1 pgyll) gdést und
diquatiert bel -20°C eingefroren. Vor ihrem Gebrauch wurden die Aliquots auf Eis aufgetaut.
Auf diese Weise sind die Proteasen Uber ein Jahr hatbar [165].

4.3.2.2. Allgemeine Vorschrift zur tryptischen Spaltung von b-Casein in-Ldsung

Fur die massengpektrometrischen Experimente wurden  tryptische  b-Caseinverdaur
Sammlésungen (100 pmolxl™?) hergestellt und  entsprechend den  Experimenten  verdiinnt
engestzt. Das Enzym-zu-Substrat-Verhdtnis der Stammldsung betrug 1:50 (w/w). Dazu
wurden in einem Eppendorf-Gefdld 2,36 mg lyophilisertes b-Casain in 953 ul Verdaupuffer
(100 mM TrisHCI (pH 8,2) oder 50 mM NH4HCOs (pH 8,0)) geldst und 47 pl enes frisch
hergestellten 1 pgxl™ TPCK-tryspinhdtigen Verdaupuffers zupipettiert. Die Mischung wurde
anchlief?end 30 sec lang gevortext. Der Verdau erfolgte 8 Stunden lang bet 37°C und wurde
durch Zugabe von 5 pl TFA (pro ml Verdaulésung) abgebrochen. Die Proben wurden
diquotiert und ba -80°C tiefgefroren

4.3.2.3. Verdau im G¢€l

Zur Ermittlung von Phosphorylierungsstellen wurde eine moglichst komplette Abdeckung der
Proteinsequenz angestrebt. Vor dem Verdau wurden die Proteine deshdb im Gd reduziert und
dkyliert. Aufgrund der in der Regd au3erst niedrigen Phosphorylierungsstochiometrie sollten
die zu andyserenden Protenbanden ene deutliche Fabung mit CBB aufweisen. Fur die
Protenidentifizierung  gelgetrennter  Proteine  i¢  ene hohe  Segquenzabdeckung — nicht
eforderlich. Reduktion und Alkylierung der Proteine dnd deshdb beim Gd-Verdau nicht
notwendig. Sowohl Silber- ds auch nur schwach CBB-gefarbte Proteinbanden konnen auf
diese Weise "in-Gd" verdautt werden. Sowohl bei Trypsn (25 ng¢ll) ds auch be
Endoprotease Lys-C (10 ngxi™) wurde der unten aufgefiihrte Verdaupuffer verwendet.

43231. Allgemene Vorschrift fir den enzymaischen Verdau im Ge mit Reduktion und
Alkylierung (4-Vinylpyridin) CBB-geféarbter Proteinbanden

Lésungen:

1) Wasser:Acetonitril 1.1 (VIv)

2) 100 mM TrisHCl (pH 8,2)

2) 200 mM TrisHCl, 2 mM EDTA (pH 8,4)
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3) 200 mM TrisHCl, 2 mM EDTA (pH 84), Acetonitril (1:1) (v/v)

4) 10 mM Dithiothreitol, 2 mM EDTA, 200 mM Tris¥Cl (pH 8,4)

5) 2 % 4-Vinylpyridinin 200 mM TrisHCl, 2 mM EDTA (pH 84) (V/V)

6) 25 ngyl Trypsn (TPCK-treated oder sequencing grade) in 100 mM TrisHCl, 1 mM
CaCly, (pH 8,0), 10 % ACN (v/v)

7) 25 mM TrisHCI-Losung

8) wasxrige 5 % Ame sensaure, 50 % Acetonitril (v/v)

Silylierung der Reaktionsgefalie

Zur Vehinderung irreverdbler  Wandadsorptionen wurden dle  Eppendorf-Gefédl3e vor
Gebrauch slyliert. Die Cups wurden dazu mit einer Losung von 10 % Trimethylslylchlorid in
trockenem Toluol benetzt. Nach vollsdndigem Trocknen wurden se mehrfach mit Methanol
nachgespllt.

Allgemeine Bemerkungen

Zur Verdaukontrolle und zur Ermittlung der Eigenverdaufragmente der Proteese wurde ene
Proteinbande des Molekulargewichtsmarkers und en proteinfreies Gelstiick ausgeschnitten
und pardld mit den Proben verdaut. Das Losungsmittelvolumen war immer doppet so grof3
wie das Volumen dea vollgandig aufgequollenen Gedilicke Die Hissgkeitsvolumina
wurden dets niedrig bemessen, insbesondere bel der Extraktion der Peptide aus den
Gediickchen. Bel der Extrektion der enzymatisch erzeugten Peptide aus dem Ge wurde
darauf geachtet, dass bei der Entnahme der Eluate keine Gelstiicke mit aufgenommen wurden.

A. Ausschneiden der Proteinbanden aus dem Polyacrylamid-Gel

Das gefabte Gd wurde mit Wasser feucht gehdten und zum Schutz  vor
Kerdtinverunreinigungen  unter  @ne  durchachtige Plexiglasscheibe  gelegt.  Mit  enem
sauberen, rodfreen Skapel wurden die zu untersuchenden Proteinbanden ausgeschnitten.
Zur Verringerung des chemischen Hintergrunds wurde so eng wie méglich ausgeschnitten.
Die ausgeschnittenen Gelstiicke wurden auf einem Glas-Objekitrager in 1 mm® groRRe Wiirfel
zerschnitten und in ein sauberes Slyliertes Eppendorf-Gefél? (0,5 ml VVolumen) gegeben.

B. Waschen der Gelstlicke

Die Gddicke wurden zundchg mit ddWassr versetzt und 15 min lang auf enem
Schittteltisch bei RT inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen, danach
wurden die Gelstiicke in gleicher Weise 2 x mit 50 % ACN in Wasser (v/v) gewaschen. Zum
Schluss wurde die gesamte Fissgkeit abgenommen und sovid ACN zugeben, dass die
Gelstiicke bedeckt waren (beim Schrumpfen <ollten die Geldticke ihren durchschtigen
Charakter verlieren und ene milchige, wel®e Farbe annehmen). Die Spllschritte wurden
solange wiederholt bis die Gedtiicke kein CBB mehr enthidten. Nach dem Schrumpfen der
Gelstiicke wurden diese in 100 yl 200 mM TrisHCl, 2 mM EDTA (pH 84) rehydratisert.
Nach 5 min wurde 100 pl ACN zupipettiert. Danach wurde die Lésung 15 min lang be RT
auf dem Schittler inkubiert. Anschliefend wurde das gesamte Losungamitte  abgenommen
und die Gelstticke im Vakuumkonzentrator getrocknet.

C. Reduktion und Alkylierung

Die trockenen Geldtiicke wurden in 100 pl frisch angesstzter 10 mM Dithiothreitol, 2 mM
EDTA, 200 mM TrisHCI (pH 84) rehydratisert, dann be 56°C 60 min lang unter No-
Schutzgasatmosphére inkubiert (PCR-Cycler). Nach dem Abkihlen der Cups wurde der
Uberstand abgenommen und 100 pl ebenfdls frisch angesetzte 2 %ige 4-Vinylpyridin in 200
mM TrisHCl, 2 mM EDTA (pH 84) (v/v) zugegeben und 30 min lang ba RT im Dunkeln
inkubiert. Die Alkylierungdésung wurde abgenommen und die Gestticke mit 100 pl ddH,O
versstzt und 15 min lang aff dem Schitteltisch bei RT gewaschen. Der Uberstand wurde
verworfen und die Gelstiicke ebenso mit 100 pl 50 % ACN in Wasser (v/iv) gewaschen. Die
Fissgkeit wurde vollgandig etfernt, die Gelsilicke durch Zugabe von 100 pl ACN
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geschrumpft (s0.). Das ACN wurde abgenommen und die Gediicke in 100 i 100 mM
TrisHCl, 1 mM CaCl, (pH 8,0), 10 % ACN (v/v) rehydratisert. Nach 5 min wurden 100 pl
ACN zugegeben und 15 min lang be RT auf dem Schittdtisch inkubiert. Anschlief?end
wurde das gesamte Losungsmitted abgenommen und die Geldtiicke im Vakuumkonzentrator
getrocknet (s.0.).

D. Im Gel-Verdau

Die trockenen Gegtlicke wurden mit proteaschdtigem Verdaupuffer be 4°C rehydraigert.
Dazu wurde das Cup mit den trockenen Gelstlicken auf ein Eisbad gegeben und 150 pl des
proteasehdtigen Verdaupuffers (25 ngxl™ Trypsin (TPCK-treated oder sequencing grade) in
100 mM TrisHCl, 1 mM CaCl, (pH 8,0), 10 % ACN (v/v)) zupipettiert. Die Gelstlicke
wurden 30 min lang rehydratisert. Die Uberstehende Lésung wurde abpipettiet und so vid
proteasefreier  Verdaupuffer zugegeben bis die Gedilcke vollstandig bedeckt waren. Der
Verdau efolgte Uber Nacht bzw. 15 Stunden lang bel einer Temperatur von 37°C (PCR-
Cycler).

E. Extraktion der Peptide aus dem Gel

In diessem Abschnitt wurden dle Lésungen bzw. Extrakte gesammet! Zum pipettieren wurden
fein ausgezogene Gelloader-Spitzen verwendet. Nach dem Verdauende wurde der Uberstand
abpipettiert, in en GC-Glasvid gegeben und die HFissgket im  Vakuumkonzentrator
abgezogen. Zu den feuchten Gediickchen wurde sovid 25 mM TrisHCI-Losung (pH 8,2)
zugegeben sodass die Gelstiicke von der Fissigkeit bedeckt waren. Dann wurde 15 min lang
be RT auf dem Schittetisch inkubiert. Nun wurde das gleiche Volumen ACN zugegeben und
fir wetere 15 min auf dem Schittetisch, ebenfdls be RT inkubiert. Die Hissgkeit wurde
abgenommen und in das Glasgefa? gegeben. Nun wurden die Geldtiicke 2 x je 15 min lang
aff dem Schittler und eénmd 15 min lang im Ultraschdlbad (20°C) mit wéssiger 5 %
Amdsensiure, 50 % Acetonitril (viv) duiert. Die abgenommenen Ubergtinde wurden im
Glaggefdd verenigt und anschliefend im Vakuumkonzentrator bis fast zur  Trocknen
eingeengt.

4.3.2.3.2. Allgemene Vorschrift fir den enzymatischen Verdau im Ge ohne Reduktion und
Alkylierung CBB-gefarbter Proteinbanden

Man verféhrt analog zu Kap. 4.3.2.3.1. Reduktion und Alkylierung entfallen jedoch.

43233. Allgemene Vorschrift fir den enzymaischen im Ge-Vedau Silber-gefarbter
Proteinbanden

Man veféhrt andog zu Kap. 43231 Die Slbeféabung kann durch das Waschen der
Gelstiicke nicht entfernt werden. Somit reicht ein einziger Spulschritt.

43.3. Bestimmung der Cerenkov-Strahlung des tryptisch im Gel-gespaltenen [*?P]
markierten HIR

Wéhrend des im Gd-Verdaus wurde von dlen Gestiickchen, Splillésungen und Gelextrakten
mit Hilfe enes Husdgkets Scintillators (3 x fur je 3 min) die Radioaktivitd bestimmt. Aus
den Mittedwerten der enzdnen Daenpunkte wurden mit Hilfe ener Excd-
Computerauswertung Bakendiagramme erselt.

4.3.4. RP-Mikro-Tip-Entsalzung

4.3.4.1. Herstellung der RP-Mikro-Tips
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Ein KartuschenFilter (zur Proteinsequenzierung) wurde zunéachst mit 100 % TFA gerenigt
und mit einem Skdpdl ene Fritte herausgeschnitten. Die Fritte wurde mit 50 pl Methanol
unter Druck (es wurde ene luftgefilite 1 ml Insulingoritze verwendet) in die Spitze enes
Gelloader-Tips (1-10 pl) gepresst. Danach wurden 10 pl (bzw. je nach zu entsazender
Peptidmenge) einer Suspension (10 mgxi! POROS Oligo R3 (PerSeptive Biosystems) in
Methanol) in den Gelloader gegeben und mit Hilfe der Insulinspritze auf die Fritte gesplilt. In
gleicher Weise wurde eine zweite Fritte eingesatzt, welche dann mit 10 pl einer Suspenson
(10 mgxi™t POROS 20 R2 (PerSeptive Biosystems) in Methanol) tiberschichtet wurde.

4.3.4.2. Allgemeine Vorschrift zur Entsalzung mit RP-Mikro-Tips

Die Mikro-Tips wurden zunéchst 3 x mit je 50 pul wéssiger 60 % ACN, 0,1 % TFA (V/v)
gespilt und 3 x mit jewells 50 pl wassriger 1 % TFA (viv) equilibriert. Die zu entsdzenden
Proben wurden in wéassriger 1 % TFA-Losung aufgenommen (Volumen je nach Probenmenge
bemessen), wobe das Probenvolumen hochstens 50 % des Saulenbettvolumens betrug. Die
Probe wurde unter Druck (Insulingpritze) 3 x Uber die Saule gespllt (jewells 1 min). Nach der
Bdadung wurde die Saule 3 x mit jewells 50 pl wassiger 0,1 % TFA gesplilt, dann wurde die
Saule trockengesplilt. Die gebundenen Peptide wurden mit einer wéssrigen 60 % ACN, Q1 %
Amasnsdure (viv) sgr langsam duiet (maxima  halbes Saulenbettvolumen). Die Eluate
wurden sofort der NanoES zugefiihrt bzw. mit Hilfe eines Vakuumkonzentrators getrocknet.

4.35. |IMAC-Mikro-Tip-Phosphopeptid-Aufreinigung
4.35.1. Herstellung und Aktivierung der IMAC-Mikro-Tips

Entsprechend Kap. 4.3.4.1 wurde in enen Eppendorf Gelloader-Tip eine Membranfritte
engestzt. Die Spitze wurde mit 30 pl ener Suspenson bestehend aus 50 mg Metdlchdat
(Poros MC, PerSeptive Biosysems) in 1 ml Ethanol geflllt. Der IMAC-Mikro-Tip wurde
zuars 2 X mit jeweils 50 pl Wasser (Insulingpritze), dann 2 x mit je 25 pl 0,1 M Essgsaure
gewaschen. Danach wurden die Tips mit 100 pl ener 01 M GaCk in 01 M Essgsaure
aktiviert. Nicht gebundene Metdlionen wurden durch zweimdiges Spilen mit je 50 pl 0,1 M
Essgsiure herausgewaschen.

4.3.5.2. Allgemeine Vorschrift fir die IMAC-Mikro-Tip-Phosphopeptid-Aufreinigung

Zur Bdadung wurde die Probeniésung (10 pl einer 6 pmobyi™ HSP in 0,1 M Essigsiure) sehr
langsam 4 x Uber das aktivierte Metalchdat (Insulinspritze) gesplilt. Danach wurde der Tip 2
X mit jewells 50 yl 0,1 M Essgsiure gewaschen. Die Elution der Phosphopeptide erfolgte 3 x
mit jewells 5 pl NH;OH-Lésung (pH 11). Die Eluate wurden vereinigt und sofort im
V akuumkonzentrator eingeengt.

4.3.6. Kapillarelektrophoretische Bestimmungen [538]

Zur Trennung der Andyten wurde die CZE (Kapillarzoneneektrophorese) eingesetzt. Die
Detektion erfolgte durch on-line-Messung der UV-Absorption bel einer Wedlenldnge von 195
nm. Zur Aguilibrierung der Kapillare wurde diese zunéchst 15 min lang mit 1 N NaOH, dann
fur weitere 15 min mit 50 mM Phosphatpuffer (pH 2,5) gespllt. Anschlielend wurde 10 min
lang eine Spannung von 10 kV angdegt. Vor jedem CE-Lauf wurde die Kapillare unter Druck

wie folgt gespllt:
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60 sec 0,1 N NaOH

60 sec ddH,O

180sec 50 mM Phosphatpuffer (pH 2,5)

4.3.6.1. CZE-Bestimmung zur Etablierung der RP-Mikro-Tips

Fur RP-Mikro-Tips wurden folgende kapillarel ekirophoretische Bedingungen angewandt:

Kapillare: uncoated fused silica-Kapillare, 50 cm x 50 um (1.D.)
CZE-Trennpuffer: 50 mM Phosphatpuffer (pH 2,5)

Polaritét: Kathode am Audal?

Spannung: 25 kV

Kapillar-Temp.: 25°C

Injektion: 20 psi'sec

Fir die CZE-Betimmungen wurden 10 pl einer 6 pmobg™ (theoretische Konzentration)
wéssigen HSP-Losung nach efolgter Entsdzung (unterschiedliche Saulenbettvolumen) und
ohne Entsalzung (Kontrollen) eingesetzt.

4.3.6.2. CZE-Bestimmung von tryptisch gespaltenem b-Casein

Fior  die  RP-Mikro-Tip-Untersuchung des  b-Casainverdaus  wurden  folgende
kapillarel ektrophoreti sche Bedingungen angewandt:

Kapillare: uncoated fused silica-Kapillare, 90 cm x 50 um (1.D.)
CZE-Trennpuffer: 50 mM Phosphatpuffer (pH 2,5)

Polaritét: Kathode am Audal3

Spannung: 25 kV

Kapilla-Temp.: 25°C

Injektion: 15 psisec

Fir die CZE-Bestimmungen wurden 2 pl eines nicht entsdzten 100 pmolxi™ tryptischen b-
Casainverdaus in 8 ul wassriger 01 % TFA (viv) gdost. Bel der entsdtzen Probe (Kap.
4.3.4.2 Mikro-Tip-Entsalzung) wurde das Saulenduat (200 pmol Ausgangsmenge) nach
Trocknung im Vakuumkonzentrator in 10 pl wassriger 0,1 % TFA aufgenommen.

4.3.6.3. CZE-Bestimmungen zur Etablierung der Mikro-IMAC-Tips

Fur IMAC-Mikro-Tips wurden folgende kapillarel ektrophoreti sche Bedingungen angewandt:

Kapillare: uncoated fused silica-Kapillare, 90 cm x 50 um (1.D.)
CZE-Trennpuffer: 50 mM Phosphatpuffer (pH 2,5)

Polaritét: Kathode am Audal3

Spannung: 25 kV

Kapillar-Temp.: 25°C

Injektion: 30 psizec

Zur Kontrolle (ohne IMAC- und RP-Aufreinigung) wurde eine Loésung bestehend aus 1 pl
einer wassigen 60 pmolx™t HSP, 2 pl ACN und 7 pl ddH,O (HSP-Endkonzentration 6
pmolxi!) eingesetzt. Die zweite Probe wurde zunéchst mit Hilfe der Mikro-IMAC-
Aufreinigung (Kap. 4.35.2) konzentriert, anschlief?end mit Hilfe @nes RP-Mikro-Tips (Kap.
4.34.2) entsdlzt. Die Elution erfolgte mit 3 pl ener wassrigen 60 % ACN, 0,1 % TFA (V).
Fur die CE-Bestimmung wurde das Eluat mit 7 pl ddH,O verdiinnt.

4.3.7. Allgemeine Vorschrift fur die RP-HPLC mit UV-Detektion
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Alle Lésungamittel und Puffer, welche fir die Chromatographie verwendet wurden, wiesen
die hochse Reinheit auf, wurden vor ihrer Vewendung filtriert (0,2 pum Millipore-Flter), im
Ultraschdlbad 10 min entgast und 5 min mit Helium gesittigt. Alle Trennungen erfolgten bel
Raumtemperatur.

Fur die Microbore-RP-HPLC-Trennungen (2,1 mm I.D. Saule puRPC C2/C18 SC 2.1/10)
wurde eine SykamHPLC-Andge verwendet. Die HPLC-Pumpe wurde bel ener Flussate
von 750 plxnin® betriben und durch Vorsiulensplit (T-Stiick, VICI und fused silica-
Kapillare) im Verhdtnis 5:1 auf 150 plxnin? reduziert. Die Detektion der Peptide erfolgte on-
line durch Messung der UV-Absorption (Peptidbindung) bei ener Welenlange von 214 nm.
Die Probeninjektion efolgte Uber en Rheodyne Injektionsventii mit 100 pl Probenschiefe.
Zur Injektion wurde die Probe in Puffer A (0 % ACN, 0,05 % TFA in Wasser (v/v)) gelogt.
Die Elution der Peptide efolgte im Gradienten-Modus. Als organischer Puffer B wurde 80 %
ACN, 0,065 % TFA in Wasser (v/v) verwendet. Fur die Kapillar-RP-HPLC Trennungen (TSK
Super ODS 125 x 0,3 mm |.D.) wurde entweder eine HPLC-Spritzenpumpe (Eldex) bei einer
Flussate von 5 pixnin® oder ene SykamHPLC-Andge ebenfdls bei 5 plmin' Flussrate
(Slit-Verhditnis  150:1), verwendet. Die Probeninjektion erfolgte Uber ein  Rheodyne
Injektionsventil mit 10 pl Probenschleife. Die Detektion der Peptide erfolgte on-line durch
Messung der UV-Absorption (Peptidbindung) be ener Wdlenldnge von 214 nm mit Hilfe
ener Kapilla-Bubble-Zelle (ca 150-200 pm 1.D.). Zur Daenaufzeichnung wurde en
Integrator oder en  A/D-Interface  mit  nachgeschdtetem  computerunterstiitzten
Auswerteprogramm verwendet.

4.3.8. Ermittlung des uRP-HPL-Cerenkov-Chromatograms von p2P]-markiertem und
tryptisch im Gel gespaltenem HIR

Die MRP-HPLC-Trennung der tryptischen Peptide efolgte entsprechend Kap. 4.3.7. Zur
Ermittlung der Cerenkov-Spur wurde das Saulenduat fraktioniert (jeweils 2 min in 05 ml
Eppendorf-Gefd3en). Die Radioaktivitét der einzednen Fraktionen wurde anschliefZend mit
enem Hissgkeats-Scintillator bestimmt (3 x fir je 3 min). Aus den Mittdwerten der
einzelnen Datenpunkte wurde dann das Cerenkov-Chromatogramm erstt.

4.3.9. MADLI-Massenspektrometrie
4.3.9.1. Praparation der mikrokristallinen Matrix

Be der MALDI-MS wurde die fast evaporation Technik nach Shevchenko et al. [142]
modifiziet nach O'Conel und Stults [539] angewendet. Auf einer Postion des MALDI-
Probenschlittens wurden zunéchs 05 pl dner Mischung aus 20 g¥' a-Cyano-4-
hydroxyzimtsiure und 5 gk' Nitrocdlulose in Acetor/2-Propanol (1:1(v/v)) pipettiert. Durch
die rasche Verdungung des Losungamitteds kam es zur Aushildung enes feinen Matrixfilmes.
Die dinne Matrixschicht wurde mit 0,25 pl einer wéssigen 5 % TFA-LAsung angesauert und
anchlief?end ein Probendiquot (0,5-10 pl) der verdauten Peptide (gelost in wassiiger 0,1 %
TFA) zugegeben. Nach Trocknung der Matrixschicht wurden 5 pl Wassr auf  die
Matrixschicht pipettiert. Nach 5 sec wurden das Wassr mittdds Druckluft von der
Matrixoberfache abgeblasen.
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4.3.9.2. Aufnahme der MAL DI-Massenspektren

Die Proben wurden an einem Shimadzu Kratos Kompact MALDI FTOF Massenspektrometer
vamessen. Die Messungen eafolgten be ener Wdlenldnge von 337 nm mit enem
fokussierten Lasersrahl mit einer Energiedichte von 10°-10° Wxem2 und einer um 30-60 %
verminderten Intenstét des Laserdrahls sowie einer Beschleunigungsspannung von 20 keV.
Zur Aufnahme der Spektren wurden unter gleichbleibenden Bedingungen mehrere Laserpulse
akkumuliert. Die Kdibration efolgte extern mittels humaner Substanz P (M, = 1347,7 Da)
und Rinderinsulin (M, = 5733,6 Da).

4.3.10. ESI-Massenspektrometrie
4.3.10.1.Allgemeiner Betrieb, Kalibration und Feinabstimmung

Die ES-MS-Andysn wurden an e@nem FHnnigagn MAT TSQ 700 Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer (Sen Jose, Cdifornia, USA), ausgedtattet mit einer  konventionellen
Finniggn MAT (San Jose, CA) Elektrospray-Qudle (50 um I.D. fused silica-Kapillare)
durchgefiihrt. Je nach Bedingungen wurde ene Spannung von £ 3,5-5 kV an die ESI-Nadel
angdegt. Be on-line-LC-ESI-MS-Experimenten wurde Sheath-Gas (N2, 99,999 % Reinheit,
50-75 ps Druck) und Sheath-Hussigkeit (MeOH/H,O, 70/30 (v/v) oder 100 % Isopropanol)
zur Stabiliderung des Elektrosprays wahrend der Gradientendution verwendet. Je nach
Bedingungen wurde die Temperatur der beheizten Kapillare auf 190-210°C eingestdlt. Die
Aufnahme von Ubersichtsspektren erfolgte in Q1 oder Q3 bel einer Scan-Geschwindigkeit
von 500 Das®. Die Daenaufzeichnung efolgte mit Hilfe einer DEC 3000 Workstation. Die
Daten wurden mit Hilfe der ICIS Bioworks Software (Verson 8.3.0.) auf einer DEC-Sation
ausgewertet [540]. Die vollautomatische Interpretation der ClID-Massenspekiren erfolgte mit
Hilfe des SEQUEST™™ Algorithmus welcher in der ICIS Software (Version 8.3.0.) enthalten
war. Kdibraion und Tuning efolgten mit Hilfe synthetischer Peptide Die
Kaibrationddsungen wurden entweder mit Hilfe der Spritzenpumpe oder der NanoES in das
MS-Geréd infundiet. Die MS-Linsen wurden massensunabhdngig, dle anderen Variablen
dagegen massenabhéangig engestd|t. Fr die Feinabstimmung der
phosphorylierungsspezifischen Scantechniken  wurden gynthetische  Phosphopeptide
verwendet. Eine detallliete Beschreilbung von Kadibration und Feinabsimmung findet sch im
Bedienungs-Handbuch des TSQ 700. Ba Anwendung spezidler Scanmethoden wurden einige
gerdetechnische Eingdlungen und Abléufe mit Hilfe der Instrument Control Language (ICL)
programmiert. Die on-line-Kopplung von Kapillar-LC und MS efolgte mit Hilfe von Micro
Unions (Upchurch). Be Flussaten < 10 pbmin! kommt es be der Finnigan-ESI-
Kongruktion zur Bildung von Luftblasen, was schliefdich zu unregemédgen Pulsationen des
Elektrogprays fuhrt. Aus diessm Grund wurde mit ener Spritzenpumpe dabiliserende
Sheath-Hissgkeit Uber en T-Stick am Einlass der ES-Kapillare zugefihrt [76]. Zur
optimaen totvolumenfreéien Kopplung wurden die Kapillarenden plan geschnitten, wenn
erforderlich nachgeschliffen.

4.3.10.2.Allgemeine Vorschrift zur Spritzenpumpeninfusion

Hierzu wurde die Probenigsung mit einer Glasspritze, welche Uber eine fused silica-Kapillare
(50 pm 1.D.) direkt an die ES-Kapillare des ESl-Interfaces gekoppelt wurde, bel den
auggewdhlten Hussraten ins MS infundiert. Im pogtiven loniserungsmodus wurden die
Proben in wéssiger 50 % MeOH, X % Amesensdure (X = 0,1-1), im negativen
lonisierungsmodus in wassriger 50 % MeOH X % NH;OH (X = 1-5) gel6st.
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4.3.10.3.Allgemeine Vorschrift zur NanoES-MS

Fur die NanoES-MS-Besimmungen wurde die Probe in 1-10 pl Nanospraylosung gelost. Im
positiven loniserungsmodus wurde hierzu wéssrige 50 % MeOH, X % Ameisensaure (X =
0,1-5; entgorechend den Experimenten), im negativen loniserungs-Modus waéssrige 50 %
MeOH, X % NH4;OH (X = 1-5) verwendet. Die mit Probenlésung gefllite Nanospraynadd
wurde 2 min lang be 4000 Usnin' zentrifugiet und dann unter mikroskopischer Kontrolle
die Spitze der Nanospraynadd gedffnet. Anschliel?end spannte man die Nanospraynadd in die
NanoES-Hdterung und postionierte diese unter Viodeobeobachtung koaxia 1-2 mm vor die
Offnung der beheizten Kapillae (MS-Einlass). Die Zindung der Nadd efolgte durch
Anlegen der Spannung (in der Regel 700-900V).

4.3.10.4.uLC-MS-Experimente

Uber ein Microthight Union (Upchurch) wurde entweder der Saulenauda® (ohne UV-
Detektion) oder der Audal? der Bubble-Zdle (mit on-line-UV-Detektion) an die ESl-Kapillare
(190 um A.D., 50 oder 75 pm 1.D.) des ES-Interfaces gekoppdt. Zur Stabiliserung des
Sprays wurde dem Saulenduat (5 pimin® Flussae) mit dnem T-Stiick Sheath-Fliissigkeit
(100 % i-Propanol oder wassriger 50 % MeOH, Flussrate 5 plxmin't) zugefiihrt.

4.3.10.5. TFA-saure positiv/negativ-1 onen-pL C/ESI -sCI D-MS-Hybrid-Scantechnik

On-line-uLC/UV/ESI-sCID-M S-Hyhbrid- Scanmethode mit Polaritétsvechsd und
Potentidstufung im erden fokusserenden Quadrupol (Oktapol) des Massenspektrometers.
Die von der Saule duierenden enzymatisch erzeugten Peptide wurden on-line mittds fused-
dlica-Kepillaae (75 wpm 1.D) ins MSGea infundiet. Zur Erzeugung der
phosphorylierungsspezifischen [POs] -Markerionen (bei nmvz 79) wurde im  Skimmerbereich
im negativen lonenmodus ein hohes Potentid (SCID, gpicid = 40 V) angdegt und dabe auf
m/z 79 gescant (1,5 sec). Zur Ermittlung der Molekilionen wurde im postiven Ionenmodus
be niedrigem Potentid (apicid = -10 V) fur 3,5 sec (in Q3) Uber den Bereich von nmv/z 300-
2500 gescannt.

Die MS-Datenaufnahme erfolgte mit Hilfe folgender 1CL- Aufnahmeroutine:

ICL-Vefaren: mpeptd9.icl

sw 79 #auf m/z 79 umschalten
avg 2 # Aufnahme Eingdlung

initg # Grafik initidisgeren

whilert # 'wahrend der LC-Eution
%1=sens (59) # Sensor 59 fur UV-Spur

neg; spray=5.0; apicid=40; neghyb; fm=78.7; Im 78.9; ¢=1.5;go
# negativer Modus, ESI- Spannung 5 kV; Oktapol Offset 40 V; Tune-
File neghyb einlesen; 1,5 sec scannen my/z 78,7-78,9

pos; spray=5.0; apicid=-10; poshyb; fm=300; Im 2500; $=3.5;go; stop (%1) plot ( ,%1,1)
# pogitiver Modus, ESI- Spannung 5 kV; Oktapol Offset -10V; Tune-
File poshyb einlesen; 3,5 sec scannen m/z 300-2500

end

avg0
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4.3.10.6.Alkalische negativ-1onen-uL C/ESI-API-Cl D-MS-Hybrid-Scantechnik

Alkdische on-line  negativ-lonen-uLC/ESI-SCID-M S-Hybrid-Scanmethode  mit  Potential-
Stufung im ersten fokussierenden Quadrupol (Oktapol) des Massenspektrometers. Das von
der Séule duierende HSP (30 pmol absolut) wurde on-line (75 um 1.D. fused-silica-Kapillare)
ins MSGed infundiet. Zur Erzeugung der phosphorylierungsspezifischen [POs]” und
[H2oPO4] -Markerionen (bei mvz 79 bzw. mvz 97) wurde im Skimmerbereich im negativen
lonenmodus ein hohes Potentia (SCID, apicid = 70 V) angelegt und dabel fir 1,5 sec Uber den
Bereich von nm/z 75-100 gescannt. Zur Ermittlung der Molekilionen wurde im negativen
lonenmodus bel niedrigem Potentid @picid = 0 V) fir 3 sec (in Q3) Uber den Bereich von nvz
300-2500 gescannt.

Die MS-Datenaufnahme erfolgte mit Hilfe folgender 1CL- Aufnahmeroutine:

EMUL T=1800;prof;avg=2;neg
WHILE RT <0.3
GO;STOP

END

WHILE RT <5
apicid=70

fm=75; Im=100;9=1.5;go
apicid=0
fm=300;Im=2000;=3;go
STOP

END

avg=0

OFF,ASTOP

4.3.10.7.Mikro-Spraytechnik fur die alkalische negatiwl onen-uL C/ESI-MS-Peptidmassen-
Bestimmung und Fraktionierung

Die Trennung der Peptidmischung efolgte unter akaischen Bedingungen (pH 10,5, NH;OH)
bei einer Flussate von 4 plxnint. Uber ein FStiick (VICI) wurde am Saulenauda’ Methanol
be ener Fusyae von 1 plmin® zugefiihrt. Zur gldchzeitigen Fraktionierung und on-line-
ESI-MS-Andyse wurde der xyz-Nanosprayschlitten technisch modifiziet. Die Hdterung fur
off-line-Nanospraynadeln wurde durch ene Kungsoffhdterung (A.Beck in Zusammenarbeit
mit Lehrwerkgatt der Frma Fischer, Waddachtad, Tummlingen) ersetzt, mit welcher en
Mikro-T-Stlick aus Titan (VICI) fixiert werden konnte. Das Mikro-T-Stiick diente gleichzeitig
as dektrischer Kontakt fur die Mikro-ESI und zum Splitten des Eluates. An der Bohrung des
Mikro-T-Stlicks hatte die Hussgkeit Uber das Metdl eektrischen Kontakt. Eine PFicoTip
(fused silica 75 um 1.D., 360 pm O.D., Offnung 30 + 2 um, New Objective) wurde as ESI-
Nadd verwendet und ewa 2 mm vor dea Orifice-Offnung des MS-Gerdtes unter
Videokontrolle pogtioniert. Mit einer 50 pum 1.D. fused-slica Kapillare wurde das Saulenduat
in dnem Verhdtnis von 12 gexlittet, wobe 1,7 pbmin' ins MS-Gerd infundiert, die
reslichen 33 pmin® gesammet wurden. Von den gesammeten Fraktionen wurde die
Radioaktivitét (Cerenkov-Counter) bestimmt.

4.3.10.8.uIMAC/M S-Analysen von Phosphopeptiden

Zur pIMAC wurde ene fused slica-Kapillae 95 mm x 250 pm [.D. mit hydrophilen
Durapor-Fritten (045 pm Porengrof3e), gefullt mit Metdlchdat (POROS MC, 20 pm
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Partikelgrofe), hergestellt von E. Rapp (Uni Magdeburg), verwendet. Die Saule wurde bei
dner Fussae von 4 plxin! berieben (Eldex-HPLC-Pumpe). Zum Auftragen der
unterschiedlichen  Spll-, Aktivierungs- und Probenldsungen wurden zwei Rheodyne (Moddll
8125) Injektionsventile verwendet: V1 mit 200 pl Probenschleife, V2 mit 5 yl Probenschleife.
Das Elutionsprofil wurde bel 214 nm UV-Absorption aufgezei chnet.

Ba da off-ineeMehode wurde das Saulenduat manudl  fraktioniet, am
Vakuumkonzentrator  eingetrocknet  und  anschlieffend  durch  positiv-1onen-NanoES-M S
andysert.

Ba der on-line-Methode wurde das Saulenduat Uber en T-Stiick ba ener Hussrate von 1
pbmin zusammen mit Sheath- Fliissigkeit direkt dem ESI- Interface zugefihrt.

Der exakte methodische Ablaf enschliedich  dler  Aktivieeungs-, Spil-  und
Elutionddsungen it in Kap. 5.7 aufgefihrt.

4.3.10.9.SEQUEST [206,247]

SEQUEST ig en Programm, welches automatisch nicht-interpretierte MS/MS-Spekiren mit
aus Proteindatenbanken stammenden Peptidsequenzen korreliert [164,247]. Die Anayse
beginnt mit der Computer-Reduktion der MS/MS-Daten. Jedes TandemMassenspektrum
durchlauft zwei Arten der DaenVorbearbeitung. Bel der ersten Methode (search
preprocessing) werden die Daten der Spekiren zu einer Lise von Massen und Intensitéten
konvertiert. Innerhab enes 10 Da groflen Fensters um das Elternion werden dle Daten
entfernt. Die Intendtéten der lonen werden auf 100,0 normdidert. Alle lonen mit Ausnahme
der 200 intensvsten werden nun aus der Datel entfernt. Mit der zweiten Methode (correlation
preprocessing) wird das experimentdl emittdte Spektrum fir die Korrdationsandyse
vorbereitet. Zundchst wird ein 10 Da grof3es Fenster um den m/z-Wert des Elternions entfernt
und das Spektrum in 10 gleich grofe Sektionen eingeteilt. Die lonen jeder Sektion werden auf
enen Maximdwert von 50 normdiset. Die Proteinsequenzen werden nun  schrittweise
analysert bis die ganze Datenbank durchsucht ist. Zur Berechung der Molekulargewichte der
aus der Datenbank stammenden Peptidsequenzen werden die durchschnittlichen chemischen
Aminosduremassen  verwendet. Zur Berechung von Phosphopeptiden verwendet man die
Massenwerte 167,08 Da (pSer), 181,11 Da (pThr) und 243,18 Da (pTyr).

Ein prelimnary score (Sp;) wird durch den Vergleich der vorprozesserten Daten und der
vorhergesagten  Fragmentionenwerte dler aus der Datenbank stammenden  Sequenzen nach
Gl. 4.1 berechnet:

S = (& imni(t+b ) +r)/h (Gl 4.),

wobel iy die entsprechende Intensté (innerhdb +1 u), n die Anzahl der entsprechenden
Fragmentionen, b die Kontinuitét der b- und y-lonen, r die Anwesenhdat von Immonium-
lonen im Spektrum und ihre entsprechenden Aminoséuren in der errechneten Sequenz und hy
die Gesamtanzahl der erwarteten Fragmentionen ist.

Eine hohe Ubedngimmung zwischen aufgenommenem Spektrum und Kandidaten Sequenz
lifet einen hohen Sy-Wert. Die besten 500 Sequenzen werden nun mittels ener cross-
correlation-Andyse verglichen. Dazu bildet man fir jede diess Seguenzen 6n
rekonstruiertes MS/MS-Spektrum und vergleicht durch Uberlagerung der Spektren deren
Ubereingimmung. Sind zwei MS/MS-Spektren identisch oder nahezu gleich, dann ha die
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Korrdaionsfunktion ein Maximum am O Offset. Be der cross-correlation-Andyse erhdt
man 2zwe untechiedliche Wete Xcor  (correlation-value) und DC, (Differenz der
normaigerten Xcorr-Werte des hdchsten und der weiter unten aufgeliseten Kandidaten). Eine
hohe Ubereingimmung liefert einen hohen Xcorr-Wert, da dieser von der Quditét des MSMS-
Spektrums und der Uberéingimmung der Sequenz des Kandidaten abhangt. Fir eine
eindeutige Unterscheidung zwischen richtigen und fadschen Treffern solite nach Eng et al. der
Xeorr-Wert > 2,0 sein [164,179,541]. Ein hoher DC,-Wert (generdl > 0,1) seht fir eine gute
Korrdation zwischen dem ermittdten MSMS-Spektrum und der Sequenz des aufgdisteten
Kandidaten [179,542]. Da der DC,-Wert von der Grofe der Datenbank @héngt, erhoht sich
mit zunehmender Anzahl der Daenbankeintrége auch die Sgnifikanz der Andyse. Aufgrund
ener nicht augeichenden Anzahl von Verglechssequenzen kann eine Suche innerhdb einer
enzenen Protensequenz somit zu faschen Treffern mit grolen DC,-Werten fuhren. Sind die
Peptide langer ds 15 Aminosauren, ausreichend Fragmentionen vorhanden und der Xeor-Wert
zudem reaiv hoch, konnen DCn-Werte > 04 erhaten werden, die eine aularst verlddiche
Unterscheidung zwischen richtigen und faschen Treffern ermoglichen. Peptide, bestehend aus
weniger ds 6 Aminosiuren snd im dlgemenen fir diese Art der ldentifiziierung nicht
geeignet. SEQUEST wird insbesondere bel der Mikro- und Nano-on-line-LC-ESI-MSMS-
Identifizieeung  undloder  -Charekteriserung  von  Proteinen, unter  anderem  von
Phosphorylierungen, eingesetzt [36,186,201,226,542-545]. Fir die ldentifizierung wurde ene
"homo  sgpiens’  Unterdatenbank der OWL  Proteindatenbank  (Verson  30.2,
http://bmbsgi11leeds.ac.uk/bmbSdp/owl.html, 1,7 Millionen Eintrége, loka abgespeichert,
aus dem Internet heruntergeladen) in Form eines ASCIl Text-Files im FASTA Forma vom
Nationd Center for Biotechnology Information (Washington, DC, USA) verwendet. OWL ist
ene nicht-redundante Datenbank, welche Proteinsequenzen von GenBank (Nationd Center
for Biotechnology Information, Washington, DC, USA), SWISS-PROT (Swiss Inditute of
Technology, Genf, Schweiz), Protein Information Resource (Nationa Biology Resource
Foundation, Georgetown, Washington, DC, USA) und Protein Database Brookhaven
(Brookhaven Nationa Laboratory, Brookhaven, NY, USA) enthdlt.

4.3.10.10. I nternetseiten

Die Hauptsaite des ExPASy-Servers befindet sch im Internet unter folgender Adresse:
http:/Mww.expasy.ch/. Die site map von ExPASy (http:/AMww.expasy.ch/stemap.html) dient
as Pattform fir den Zugang der Datenbank- und Bioinformtik-\Web- Saiten.

Tab. 4.1. Ubersicht der Programme und Web-Seiten zur Auswertung von MS-Daten.

Programme | Web-Seiten

Peptidmassen-Fingerprinting

Pepl dent http://www.expasy.ch/tool §/peptident.html

MS-Ft http://prospector.ucsf.edw/ucsthtml 3.2/msfit.htm

PeptideSearch http://mww.mann.embl- heidel berg.de/Services
PeptideSearch/FR_PeptideSearchForm.html

MassSearch http://cbrg.inf.ethz.ch/subsection3 1 3.html

ProFound http://prowl.rockefdll er.edu/cgi- bin/ProFound

Mascot: Peptide Mass Fingerprint http://Amwww.meatrixscience.comv/cgi/index.pl 2page=/sear
ch form_sdect.html
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Tab. 4.1. Fortsetzung.

CombSearch: Peptide Mass
Fingerprinting

http://cuivww.unige.ch/~hammerl4/combsearch/

Peptid-Sequenz-Tags von MS/MS oder MALDI-PSD

MSTag http://prospector.ucs .edw/ucsthtml 3.2/mstagfd.htm
http://fa con.ludwig.udl .ac.uk/ucsthtml 3.2/mstagfd.htm

PepFrag http://prowl.rockefeler.edu/PROWL /pepfragch.html

Peptide Search http:/Avww.mann.embl- hei del berg.de/Services/
PeptideSearch/FR_PeptidePatternForm.html

Mascot http:/Avww.matrixsci ence.com/cgi/index.pl Zpage=/sear
ch form sdect.html

SEQUEST http://thompson.mbt.washington.edu/sequest/

Protein-Sequenz-Tags

Tagldent http:/AMmww.expasy.ch/tool stagident.html

PeptideSearch http:/mww.mann.embl- heidel berg.de/Services
PeptideSearch/ FR_PeptidePatternForm.html

MS-Tag http://prospector.ucs .edu/ucsthtml 3.2/mstagunk.htmi

Mascot: Sequence Query

http:/Awww.meatrixscience.comv cgi/index.pl 2page=/
search form_select.html

CombSearch: Tagging

http://cuiwww.unige.ch/~hammerl4/combsearch

Peptidmassen-Fingerprinting und

Sequenz-Tags

MS-Edman

http://prospector.ucsf.eduw/ucsthtml 3.2/msadman.htm
http://fal con.ludwig.ucl.ac.uk/ucsfhtml 3.2/msedman.htm

Mowse http://srs.hgmp.mrc.ac.uk/cgi-bin/mowse
CombSearch http://cuiwww.unige.ch/~hammerl4/combsearch/
M ascot http://Mww.matrixscience.com/cgi/index.pl 2page=/

search form sdect.html

Aminosauren-Zusammensetzung

AACompldent

http://www.expasy.ch/tool Saacomp/

PROPSEARCH

http://Mmww.embl-hel delberg.de/aaa.html

Protein-Aminosiuren-Zusammensetzung, Sequenz-Tag, Peptidmassen-Fingerprinting

Multildent

| http://Aww.expasy.ch/toolmultiident/

massenspektrometrisch ermittelter

I dentifizierung von Protein-Modifikationen durch Vergleich theoretischer und

Peptidmassen

FindMod tool

| http://Amww.expasy .ch/tool sfindmod/

Theoretische Berechnung von Peptidmassen

MS-Digest

http://prospector.ucsf.edu/ucsfhtml 3.2/msdigest.htm

PeptideMass

http:/Amww.expasy.ch/tool /peptide- masshtml

Theoretische Berechnung der Fragmentionen von Peptid-Cl D-Experimenten

M S-Product

http://prospector.ucsf.edu/ucsthtml 3.2/msprod.htm

Proteinen

Berechnung theoretischer pl (isoelektrischer Punkt) und Mw (Molekulargewicht) von

Compute pl/Mw tool

| http://Amww.expasy.ch/tools/pitool.htm
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5. Ergebnisse
5.1. Im Gel-Verdau SDS-PAGE getrennter Proteine

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist die effektivde Methode zur
Trennung komplexer Proteinmischungen. Fir die anschlieflende  massenspektrometrische
Anadyse der PAGE-getrennten Proteine missen diese zundchgt aus der Gematrix isoliert
werden. Proteine lassen sch jedoch nur sehr schlecht aus dem Gd isolieren. Dagegen lassen
gch Peptide rdativ einfach und zudem s effizient duieren. Enzymatische im Ge-Spdtung
PAGE-getrennter  Proteine und anschliellende MS-Andyse der resultierenden Peptide ist
deshdb die Methode der Wahl zur Identifizierung und Charakteriserung geringster
Proteinmengen. Eine empfindliche Andyse erfordert ein hohes SN be der MS-Bedimmung.
Neben ener effizienten Peptiddution sollte deshdb auch en moglichs geringer chemischer
Untergrund angestrebt werden. Deshdb dand zunéchst die Entwicklung einer optimaen
Prozedur des im Gd-Vedaus im Vordergrund. Die enzymatische Spdtung im Gd  <ollte
sowohl auf Silber- as axch af Coomesse Brilliant Blue (CBB) geféabte Proteingee
angewandt werden konnen. Zudem sollte se auch die Schritte der Reduktion (Dithiothreitol
DTT) und Alkylierung (4-Vinylpyridin) enthdten. Die exakte Vorschrift des im Gd-Verdaus
it in Kap. 4.3.2 beschrieben. Zur Optimierung des im Gd-Verdaus wurde SDS-PAGE-
getrenntes, CBB-gefarbtes Rinderssrumadbumin ds Moddlprotein  eingesstzt. Die  Effizienz
des Vedaus wurde anhand des RP-HPLC Peptidfingerprints (UV-Absorption be 214 nm)
Uberprift. Die enzelnen Schritte des optimierten im Gd-Verdaus insbesondere die Elution
der Peptide, wurden mit Hilfe 'in vivo' radioaktiv markierter und SDS-PAGE getrennter HIR-
b-UE (Wildtyp und Mutante) quantitativ untersucht. Die quantitative Anadyse der enzelnen
Verdauschritte efolgte anhand der  emittdten  Radioaktivitéien  (Cerenkov-Signde).
Zusitzlich wurde der im Gd-Verdau auf eine 'in vivo' (Zdlkultur) isoliete und SDS-PAGE
getrennte Mutante der HIR-b-UE angewendet. Die Effizienz des im Gd-Verdaus wurde mit
Hilfe eines on-line-uL C(UV)/ESI-M S- Peptid-Mappings Uberprft.

5.1.1. Durchfihrung des Experimentes

Zur quantitativen Kontrolle der einzenen Schritte des im Gd-Verdaus wurde [*?P]-radioaktiv
markierte HIR-b-UE engesatzt. Trandent trandfiziete (HIR) HEK 293 Zedlen wurden dazu
mit [32P]Orthophosphat zunichst 'in vivo' mearkiert, der Rezeptor mittels Immunprézipitation
(Antikorper 83-14) aus dem Zdlysat isoliet und durch SDS-PAGE aufgerenigt. Aufgrund
des radioaktiven Ansatzes konnte nur eine aulerst begenzte Zdlkulturmenge engesetzt
werden. Die b-UE konnte deshdb nur autoradiographisch und nicht durch CBB-Férbung
detektiert werden. Mit Hilfe enes Cerenkov-Counters wurden be jedem Verdauschritt die
Radioaktivitdten (Counts Per Minute CPM) sowohl der Lésungen as auch der Gestiicke
betimmt und zur Beurtellung der einzelnen Schritte graphisch dargestdit. Die b-UE wurde
vor ihrer tryptischen im Gd-Spdtung ebenfdls im Gd reduziet (DTT) und dkyliert (4-
Vinylpyridin). Das Molekulargewicht der enzdnen Cydenrete erhohte sich aufgrund der
Alkylierung um jewels 105 Da (Abb. 5.2). Aufgrund unvollsténdiger Umsstzungen konnten
Disulfidbriicken (-S'-S'-) zwar reduziert (Molekulargewicht der Cysteine somit 1 Da erhéht),
die Thiolgruppen (-S''H) aber eventudl nicht akyliet werden. Aufgrund seiner hohen
Pufferkepazitdt im Bereich zwischen pH 8-85 wurde en TrisHCL Puffer as Spil- und
Resktionddsung verwendet. Die Konzentration der Protease (Trypsin zur Seguenzierung)
betrug 25 ngxi™ im Verdaupuffer. Der Verdau erfolgte bei einer Temperatur von 37°C (ber
Nacht (16 h). Durch wiederholtes Spllen wurde zum einen der chemische Hintergrund aul3erst
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niedrig gehdten, zum anderen wurden die fir die proteolytische Spatung notwendigen

Reaktionsbedingungen gewahrlei stet.

5.1.2. Reduktion, Alkylierung und Verdau
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Abb. 5.1. Balkendiagramm-Darstellung der Cerenkov-Sgnale (CPM), welche wahrend der
einzelnen Schritte des im Gel-Verdaus von den Gelsttickchen bestimmt wurden. (A) Vergleich
der CPM-Werte vor und nach dem ersten Spulschritt, (B) vor und nach Reduktion/Alkylierung
(DTT/4-Vinylpyridin), (C) vor und nach Verdau (Trypsin). Die Proben waren: Gelbande zur
Kontrolle (Blank Gel); immunprazpitierte 'in vivo' [*2P]-markierte HIR-b-UE (HEK-293-
Fibroblastenzellen): nicht-insulinstimulierte und insulinstimulierte (107 mol** fiir 5 min bei
37°C) Wildtypen (IR wt- bzw. IR wt+); nicht-insulinstimulierte und insulinstimulierte 1077
mol¥®; 5 min bei 37°C) 3fach Serin-Mutanten (3 Ser- baw. 3 Ser+). Die abgebildeten Werte
entsprechen den Mittelwerten der 3fach (je 3 min) bestimmten CPM-Werte.
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Abb. 5.2. Reaktionsschema der Reduktion (A) und Alkylierung @) von Disulfidbricken. I:
Uber Disulfidbriicke ¢S'-S'-) verknipfte Proteinbereiche; 11: zur Reduktion der S'-Reste
eingesetztes Dithiothreitol (DTT); Ill: Cysteinrest mit freier Thiolgruppe (-S''H); IV: 4-
Vinylpyridin. Reduktion (DTT) und Alkylierung (4-Vinylpyridin) der S' filhrt zu einer
Erhohung des Mol ekulargewichts um 105 Da.

Bem erden Schritt des im Ge-Verdaus werden die Verunrenigungen (Acrylamid, SDS
usw.), die infolge der SDS-PAGE auftreten, ausgewaschen. Be CBB-geférbten Proteinen
wird dabe glechzetig die Fabung entfernt. Durch die Splilschritte wurde die in den
Geddiicken enthatene Radioaktivitdt (CPM-Werte) stark erniedrigt (durchschnittlich 51,1 %,
Abb. 51A). Durch das Spilen der Gedlcke konnten somit auch Sdze (ua nicht
umgesetztes [32P]Orthophosphat) aus dem Gel duiert werden. Nach der Reinigung wurden die
Proteine im Gd reduziert (DTT) und dkyliet (4-Vinylpyridin). Obwohl die Gesiicke bel
diesen Schritten ebenfals ausgiebig gesplilt wurden, verringeten dch die CPM-Waerte
lediglich um durchschnittlich 15,2 % (Abb. 5.1.B). Es kann somit davon ausgegangen werden,
dass be diesen Schritten nur wenig Protein verloren wurde. Die tryptische Spdtung erfolgte
16 Stunden lang bel einer Temperatur von 37°C. Wahrend des Verdaus nahmen die CPM-
Werte durchschnittlich um 179 % ab (Abb. 51.C). Die Abnahme der Radioaktivitéat ist
jedoch nicht auf einen Verlus von Proteinen bzw. Peptiden zurlckzufiihren, sondern erfolgt
vidmehr aufgrund der relativ kurzen Halbwertszeit des [32P]-Isotops von lediglich 14 Tagen.

5.1.3.Elution der Peptide

Nach der proteolytischen Spdtung wurden die Peptide aus dem Gd duiet. Um dne
maglichst hohe Sequenzabdeckung zu erhdten, wurde ene vollsdndige Elution der Peptide
angedtrebt. Zur Elution wurden deshab Losungsmitte unterschiedlicher Polaritét  eingesetzt.
Im Durchschnitt konnte 85,4 % der Radioaktivitéat aus dem Ge duiert werden (Abb. 5.3). Zur
Vermeadung hydrolytischer Peptidspaltungen erfolgte die Elution unter besonders schonenden
Bedingungen. Die Elutionsvolumina wurden zudem sehr knapp bemessen. Zur Verhinderung
der Oxidation von Methioninresten wurde sehr rasch gearbeitet.
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Abb. 5.3. Balkendiagramm-Darstellung der Cerenkov-Sgnale (CPM), welche vor und nach
der Elution der Peptide aus dem Gel bestimmt wurden. Bedingungen siehe Abb. 5.1.

514. ImGe-Verdau und pLC/ESI-MS-Peptid-Mapping der HIR-b-UE

Ba diesem Experiment wurde die Quditét des im Gd-Vedaus anhand der ermitteten
Protein-Sequenzabdeckung  Uberprift. Ein aus Zdlkultur isolietes mutiertes Protein wurde
zunéchg  tryptisch im  Gd gespdten und anschlieflend  die  resultierenden  Peptide
massengpektrometrisch mit  Hilfe enes  postiv-lonenulLC/ES-M S-Experimentes  untersucht.
Die Peptide, welche die mutieten Aminosduren enthidten, soliten ebenfdls detektiert
werden. Fur die Andyse wurde eine SDS-PAGE aufgereinigte, CBB-geférbte Gelbande einer
3-fach Tyrosn (Y1146/50/51) gegen Phenyldanin (F) punktmutieten HIR-b-UE engesetzt.
Der Insulinrezeptor wurde durch Immunprézipitation aus trangent trandizieten (HIR) HEK-
293-Zdlen isoliert. Das Protein wurde im Gd reduziet (DTT), akyliet (4-Vinylpyridin) und
tryptisch gespdten. Die tryptischen Peptide wurden nach ihrer Elution aus dem Gd im
Vakuumkonzentrator getrocknet. Die Identifizierung der Peptide efolgte durch Vergleich der
be der ULC/ESI-MS-Bestimmung ermittelten tryptischen Peptidmassen mit den theoretisch
berechneten Peptidmassen. Wahrend der LC wurde ein on-line-UV-Chromatogramm (214
nm) aufgenommen (Abb. 5.4.C). Die eingesetzte Proteinmenge wurde auf der Basis der im
UV-Chromatogramnm ermittdten Sgndintengtdten af etwa 20-40 pmol (ca. 1,2-25 Q)
gexchédtzt. Be dem PLC/ESI-MS-Expeiment konnte neben dem UV-Chromatogramm auch
en lonenchromatogranm (Base-Peak-Chromatogramm, BPC, Abb. 54.B) aufgenommen
werden. Zur Gewdhrung konstanter Spraybedingungen wurde dem Sauendluat wéhrend des
gesamten Experimentes Sheath-Fliissigkeit (70 % MeOH in Wasser (Viv), 5 plxnin?)
zugemischt. Die Peptide wurden mit Hilfe der FinnigantrESI-Qudle ins Massenspektrometer
infundiert.
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Tab. 5.1. Tabellarische Auflistung der Peptide, welche beim uLC/ES-MS-Peptid-Mapping
(TSQ 700) der tryptisch im Gel gespaltenen Mutante (Y1146/50/51F) der HIR-b-UE (Abb.
5.4) ermittelt wurden.

Fragment: R IMHH] i@ | IMHH] i [Dm®@ [MC® | Mut® [ Aminosiuresequenz
Pos. in b-UEY | [min] best. theor.
Tq:766-774 71,3 9738 (+1) 973,6 0,2 0 ESLVISGLR
4875 (+2)
T,: 775-780 51,7 7804 (+1) 7804 0,0 0 HFTGYR
T3: 781-74 578 1750,7 (+1) 1750,8 0,1 0 IELQACNQDTPEER
8763 (+2)
T4 795-804 595 11317 (+1) 1131,6 0,1 0 CSVAAYVSAR
56,1 (+2)
Ts: 805-810 46,6 676,2 (+1) 676,3 0,1 TMPEAK
Te: 811-836 939 |(30182 30175 0,7 ADDIVGPVTHEIFEN
15006 (+2) NVVHLMWQEPK
1007,0 (+3)
T,: 837-850 87,2 16524 (+2) 1651,9 0,5 0 EPNGLIVLYEVSYR
8267 (+3)
Tg: 852-863 68,0 15259 (+1) 1525,7 0,2 0 YGDEELHLCVSR
7636 (+2)
T4:864-870 55,7 900,6 (+1) 900,5 0,1 1 KHFALER
T10:865-870 595 7723 (+1) 7724 01 0 HFALER
T11:874-885 62,2 1319,2 (+1) 1318, 7 05 LRGLSPGNYSVR
6607 (+2)
T,1,:876-887 62,2 1319,2 (+1) 1318, 7 05 1 GLSPGNYSVRIR
660,7 (+2)
T12:043.981 01 |44335 a1 (14 |1 ROPDGPLGPLYASSN
2187 (+2) PEYLSASDVFPCSVY
14785 (+3) VPDEWEVSR
T14:944-981 921 (42771 4276,0 11 0 QPDGPLGPLYASSNP
21391 (+2) EYLSASDVFPCSVYV
14265 (+3) PDEWEVSR
T15:984-988 63,9 615,3 (+1) 6154 0,1 0 ITLLR
T16:989-1004 73,7 17157 (+1) 17148 0,9 0 ELGQGSFGMVYEGN
8584 (+2) AR
T17:1005-1018 63,9 15294 (+1) 15289 05 1 DIIKGEAETRVAVK
T15:1019-1027 50,8 976,8 (+1) 976,5 0,3 0 TVNESASLR
T19:1030-1040 774 1280,6 (+1) 1280,7 0,1 0 IEFLNEASVMK
6409 (+2)
T50:1041-1049 54,3 1160,8 (+1) 1160,6 0,2 0 GFTCHHVVR
5810 (+2)
T541:1050-1056 595 7154 (+1) 7155 01 0 LLGVVXK
T2,:1057-1073 88,8 18396 (+1) 1839,0 0,6 0 GQPTLVVMELMAHG
9201 (+2) DLK
T23:1074-1077 50,8 538,2 (+1) 538,3 0,1 0 SYLR
T,4:1078-1114 113 | 4025,8 4024,0 18 0 S RPEAENNPGRPPP
20134 (+2) TLQEMIQMAAEIAD
13425 (+3) GMAYLNAK
1006,5 (+4)
T,5:1115-1119 479 686,4 (+1) 686,4 0,0 0 KFVHR
T26:1120-1124 448 545,2 (+1) 545,3 0,1 0 DLAAR
T,7:1125-1135 63,9 1369,8 (+1) 1369,6 0,2 0 NCMVAHDFTVK
6854 (+2)
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Tab. 5.1. Fortsetzung.

Tog:1136-1143 63,9 896,3 (+1) 8964 01 0 IGDFGMTR
4486 (+2)
T9:1144-1153 | 83,1 1317,7 (+1) 1317,6 0,1 1 3F DIFETDFFRK
659,6 (+2)
T30:1144-1152 86 1189,7 (+1) 1189,5 0,2 0 3F DIFETDFFR
595,2 (+2)
T31:1154-1162 63,9 896,3 (+1) 8964 01 1 GGKGLLPVR
4486 (+2)
T3,:1157-1162 66,3 654,4 (+1) 654,4 00 0 GLLPVR
T33:1163-1170 68,0 9615 (+1) 91,5 00 0 WMAPESLK
4812 (+2)
T34:1171-1208 117 |42630 4262,1 09 0 DGVFTTSSDMWSFG
2132,0(+2) VVLWEITSLAEQPYQ
14221 (+3) GLSNEQVLK
T35:1209-1225 713 2061,8 (+1) 20609 09 0 FVMDGGYLDQPDNC
1031,5(+2) PER
T36:1226-1231 55,7 7344 (+1) 7344 0,0 0 VTDLMR
T37:1272-1292 87,2 |25104 2509,1 13 0 APESEELEMEFEDME
1255,7 (+2) NVPLDR
837,5 (+3)
T3g:1253-1292 939 |4752,6 4751,1 15 0 DDLHPSFPEV SFFHSE
2376,8 (+2) ENKAPESEEL EMEFE
1584,7 (+3) DMENVPLDR
1189,1 (+4)
T39:1305-1313 55,7 867,4 (+1) 8674 00 0 DGGSSLGRK
T40:1331-1339 66,3 1039,8 (+2) 1039,6 0,2 1 NGRILTLPR
T41:1334-1339 68,0 7124 (+1) 7125 01 0 ILTLPR

(1) Numerierung nach Ullrich et al. [546]

(2) monoisotopische Molekulargewichte der einfach protonierten Peptide

(3) MSDigest 3.1.1, ProteinProspector 3.2.1 © Copyright (1995-1999) The Regents of the University of
California; theoretisch berechnete Peptidmassen unter Verwendung folgender Eingaben:
Pyridylethyl-modifizierte Cysteinreste; Protease: Trypsin mit einer moglichen verpassten Schnittstelle; b-
Untereinheit des humanen Insulinrezeptors entspricht Aminosauren 724-1343

(4) Dm: Differenz zwischen den bestimmten und berechneten monoisotopischen Massen der einfach geladenen
Peptidionen

(5) Missed Cleavage (Protease tiberspringt eine Schnittstelle)

(6) Mut: Punktmutanten (Y® F)

Die Base-Peak- und UV-Chromatogramme (Abb. 5.4.B und C), welche bei dem uLC/ESI-
MS-Experiment der tryptisch im Ge gespdtenen Mutante (Y 1146/50/51F) der HIR-b-UE
aufgenommen wurden, zeigen deutlich, dass be der enzymatischen Spdtung des etwa 69 kDa
gro:en Proteins ene komplexe Mischung unterschiedlicher Peptide resultierte. Bel  der
Ermittlung der  Protein-Sequenzabdeckung  wurde die  Molekulargewichtserhbhung — der
Cygenrete um 105 Da (Alkylierung mit 4-Vinylpyridin) sowie die Mdglichkeit ener
Ubersprungenen  Protesseschnittstelle  berticksichtigt. Be dem  Peptid-Mapping  konnten
insgesamt 41 tryptische Peptide der mutierten HIR-b-UE bestimmt werden (Tab. 5.1), unter
anderem auch die Peptide, welche die mutierten Aminosduren (Y 1146/50/51F) enthielten. Das
dnfach fehigeschnittene Peptid D'**IFETDFFRK®® (T,0) eluierte bei einer Retentionszeit
von 831 min (Abb. 54.C). Es konnte anhand seiner einfach und zweifach postiv geladenen
[M+H]*- und [M+2H]**-Molekillionen bei 1317,7 m/z bzw. 659,6 mVz identifiziert werden
(Abb. 55.A). Ba ener Retentionszeit von 86 min euierte das korrekt geschnittene Peptid
DM FETDFFR™? (T3). Es konnte anhand seiner [M+H]*- und [M+2H]**-Molekilionen
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(m/z 1189,7 bzw. m/z 595,1) identifiziet werden (Abb. 55.B). Be dem Peptid-Mapping
konnte insgesamt eine Abdeckung der Proteinsequenz von 75 % erzidt werden (Abb. 5.6).
Ba der Andyse wurden zahlreche Sgnde emittdt, die nicht den theoretisch berechneten
Peptiden zugeordnet werden konnten. Da be der Berechung der theoretischen
Verdaufragmente  lediglich  eine  Ubersprungene  Proteaseschnittstele  sowie  Vinylpyridin-
modifiziete Cydenrese, jedoch keine zusizlichen Modifikationen wie z.B. Acrylamid-
Adduktbildung oder Oxidation von Methioninresten bzw. weltere verpasste Schnittstelen
berlicksichtigt wurden, gelt die ermittelte Protein-Sequenzabdeckung einen sehr hohen Wert

dar.

724 734 744 754 764
SLGDVGNVTV  AVPTVAAFPN  TSSTSVPTSP EEHRPFEKVV  NKESLVI SGL
774 784 794 804 814
RHFTGYRI EL  QACNODTPEE RCSVAAYVSA RTMPEAKADD | VGPVTHEI F
824 834 844 854 864
ENNVVHLMAQ EPKEPNGLIV  LYEVSYRRYG DEELHLCVSR KHFALERGCR
874 884 894 904 914
LRGLSPGNYS VRI RATSLAG NGSWEPTYF YVTDYLDVPS NI AKI || GPL
924 934 944 954 964

| FVFLFSWVI  GSI YLFLRKR OPDGPLGPLY  ASSNPEYLSA  SDVFPCSVYV
974 984 994 1004 1014
PDEWEVSREK | TLLRELGOG SFGWYEGNA RDI | KGEAET RVAVKTVNES
1024 1034 1044 1054 1064
ASLRERI EFL  NEASVMKGFT CHHVVRLLGV  VSKGOPTLW  MELMAHGDLK
1074 1084 1094 1104 1114
SYLRSLRPEA ENNPGRPPPT LOEM OVAAE | ADGVAYLNA KKFVHRDLAA
1124 1134 1144 1154 1164
RNCMVAHDFT  VKI GDFGMITR DI FETDFFRK  GGKGLLPVRW  MAPESLKDGV
1174 1184 1194 1204 1214
FTTSSDMAGF GVVLVEI TSL AEQPYOQGLSN EQVLKFVMDG GYLDQPDNCP
1224 1234 1244 1254 1264
ERVIDLMRMC  WOFNPKMRPT  FLEI VNLLKD DLHPSFPEVS FFHSEENKAP
1274 1284 1294 1304 1314
ESEELEMEFE DMENVPLDRS SHCOQREEAGG RDGGSSLGFK  RSYEEH PYT
1324 1334

HWGGKKNGR | LTLPRSNPS

Abb. 5.6. Sequenzabdeckung der Y1146/50/51F-Mutante der HIR-b-UE, welche bei dem
MLC/ES-MS-Experiment (Abb. 5.4) ermittelt werden konnte. Die Aminosduresequenz der
mutierten b-UE ist im Einbuchstaben-Code mit Numerierung nach Ullrich et al. [546]
abgebildet. Die ermittelten Sequenzabschnitte wurden unterstrichen, der Bereich, der die
Punktmutationen enthalt wurde grau unterlegt.
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5.2.2. RP-Mikro-Tips zur raschen Entsalzung von Proteinverdaus

Die Optimierung und Evduierung der RP-Mikro-Tips efolgle mit Hilfe der
Kapillarzonenelektrophoerese  (CZE). Zur Beflllung der Tips wurde ene Suspenson,
bestehend aus 10 mg RP-Materid in 1 ml Methanol, eingesetzt. Vor dr Beflllung wurde die
Suspenson mit Hilfe eines Vortexers homogen durchmischt und dann das entsprechende
Volumen (su.) auf die Fritte gegeben. Zur Optimierung der Tips wurde Hitzeschock-Peptid
(HSP, 6 pmolxi™ in Wasser) verwendet. Zunichst wurde die Wederfindungsrate des HSP in
Abhéngigkeit vom RP-Saulenbettvolumen ermittelt. Das Peptid wurde dazu auf die Mikro-
Tips aufgetragen, entsalzt, duiet und anschliefend mit Hilfe der CZE quantitativ bestimmit.
Es efolgten jewels Drefachbestimmungen unter identischen Bedingungen. Als Kontrolle
wurde jeweils die HSP-Lésung verwendet (6 pmolxl™ in Wasser). Fir den quantitativen
Vergleich wurden die, ba den CZE-Besimmungen ermittdten, Mittdwerte der HSP-
Peakfl&chen herangezogen.

6,31 min
0,068
. Kontralle
£ /
[
Lo
(o)}
=,
[
0
<
§ 6,63 min
< 4 pl Mikro-Tip
> /
5
— A
20,002 . . . | . . . . ]
5 7 9
Zdat [min]

Abb. 58. Kapillarzonenelektropherogramme der entsalzzen (Mikro-Tip mit 4 pl
SAulenbettvolumen) und nicht entsalzten (Kontrolle) HSP-Lésungen (6 pmolxil™ in Wasser).
Bedingungen: Biofocus CE3000; Kapillare: nicht-beschichtete Quarzkapillare, 50 cm x 50
pm I.D.; CZE-Puffer: 50 mM Phosphatpuffer (pH 2,5); Spannung: 25 kV; Polaritat: + ® -;
Kapillartemperatur: 25°C; Injektion 20 psi X sec; Detektion: UV-Absorption bei ener
Wellenlangevon| = 195 nm.

Be den Untersuchungen wurden Saulenbettvolumina von 2, 3, 4 und 5 pl der Suspensonen
(beide RP-Schichten) eingesetzt. Abbildung 5.8 zeigt die Kapillarzonendektropherogramme,
welche von den HSP-Lésungen (theoretisch 6 pmolxd™®) ohne bzw. mit Mikro-Tip-Entsdzung
(4 W Saulenbettvolumen bzw. Kontrolle) aufgenommen wurden. Bel den Migrationszeiten
von 6,6 bzw. 6,3 min snd deutlich die Signde des HSP zu erkennen. Im Vergleich zu der
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Kontrollprobe war die Intensté des Peptidignds nach Entsdzung deutlich erniedrigt. Bel
den Entsdzungen wurde somit en  erheblicher Antel der Peptide verloren. Die
Wiederfindungsrate hing sehr stark vom verwendeten Saulenbettvolumen ab (Abb. 5.9). Bel 2
pl - Sdulenbettvolumen gingen Uber 50 % der eingesetzten Peptidmenge verloren, be 5 pl
Saulenbettvolumen dagegen lediglich 12 %. Neben der hohen Wiederfindung (> 85 %)
zeichnete Sch die Methode zudem durch ihre einfache und schere Handhabung aus.

100 %

100 1 88,08 %

50 4 75,06 %
65,68 %

601 48420

Relative Wiederfindung [%
S

O T T T T 1
2yl Mikro-Tip 3l Mikro-Tip 4l Mikro-Tip ~ 5ul Mikro-Tip Kontrolle

Saulenbettvolumen Mikro-Tip

Abb. 5.9. Balkendiagramm-Darstellung der relativen Wiederfindungsrate (% HSP-Menge) in
Abhangigkeit des RP-Mikro-Tip-Sulenbettvolumens. Es wurden jewells Dreifach-
bestimmungen durchgefuhrt. Die bei den CZE-Bestimmungen ermittelten Mittelwerte der
HSP-Peakflachen wurden auf den Kontrollwert (100 %) bezogen. Bedingungen siehe Abb.
5.8.

5.2.3. RP-Mikro-Tip-Entsalzung eines tryptischen b -Caseinverdaus

Mit Hilfe der entwickdten Mikro-Tip-Technik konnte das HS-Peptid entsalzt und nahezu
vollgtdndig wiedergefunden werden. Im Vergleich zu einem einzelnen Peptid handdt es sch
be einem Proteinverdau jedoch um ene komplexe Mischung unterschiedlicher Peptide. Trotz
der unterschiedlichen polaren Eigenschaften der Peptide sollten bel der Mikro-Tip-Entsalzung
maoglichst dle Fragmente enes Proteinverdaus nahezu quantitetiv wiedergefunden werden.
Mit dem folgenden Experiment sollte deshab der Einsatz der Mikro-Tips zur Entsazung
enes Proteinverdaus Uberprift werden. Ba CZE-Bestimmungen von Proteinverdaus wird
sowohl  das  Migrationsverhdten  ds  auch die  Sgndintensté der enzenen
Peptidkomponenten sehr stark von den in der Probe enthdtenen Pufferbestandteilen (u.a
SAze) beanflusst. Zur Minimierung der Sdzeffekte wurde deshdb ein  hochkonzentrierter
tryptischer b-Caseinverdau hergestellt (100 pmolxi™?), welcher 1:4 mit wéssiiger 0,1 % TFA
(Viv) verdinnt und schliefdich der CZE-Bestimmung zugeftihrt wurde (Kontrolle, 20 pmolxi
1. Fir die Mikro-Tip-Entsalzung wurden 200 pmol b-Caseinverdau auf einen 10 pl Mikro-Tip
aufgetragen und entsdzt. Die duieten Peptide wurden im Vakuumkonzentrator getrocknet,
der Ruckstand schliefdich in 10 pl wéssriger 0,1 % TFA aufgenommen.
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Abb. 5.10. CZE-Trennung eines b-Caseinverdaus (theoretisch 20 pmolxl™) mit (10 pl Mikro-
Tip, wel3 unterlegt) und ohne Mikro-Tip-Entsalzung (Kontrolle, grau unterlegt).
Bedingungen: Biofocus CE3000; Kapillare: nicht-beschichtete Quarzkapillare, 90 cm x 50
pm I.D.; CZE-Puffer: 50 mM Phosphatpuffer (pH 2,5); Spannung: 25 kV; Polaritat: + ® -;
Kapillartemperatur: 25°C; Injektion 15 psi x sec; Detektion: UV-Absorption bel ener
Wellenlangevon| = 195 nm.

Abbildung 5.10 zeigt die CZE-Trennung einer b-Casanverdaulésung (theoretisch 20 pmolxl
Y mit (10 pl Mikro-Tip, weiRR unterlegt) und ohne (grau unterlegt) Mikro-Tip-Entsalzung. Die
komplexe Zusammensetzung der Verdauprobe 1&% sch anhand der zahlreichen Signdle in den
Kapillarzonendektropherogrammen  erkkennen. Wie  der Vergleich  der beden
Elektropherogramme zeigt, efolgte be der Mikro-Tip-Entsdlzung kein vollgéndiger Verlug
enzener Peptide. Vidmehr konnten dle Peptide nahezu vollsténdig wiedergefunden werden.
Im Veglech zur Kontrollprobe waren die Peptide bel der Mikro-Tip-entsalzten Probe
deutlich besser aufgetrennt.

5.24. IMAC-Mikro-Tips zur raschen Anreicherung von Phosphopeptiden

Neben der RP-Aufrenigung von Proteinverdaus konnen die Mikro-Tips auch zur
Aufkonzentration phosphorylierter Peptide eingesetzt werden. Phosphorylierte Peptide binden
unter sauren Bedingungen an immobilisete Metdlionen, wahrend die nicht-phosphorylierten
Peptide ungebunden bel der Probenbdadung duieren. Unter akadischen Bedingungen konnen
die Phosphopeptide dann wieder euiert werden (IMAC, Kap. 25.3.2). Be dem folgenden
Experiment wurde in einen Gelloader eine Fritte eingesetzt, welche mit einer POROS MC 20-
Ethanol-Suspension (30 pl ener 50 mgm™t MC in EtOH) (berschichtet wurde (genaue
Vorschrift siehe Kap. 4.35). Das POROS MC 20-Materid wurde mit Ga®*-lonen beladen
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(essigsaure GaCh-L6sung). Als Probe wurden 10 pl einer ebenfals essigsauren 6 pmolxd™
HSP-Lésung eingesetzt. Sowohl die Beadung der aktivieten Ga**-IMAC-Mikro-Tips ds
auch die Elution der nicht-phosphorylierten Peptide erfolgte unter essigsauren Bedingungen.
Nach der dkaischen Elution (pH 11, NH;OH-L6sung) der Phosphopeptide wurden diese
sofort im Vakuumkonzentrator getrocknet. Der Ruckstand wurde in 0,1 % waéassiger TFA
aufgenommen, mit Hilfe enes RP-Mikro-Tips entsdzt und schliefdich der CZE-Bedimmung
zugefihrt. Die Uberprifung der Effizienz der  IMAC-Konzentration/RP-Entsdzung  erfolgte
anhand der HSP-Peakflachen, welche bei den CZE-Besimmungen der IMAC/RP-gerenigten
bzw. wéssrigen Phosphopeptid-L 6sung ermittelt wurden (Abb. 5.11).

Kontrolle
0,068 . _ 23,21 min
IMAC{ Mikro-Tip
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Abb. 5.11. CZE-Trennungen (Biofocus CE3000) der HSP-Lésungen (6 pmolxil™ in Wasser)
mit und ohne IMAC/RP-Aufreinigung. Kontrollprobe: 1 pl wassrige HSP (60 pmolxil ™), 2 pl
ACN, 7 pl ddH,O (HSP-Endkonzentration 6 pmolxil™). Die zweite Probe wurde zunéchst mit
Hilfe der Mikro-IMAC-Tips aufkonzentriert und anschlief?end mit Hilfe der RP-Mikro-Tips
entsalzt. Die Phosphopeptide wurden mit 3 pl wassriger 60 % ACN, 0,1 % TFA (v/v) uiert.
Das Eluat wurde fir die CZE-Bestimmung mit 7 pl ddH,O verdiinnt. Bedingungen: Kapillare:
nicht-beschichtete Quarzkapillare, 90 cm x 50 um I.D.; CZE-Puffer: 50 mM Phosphatpuffer
(pH 2,5); Spannung: 25 kV; Polaritat: + ® -; Kapillartemperatur: 25°C; Injektion 30 psi X
sec; Detektion: UV-Absorption bei einer Wellenlangevon| = 195 nm.

In den Kapillarzonendektropherogranmen der HSP-Losungen (theoretisch 6 pmolxd ™),
welche nach IMAC/RP-Mikro-Tip-Aufreinigung (4 W Saulenbettvolumen) bzw. ohne
IMAC/RP-Mikro-Tip-Aufreinigung (Kontrolle) ermittelt wurden, snd deutlich die HSP-
Signde bel den Migrationszeiten von 26,4 bzw. 23,2 min zu erkennen (Abb. 5.11). Nach der
IMAC/RP-Aufrenigung war die Intenstdé des HSP-Sgnds im Veglech zu de
Kontrollprobe deutlich erniedrigt. Anhand der Peskflachen konnte eine Wiederfindungsrate
von 57 % ermittelt werden.
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nmz (Cg NanoESMSMS Tandem-Massenspektrum des 2zweifach positiv. geladenen
[M+2H]**-Molekillions bei m/z 8579 (E**°LGQGSFGMVYEGNAR?. Bedingungen:
NanoES-Spannung: -800 V; Ubersichtsspektrum: Q1 Scan im Bereich von 400-2000 m/zin 3
sec (A) bzw. 800-950 mVz in 2 sec (B); 52 (A) bzw. 29 B) Scans, MSMS Spektrum:
[M+2H] %" bei m/z 857,9 selektiert in Q1; MSMS in g2: CID-Offset: -24 V; Sossgasdruck:
2,6 mTorr (Argon); Q3 Scan im Bereich von 50-1600 nVz in 3 sec; 52 Scans. Sonstige
Bedingungen siehe Abb. 5.12.

Durch die RP-Mikro-Tip-Entsalzung wurde der chemische Untergrund deutlich verringert und
fuhrte somit zu enem erheblich verbessaten SIN-Verhditnis der detektierten Peptidionen
(Abb. 513A). Im Vegech zum NanoES-Massengpektrum der nicht entsazten
Peptidmischung  (Abb. 5.12) ehohte sich das SIN-Vehdtnis des [M+H]"-Peptidions
(G¥'LLPVR™®?) bei m/z 654,4 um das 10fache (Abb. 5.13.A). Das Protein sollte sowohl mit
Hilfe enes Peptid-Mapping as auch ener Fragmentionenandyse identifiziet werden. Das
zweifach postiv geladene [M+2H]?*-Peptidion (E*®°LGQGSFGMVYEGNAR'® bd m/z
857,9 wurde deshdb enem NanoES-MS/MS-Experiment unterzogen (Abb. 5.13.C). Im
NanoES-Ubersichtsspektrum it ebenfdls das einfach postiv geladene Peptidion bei mv/z
1714,8 zu sehen (Abb. 5.13.A). Vor dem CID-Experiment wurde zusizlich ein NanoES-MS-
Zoom-Scan-Spektrum  im Bereich von m/z 800-950 aufgenommen (Abb. 5.13.B). Zur
Aufnahme des Tochterionenspektrums wurde das [M+2H]?*-Peptidion bei nm/z 857,9 in Q1
isoliert, unter CID-Bedingungen in g2 fragmentiet und die resultierenden Fragmentionen
durch Q3-Scan detektiert (Abb. 5.13.C).

5.3.2. Auswertung der ermittelten Peptidmassen

Die Sgnde, weche bei dem pogtiv-lonen-NanoES-MS-Experiment ermittelt wurden (Abb.
513A), wurden zunéchst manudl ausgewertet. Die Identifizierung der Peptide erfolgte durch
Verglech der experimentel ermittdten enfach gdadenen Peptidionenmassen mit den 'in
dlico’ (ProteinProspector) berechneten  Peptidionenmassen. Die be  dem  Experiment
bestimmten Peptide deckten 80,1 % der Aminoséuresequenz der HIRKD ab (Tab. 5.2, Abb.
514). Fir diese Art der Auswertung muss das Protein bzw. dessen Aminoséuresequenz
bekant sein. Das Auswerteverfahren kann somit nicht bel  unbekannten Proteinproben
angewandt werden. Fur eine Protenidentifizierung mit Hilfe des Peptid-Mapping missen die
Peptidionenmassen (monoisotopisch oder average) zunachst aber ebenfalls ermittelt werden.

Tab. 5.2. Tabellarische Auflistung der Peptide der tryptisch im Gel verdauten HIR-
Kinasedoméne (1984-F1259), welche mit Hilfe des positiv-lonen-NanoES-MS-Experimentes.
(Abb. 5.13.A) ermittelt wurden.

Pos inKD® T [M+H]" i@ | M+H]":® [Dm® [MC® [ Aminosiuresequenz
best. theor.

984-988 6154(+)| 6154 |00 |0 ITLLR

989-1004 17148(+1)[ 17148 |00 |0 ELGQGSFGMVYEGNAR
857,9 (+2)

1005-1008 473+ 4873 |01 |0 DIIK

10091018 6623(+1)| 623 |00 |0 GEAETRVAVK

10191027 9769(+1)| 9765 |04 |0 TVNESASLR
4838 (+2)

1030-1040 12819(+])[ 12807 |12 |0 IEFLNEASVMK
6410 (+2)

1041-1049 5808(+2)| 11606 |00 |0 GFTCHHVVR
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Tab. 5.2. Fortsetzung.

1050-1056 7158 (+1) 7155 03 LLGWK

1057-1073 18388(+1)| 18390 |02 GQPTLVVMELMAHGDLK
9200 (+2)
6136 (+3)

1078-1114 4024,0 40240 |00 |O SLRPEAENNPGRPPPTLQEMIQMAAE!
13420 (+3) ADGMAYLNAK
1006,8 (+4)

1120-1124 5454 (+1) 5453 01 DLAAR

11251135 6863(+2) | 13696 |20 NCMVAHDFTVK

1136-1143 896,9 (+1) 8964 05 |0 IGDFGMTR
4489 (+2)

1144-1152 1237,8(+1)| 12375 |03 |O DIYETDYYR
619,4 (+2)

1157-1162 654,4 (+1) 654,4 00 |oO GLLPVR

1163-1170 9614 (+1) %615 01 WMAPESLK
4814 (+2)

1209-1225 20628 206009 |19 |oO FVMDGGYLDQPDNCPER
10319 (+2)

1226-1231 7344 (+1) 7344 00 VTDLMR

1232-1239 11585(+1)| 11585 |00 |0 MCWQFNPK

1240-1252 15740(+1)| 15739 |0l |oO MRPTFLEIVNLLK
787,5(+2)
5254 (+3)

1253-1259 830,9 (+1) 8304 05 |0 VTDLMR

(7) Numerierung nach Ullrich et al. [546]

(8) monoisotopische Molekulargewichte der einfach protonierten Peptide

(9) MS-Digest 3.1.1, ProteinProspector 3.2.1 © Copyright (1995-1999) The Regents of the University of
California; theoretisch errechnete Peptidmassen unter Verwendung folgender Eingaben:
Pyridylethyl-modifiziertes Cys; Protease Trypsin mit einer moglichen verpassten Schnittstelle

(10) Dm: Differenz zwischen bestimmten und theor etischen monoi sotopischen Massen

(11) Missed Cleavage (Protease verpasst eine Schnittstelle)

984 994 1004 1014 1024

| TLLRELGQG SFGWYEGNA RDI | KGEAET RVAVKTVNES ASLRERI EFL
1034 1044 1054 1064 1074
NEASVMKGFT CHHVVRLLGVY  VSKGOPTLVV MELMAHGDLK  SYLRSLRPEA
1084 1094 1104 1114 1124
ENNPGRPPPT LCEM OVAAE | ADGVAYLNA KKFVHRDLAA  RNCMWWAHDFT
1134 1144 1154 1164 1174

VKI GDFGMIR DI YETDYYRK GGKGLLPVRW MAPESLKDGV  FTTSSDMASF
1184 1194 1204 1214 1224
GVWLWEI TSL AEQPYQGLSN EQVLKFVMDG GYLDOPDNCP ERVTDLMRMC
1234 1244 1254

WOFNPKMRPT  FLEI VNLLKD  DLHPSF

Abb. 5.14. Abbildung der Sequenzabdeckung der HIR-Kinasedoméne, welche bei dem
manuellen  NanoES-Peptid-Mapping (Tab. 5.2) ermittelt werden konnte. Die
Aminosauresequenz ist im Einbuchstaben-Code mit Numerierung nach Ullrich et al. [546]
abgebildet. Die ermittelten Sequenzabschnitte wurden unterstrichen.
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5.3.3. Proteinidentifizierung mittels Peptid-Mapping

Fur das Peptid-Mapping (Kap. 2.4.3) wurden zunachst die monoisotopischen Massen der
[M+H]"-Peptidionen aus den ermittelten lonensignalen des Massenspektrums (Abb. 5.13.A)
berechnet und in Form ener Massenlise (Exce-Datel) abgespeichert. Die Peptidmassenliste
wurde Uber das Internet mit Hilfe folgender Programme bzw. Server ausgewertet:

ProFound: http://prowl.rockerfdler.edu/cgi- bin/ProFound,
Mascot Search: http://mvww.matrixscience.conv,

Pepldent: http://expasy.proteome.org.au/ und

MS-Ft: http://prospector.ucst.edu/.

Die Suche efolgte innerhdb der humanen Proteine der auf dem jewelligen Server
bereitgestellten Protein-Datenbanken. Es wurde nur nach einem enzelnen Protein gesucht.
Sondtige Bedingungen waren: Proteinmassen im Bereich zwischen 30-150 kDa, Trypsn ds
Protease; Cydsteinreste  S-pyridylethyliert,  maximad 2 veapasste  Schnittgelen,
monoisotopische Peptidmassen [M+H]™, + 2 Da Massentoleranz.

5.3.3.1. Vergleichende Ubersicht der Resultate des Peptid-Mapping

Zur bessren Ubersicht wurden die Resultate der  Proteinidentifizierung in Tab. 5.3
zusammengefass. Die im  Gd  vedate  Proteinbande  konnte  mit  dlen
Proteinidentifizierungsprogrammen endeutig  ads  humaner  Insulinrezeptor  identifiziert
werden. ProFound und Mascot Search ermiglichten eine noch spezifischere Identifizierung
ads HIR-Tyrosnkinasedomane (Tab. 5.3). Mit Pepldent und MS-Fit konnte das Protein nicht
0 spezifisch identifiziet werden (HIR-b-UE bzw. der HIR). Im Vergleich zu ProFound und
Mascot Search konnten bel der Pepldent- und MS-Ft-Anayse jedoch eine grofliere Anzahl
von Peptiden bestimmt werden. Durch MS-Fit konnten 22 der insgesamt 25 engetragenen
Peptidmassen  bestimmt  werden, was einem Antell von 88 % entspricht. Mit Hilfe von
Pepldent und Mascot Search konnten 21 (84 %), mit ProFound lediglich 20 (80 %)
Peptidmassen zugeordnet werden. Die hohe Anzahl der bel Pepldent und MS-Fit bestimmten
Peptide erfolgte aufgrund fascher Zuordnungen, da die Peptidmassen innerhab des gesamten
Insulinrezeptors (156282 Da) bzw. der HIR-b-UE (69710 Da) gemappt wurden. Peptide,
welche aus der Kinasedoméne sammen, wurden somit vollig faschen Proteinbereichen
zugeordnet.

Tab. 5.3. Datenbank-unterstitzte Proteinidentifizierung der mittels NanoES-MS unter suchten
tryptisch im Gel verdauten HIR-Kinasedoméne (Abb. 5.13.A). Es wurden jeweils die ersten 3
Treffer des auf dem angegeben Server durchgefihrten Peptid-Mappings aufgelistet. Fur die
Identifizierung wurden 25 der ermittelten Peptidmassen ([M+H]* berechnet aus den
jeweiligen Molekllionen) verwendet. Bedingungen: Trypsin als Enzym; feste Modifikationen:
Cysteinreste  S-pyridylethyliert; variable Modifikationen: Methioneinreste oxidiert;
Peptidmassen: monoisotopisch als [M+H]*; Massentoleranz + 2 Da; maximale Anzahl
verpasster Spaltstellen: 2.

ProFound (prowl):

Rang | Wahrschen- | Eintrags- Beschreibung Mw [Da]
lichkeit nummer®
1 9,8x 10" 01999510 | Insulin Receptor (Tyrosine Kinase Domaine) 35000
2 2,1x10°“ 0i2780855 | A Chan A, Phosphorylated Insulin Receptor 35000
Tyrosine Kinase
3 | 92x10™ | gi3236452 |embryonic ectoderm development protein 58000
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Tab. 5.3. Fortsetzung.

Mascot Search (Matrixscience):

Rang | Mowse- Eintrags- Beschreibung Mw [Da]
Score nummer®
1 137 NRL 1IR3A  |insulin receptor tyrosne kinase domaine 34650
2 61 JCA577 transcription elongation factor T1-human 34735
3 54 INSR HUMAN |INSULIN RECEPTOR PRECUSOR 161118
Pepl dent (ExPasy):
Rang | Score |Eintrags- |Beschreibung Peptid- | My, [Dd]
nummer® treffer
1 0,84 | P06213 |[CHAINZ2: INSULIN RECEPTOR, BETA- 21 69710
SUBUNIT
2 0,56 | P17252 |PROTEIN KINASE C, ALPHA TYPE 14 76764
3 0,52 | Q03924 |ZINC FINGER PROTEIN 117 13 68493
M s-Fit (Prospector):
Rang | getroffene Eintrags- | Beschreibung Peptid- | My, [Da]
Massen [%] | nummer@ treffer
1 88 P06213 | INSULIN RECEPTOR PRECURSOR 22 | 156282
1 88 A37348 |insulin receptor precursor 22 | 156320
1 88 A18657 22 156796

@ NCBInr (10/13/200). Homo sapiens.

®) OWL 31.4. Homo sapeins (26988 sequences).
© SMSSPROT 39.7. Homo sapeins.

@ OWL Homo Sapiens.

5.3.3.2. DieProFound-ldentifizierung

Mit Ausnahme von MS-Fit wurde be dlen ldentifizierungsorogrammen en Score ermittelt,
welcher ene quditaive Abschdzung der Korrekthet des Resultates ermdglicht. Die
Berechnung der Scores efolgt auf der Bass der Wahrschanlichkdtstheoriee Be  der
ProFound-Andyse erhdt man zusizliche Informationen anhand derer die Korrektheit der
Identifizierung sehr genau Uberprift werden kann. Die ProFound-ldentifizierung wurde aus
diesem Grund genauer betrachtet.

ProFound ig en Programm zur schndlen Proteinidentifizierung, welches Uber das Internet
(http://prowl.rockerfdler.edw/) zuganglich is [547]. Be der Identifizierung werden die
experimentdl ermittdten Peptidmassen  enes proteolytisch gespdtenen Proteins mit  den
theoretisch berechneten Peptidmassen in  slico verdauter Proteinsequenzen der OWL-
Proteindatenbank verglichen. Fir die daidische Gewichtung der aufgelisteten identifizierten
Proteinkandidaten wird der Algorithmus von Bayes herangezogen [548]. Dabe werden die
individudlen Eigenscheften enes Proteins in der Datenbank sowie weitere, fur das
Experiment  wichtige Informationen,  berlickschtigt. Mit  Hilfe der Bayesschen
Wahrschenlichkeitsheorie kann somit die ldentitdd enes unbekannten Proteins innerhab
ener Proteindatenbank logisch abgeschétzt werden. Be der Ableitung werden folgende
Annahmen gemecht:

1. daszuanadyserende Protein exidiert in der Datenbank,

2. dledetektierten lonen sind Verdauprodukte des Proteins,

3. efolgt ein Treffer, so wird das ermittelte Peptid d's theoretisches Peptid beriicksichtigt.

Die Wahrscheinlichkeit fur jede Annahme k wird durch den folgenden Algorithmus (beruhend
auf Bayes- Theorem) wiedergegeben:
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P(k\DI) u p(mDMé :\meg expg Mw wen (Gl B.1)
N! P s 25 %

=y S

mit der Normaiderungsbedingung

A P(k\DI) =1

ki Datenbank

(Gl.5.2)

Die Eindufung der identifizierten Proteinkandidaten efolgt entsorechend den  ermittelten
Wahrscheinlichkeitswerten P(k\DI) (Gl. 5.1), mit

k: Hypothese, dass es sch bel Protein k um das zu anadyserende Protein handdt, wobel
das Protein k einen Eintrag in der Proteindatenbank dargel It
D: experimentelle Daten

I vefligbare Zusazinformation (z.B. die Gatung bzw. Abstammung des Proteins,
ungefahres  Molekulargewicht des Proteins, Massengenauigkeit der  ermittelten
Peptidmassen, enzymati sche Spd tungsbedingungen usw.)

P(k\l):  Wahrscheinlichkeit fur die Annehme k, be auschlielicher Vewendung der

Zusazinformetion |

N: theoretische Anzahl der Peptide, welche be der Spatung des Proteins k mit ener
gegebenen Protease resultieren

r: Anzahl der Treffer

Si: bel der Masse m beobachtete Standardabwei chung der Massenbestimmung

Fpattern: €mpirischer Term
m (mjo):ermittelte Masse desi-ten (j-ten) Treffers, mit Multiplizitét g
(Mmax-Mmin): Bereich der ermittelten Peptidmassen.

Mit zunehmender Anzahl der Treffer r, zunehmender Massengenauigkeit (Myax-Mmin) und
abnehmender Anzahl der theoretischen Verdaufragmente N nimmt fir ein gegebenes Protein
k, welches in der Daenbank enthaten ist, die Wahrschenlichkeit somit zu, dass es Sch bel
Protein k um das zu analyserende Protein handelt.

Betrachtung der ermittelten Kandidaten

Bae der ProFound-ldentifizierung ehdt man zundchs ene Lige identifizieter
Proteinkandidaten. Die Kandidaten sSnd entsorechend ihren  berechneten normaliserten
Wahrscheinlichkeiten aufgefihrt (Abb. 5.15.A). Im vorliegenden Experiment handelt es sch
be den beden zuerst aufgefUhrten Proteinen um die HIR-Kinasedoméne, wobel der zweite
Kandidat die phosphoryliete Form darstelt (Autophosphorylierungsstellen Y1146/50/51 sind
phosphoryliert). Die Wahrscheinlichkeit dafir, dass es sch be dem identifizierten Protein um
den ersten Kandidaten handdlt, betragt 9,840, fir den zweiten Kandidaten lediglich 2,140°2.
Somit handdt es gch ba dem identifizieten Proten mit ener  47fach  hoheren
Wahrschenlichkeit um  die nicht-phosphoryliete  Form  der  HIR-Kinasedoméne. Die
Wahrscheinlichkelt dafir, dass es dch bel dem identifizieten Protein um den dritten
Kandidaten handet, betragt lediglich 9,240!!. Gegeniber diesen Protein it die
Wahrscheinlichkeit defir, dass es dch um die nicht-phosphoryliete Form der HIR-
Kinesedoméne handelt etwa 140'° groRer. Zur vergleichenden Ubersicht wurden die
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berechneten Wahrscheinlichkeiten (Absolutwerte) der ersten 10 aufgelisteten Kandidaten in
Abb. 5.15.B zusitzlich graphisch dargestdt.

A Protein Candidates
Rank | Probabilit Protein Description MW
y P (kDa)
1 986-01 0i1999510|pdb|1IRK | Insulin Receptor (Tyrosine Kinase Domain) Mutant With 5
= el Cys 981 Replaced By Ser And Tyr 984 Replaced By Phe (C98L1s, Y 984f)
21602 0i|2780855|pdb|1IR3JA Chain A, Phosphorylated Insulin Receptor Tyrosine 5
= ' KinaseIn Complex With Peptide Substrate And Atp Analog
3 92e-11 0i|3236452|gb|A AC23685.1| (AF070418) embryonic ectoderm devel opment 58
= ' protein [Homo sapiens]
4 6.2e-11  |qi}4507411|ref[INP_000347.1| Treacher Collins-Franceschetti syndrome 1 144
ai|1778432|gbJAAB40722.1| (U79660) Treacher Collins syndrome [Homo
5 6.0e-11 " 144
sapiens]
0i]10436039|dbj|[BAB14735.1| (AK023943) unnamed protein product [Homo
8 2911 sapiens] 63
7 2%-11 |qi[8922485|ref[NP_060593.1| hypothetica protein FLJ10517 35
8 21e-11 0i|10438113|dbj|BAB15170.1| (AK025561) unnamed protein product [Homo 76
= ’ sapiens]
41612 0i]10435947|dbj|[BAB14710.1| (AK023876) unnamed protein product [Homo %
' sapiens]
10 22e-12  |qi|2135567|pir||S57959 LLDBP protein - human (fragment) 58
B 1,E+00
g
5 1,E-03 ~
2
3
% 1,E-06 7
=
1,E-09 1
1,E-12 T T T T T T T T T
1 2 3 5 6 8 9 10
Rang

Abb. 5.15. Ergebnisse der ProFound-ldentifizierung der mittels NanoES-MS unter suchten
tryptisch im Ge verdauten HIR-Kinasedoméane (Abb. 5.13.A). (A) Auflistung der
identifizierten  Proteinkandidaten. (B) Graphische Darstellung der  berechneten
normalisierten Wahrscheinlichkeiten der ersten 10 Proteinkandidaten.

Zuséatzliche ProFound-Resultate
Be der ProFound-ldentifiziierung ehdt man zusiizliche Informationen, anhand derer die

Korrektheit des Resultates Uberprift werden kann. Fur die einzelnen Proteinkandidaten erhdt
man ene grgphische Dadelung der Proteinsequenz, welche von den ermittelten Peptiden
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Die Uberprifung der Korrektheit der Proteinidentifizierung kann auch anhand  der
Abweichung zwischen den bestimmten und den berechneten Peptidmassen efolgen. In der
Fehlerkartierung  (Abb. 516.A und B, rechte Diagramme) ist die Fehlervertellung der
bestimmten Peptidmassen (Differenz  zwischen emittdten und berechneten Massen) ds
Punktmuster  wiedergegeben. Bel  korrekter  spektrometrischer  Kalibrierung  (keine
sysematischen Fehlern) liegen die Fehler der gemappten Peptide normderweise unabhdngg
vom Massenwert um den O-Wert vertellt. Somit kdnnen systematische Fehler, welche be der
Peptidmassenbestimmung  auftreten, rasch erkannt werden. Beim ersten  Proteinkandidaten
lagen die Fehler nahezu dler besimmten Peptide innerhab eines sehr engen Bereiches (+ 2
Da, Abb. 5.16.A rechtes Diagramm). Das MS-Gerét war somit zwar Uber den gesamten nmvz-
Bereich um etwa 1,0 Da zu hoch kdibriert, das Vertellungsmuster der Fehler liel3 jedoch klar
erkennen, dass es sch bel dem untersuchten Protein um den ersen Kandidaten handdte. Im
Veglech dazu konnte beim dritten Kandidaten nur ene unsysematische Vertelung der
ermittelten Fehler beobachtet werden (Abb. 5.16.B rechtes Diagramm). Unter den
Fehlerdiagranmen snd zusitzlich die Proektionen der Punktmuster in - Form  von
Higogrammen abgebildet. Die peskformige Fehlervertelung bem eden Kandidaten lief3
deutlich erkennen, dass das Protein korrekt identifiziert wurde (rechter unterer Tell von Abb.
516.A). Bem dritten Kandidaen konnte aufgrund der enhetlichen Vertellung der
Massenfehler eindeutig geschlossen werden, dass die Identifizierung fdsch war  (rechter
unterer Tell von Abb. 516.B). ProFound ermdglichte somit ene aulers zuverléssige
Protenidentifizierung, welche dch indbesondere auf den Vergleich der  berechneten
Wahrscheinlichkeiten und der Segment- bzw. Massenfehlerdiagramme stiitzte.

5.3.4. Protenidentifizierung mittels Fragmentionendaten

Das Tandem-Massenspektrum eines Peptidions (Kap. 24.4) enthdt ein fir eine gegebene
Squenz  vollig enzigatiges Fragmentionenmuster  (fingerprint  der  Aminosauresequenz).
Durch die Korrdation zwischen dem ermittdten MS/MS-Spektrum und der zu erwartenden
Fragmentionen, adler mit der Masse des untersuchten Peptids isobaren Aminosdureseguenzen,
kann der Grad der Ubereingimmung zwischen dem gemessenen und den erechneten
MS/MS-Spekiren berechnet werden. Dieses Prinzip liegt sowohl dem von Yates et al.
entwickdten computeruntersiitzten  Auswertealgorithmus SEQUEST  [164,206,247] (Sehe
Kap. 4.3109) as auch MSMS lon Seach (Mascot: htttp://mww.matrixscience.com)
zugrunde. Be  dem NanoES-MS/MS-Experiment (Abb. 5.13.C) wurde das [M+2H]?*-
Peptidion (E°®°LGQGSFGMVYEGNAR!) bei m/z 857,9 sequenziert. Das lon wurde in Q1
isoliet und unter CID-Bedingungen €24 V Offset entspricht somit 48 eV ) in g2 fragmentiert.
Das Tochterionenspektrum wurde durch Q3-Scan (m/z 50-1600) aufgenommen. Fur die
SEQUEST- bzw. Mascot-ldentifizierung wurde das Rohdaten-File (*.dat) vorprozessiert und
in en *.dtaFile (ASCII-Format) umgewanddt. Mit Hilfe von SEQUEST wurde das *.dta-File
anschlielend auf ener lokden DEC-Station ausgewertet. Bel der |dentifizierung wurden dle
Proteine der OWL-Datenbank 31.4 (312942 Sequenzen, 100800059 Reste) durchsucht.
Zudem wurde berticksichtigt, dass S-, T- und Y-Reste phosphoryliert sein kénnen. Mit Hilfe
von MS/MS lon Search wurde das *.dtaFile zusizlich Uber das Internet ausgewertet. Die
Identifizierung erfolgte dabel innerhadb der humanen Proteine (26988 Sequenzen) der OWL-
Datenbank 31.4.
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E%®LGQGSFGMVYEGNAR ). Im oberen Teil der Abbildung sind die Suchparameter
abgebildet. Im mittleren Teil sind die identifizierten Kandidaten einschliefdlich der ermittelten
Scores und Sequenzen tabellarisch aufgelistet. Bei dem sequenzierten Peptid handelt es sich
um E*LGYSFGMVYEGNAR'** (owl||NRL_1IR3A insulin receptor tyrosine kinase domain).
Fur den ersten Kandidaten wurden folgende Werte berechnet : Sp 902,1; C*10™4 2,2831,
deltCn zwischen 1. und 2. Kandidaten 0,2594. Im unteren Tell der Abbildung sind zusatzlich
die identifizerten a-, b- und y-Typ-Fragmentionen aufgefihrt. Von den ermittelten
Fragmentionen konnten 18 den 30 theoretisch berechneten einfach geladenen b und yTyp
lonen zugeordnet werden. Bedingungen: Trypsin als Enzym; monoisotopische Massen;
unbegrenzte Proteinmasse; Peptidmassentoleranz: + 0,2 Da; Fragmentionentoleranz: + 1 Da;
Cysteinreste  S-pyridylethyliert; Variable Modifikation: Tyrosinreste phosphoryliert;
Datenbank: OWL 31.4 (312942 Proteinsequenzen).

Das untersuchte Protein konnte sowohl mit MSMS lon Search as auch mit SEQUEST,
baserend auf dem ermittdten NanoES-MS/M S-Tochterionengpektrum, eindeutig identifiziert
werden. Be MSMS lon Search wurde das Protein mit einem dgnifikanten Score von 29 ds
humaner Insulinrezeptor  (INSR_ HUMAN: INSULIN RECEPTOR PRECURSOR (EC
27.1112) (IR).-HOMO SAPIENS) bzw. dessen Kinasedoméane innerhab der humanen
OWL-Proteindatenbank identifiziert (Abb. 5.17). Die Andyse enthidt neben den aufgeisteten
Proteinkandidaten zudem ene graphische Darstellung des Tochterionspektrums ([M+2H]%*-
lon bei m/z 8579, E®LGYSFGMVYEGNAR!®) mit den zugeordneten identifizierten
Fragmentionen (Abb. 5.18). Von den 24 intendvden Sgnden des ermittdten Tandem:
Massenspektrums stimmten 12 mit den theoretisch berechneten Fragmentionen Uberein. Es
traien Uberwiegend y- und b-Typ-Fragmentionen auf. Im Vegech zur Mascot-
Identifizierung efolgte die SEQUEST-Identifizierung unter Einbeziehung dler in der OWL-
Datenbank enthdtenen Protene (11,5 mad mehr Proteinsequenzen). Zudem wurde
beriickschtigt, dass S, T- und Y-Reste phosphoryliet sein kdnnen. Aufgrund der
eingetragenen Massentoleranz (0,2 Da) wurden 37151 isobare Peptide ermittelt. Bel der
SEQUEST-Identifizierung erhdt man ds Resultat ene Reihe von Proteinkandidaten, welche
entsorechend  ihren berechneten Sp- und C,-Werten aufgelistet snd (Abb. 5.19). Das
untersuchte Protein konnte as humaner Insulinrezeptor bzw. dessen Tyrosnkinasedoméne
(owl|[NRL_1IR3A insulin receptor tyrodne kinase domain) identifiziet werden. Fur die
Korrektheit der Identifizierung spricht sowohl der Sp-Wert von 902,1 (Rang 1 der preliminary
search) als aich der C*10" (Xcorr)-Wert von 2,2831 (ebenfals Rang 1). Zudem betrégt der
ermittelte DC,-Wert zwischen dem 1. und 2. Kandidaten 0,2594 (Abb. 5.19). Fir ene
eindeutige Unterscheidung zwischen richtigen und fadschen Treffern solite nach Eng et al. der
Xeorr-Wert > 2,0 sain [164,179,541]. Ein hoher DC,-Wert (generdl > 0,1) seht fir eine gute
Korrdation zwischen dem ermittedlten MSMS-Spektrum und der Sequenz des aufgdisteten
Kandidaten [179,542]. Da der DC,-Wert von der Grofe der zu durchsuchenden Datenbank
abhangt, erhdht sch mit zunehmender Anzahl der Datenbankeintrége auch die Signifikanz der
Bestimmung. Gegenlber Mascot konnten bel SEQUEST deutlich mehr Fragmentionen (22
von 45) zugeordnet werden (Abb. 5.19 unterer Tel). Von den 30 theoretisch berechneten
enfach geadenen b- und y-Fragmentionen des Peptids konnten 18 den entsprechenden
Fragmentionen-Signden im MSMS Spektrum  zugeordnet werden. Es wurde ene fast
vollsténdige Serie von y-lonen erhdten. Fir die Identifizierung des Proteins war lediglich die
Information enes enzigen Peptids notwendig. Eine spezifischere Identifizierung des Proteins,
wie bem Peptid-Mapping (Kap. 5.3.3.1), konnte nicht erfolgen. Deshdb wurden dle
Vaianten des humanen Insulinrezeptors, welche in den Datenbanken erthdten waren,
gleichwertig aufgdigtet.
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5.4.  Analyse von Phosphopeptiden mittels Neutralverlust- und Vorlauferionen-
Scantechnik

Mit Hilfe der Neutrdverlus- und VorlauferionenScantechniken (Kap. 2.2.5.4 und 2.2.5.5)
kénnen bel enem Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (Kap. 2.2.3) die Molekulargewichte
modifizieter Peptide indirekt ermittelt werden. Unter CID-Bedingungen (Kap. 2.2.5.1)
konnen die  C-O-P-Phosphoesterbindungen  phosphorylierter  Peptidionen  in - der
Kollisonszelle fragmentiet werden (Kap. 2.24). Im pogtiven ds auch im negativen
lonenmodus erfolgt dabel hauptséchlich ein Neutraverlus von H3PO4 (98 Da) und HPOs (80
Da). Im negativen lonenmodus bilden sch aufgrund der Spdtung der C-O- bzw. P-O-
Phosphoesterbindungen zudem [POs]™- und [H2POg4] -lonen bel miz 79 bzw. m/z 97 (Kap.
2.5.3.3.1) [320,321,346].

Be rdaiv niedrigen Koallisons-Anregungspotentiden  erleiden  Phosphopeptidionen  im
positiven lonenmodus bevorzugt einen Neutralverlus von H3PO,4 (98 Da) [169,346,347,363].
Infolge der b-Eliminierung der Phosphatgruppe bildet sich aus einem Phosphosarinrest ein
Dehydrodaninrest, aus Phosphothreonin entsteht  Dehydroamino- 2-buttersdure [348]. Der flr
die b-EBliminierung eforderliche energetisch bevorzugte, 6-fach cydische Ubergangszustand
kann dch im Fdle des Phosphotyrosins aufgrund des vorhandenen aromatischen Rings nicht
ausbilden. Dennoch tritt auch bem Phosphotyrosn ein Neutrdverlus von 98 Da auf,
wahrscheinlich durch einen aufeinanderfolgenden Neutraverlus von HPOs; (80 Da) und H,O
(18 Da) [169,225,348]. Mit Hilfe der Neutraverlust-Scantechnik (Kap. 2.5.3.3.3) kdnnen
Phosphopeptide  somit  in  komplexen Peptidmischungen anhand der  [M-H3PO4+zH]**-
Neutrdverlus-Fragmentionen im  Absand wvon 98z Th zum  nicht-fragmentierten
Phosphopeptidion detektiet werden. Die off-line-NanoES-MS ist besonders gut fir die
Neutralverlust- Scantechnik  geeignet. Durch die Akkumulation vider Spektren (ca 20-200
Scans) kann ein hohes Signd-zu-Rauschen-Verhdtnis erreicht werden. Zudem konnen mit der
off-line-NanoES-MS [103,104] nicht aufgetrennte Verdaumischungen andyset werden
[312,317,333,347]. Im negativen lonenmodus konnen phosphorylierte Peptide mit Hilfe der
VorlauferionenrAnalyse  detektiet  werden (Kap. 253.34). Bem g2-CID hbilden
Phosphopeptidionen [POs]™- bzw. [H2PO4] -Markerionen (wz 79 bzw. m/z 97), anhand derer
diese indirekt detektiert werden konnen. Der [POs]- bzw. [H2PO4] -Fragmentionenbildung
liegt keine Vorlaufer- Produktionen- Beziehung zugrunde. Im Vergleich Zur
Neutralverlustresktion bilden sch diese lonen et be deutlich htheren CID-Offset-Werten.
Man nimmt deshdb an, dass eine direkte Bindungsspatungsresktion daitfindet [346]. Mit
Hilfe der NanoES-MS-VorlauferionenrAndyse auf [POs]” (m/z 79) kdnnen Phosphopeptide
ebenso wie be der Neutrdverlust-Andyse sghr empfindlich in nicht  aufgetrennten
Verdaumischungen detektiert werden [235,332,334,370]. Durch Erhohung des pH-Wertes der
Spraylosung  konnten  die  Phosphopeptide von  enzymatisch im Gd  gespdtenen  Modéll-
Phosphoproteinen  (subpicomolarer  Bereich) detektiert werden [367,370]. Die sendtive
Neutraverlus- und VorléuferionenScan-Andyse phosphorylierter Peptid gdlt, im Bereich
der ESI-Triple-Quad-MS, dlerdings hochse Anforderungen in Bezug auf die Kdibrierung
und die Feinabstimmung des Massengpektrometers. Aus diessm Grund werden in diesem
Kapitd die Koallisons-Offset-Fragmentionen-Beziehungen phosphorylierter Peptide bei  der
pogtiv- und negativ-lonen-ESI-MS und -NanoES-MS unter verschiedenen pH-Bedingungen
untersucht.

54.1. Positiv-lonen-ESI-MS/M S phosphorylierter Peptide

Zur Ermittlung der Kollisons-Offset- Abhéngigkeit der H3PO4- (98 Da) bzw. HPOs- (80 Da)
Neutraverlugtresktion wurde ein Phosphopeptid unter sauren Bedingungen in e@nem pogtiv-
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7. Zusammenfassung

Die durch Proteinkinasen und Proteinphosphatasen  reguliete  reversble  Proteinphos-
phorylieeung gelt einen wichtigen Mechanismus be der Regulaion von Enzymen dar.
Aufgrund ihrer bedeutenden Funktion bel der Zdlregulation Uberrascht es deshdb nicht, dass
eine abnorme Proteinphosphorylierung die Ursache oder Folge vider Erkrankungen darsdlt,
unter anderem auch des Typ 2 Diabetes (nicht-insulinabhéngiger Diabetes mdlitus). In den
letzten Jahren rlickte daher im Bereich der biomedizinischen Forschung die Untersuchung der
Sgndtransduktionsvege verstérkt in den Vordergrund. Durch die Einfihrung der modernen
Proteom-Forschung und die rasche Entwicklung der proteinbiochemischen Anayseverfahren
konnen heutzutage die reversblen Proteinphosphorylierungen mittels Chromatographie und
M assenspektrometrie besser und detaillierter untersucht werden.

Im ergen Tell der Arbeit wurden Proteom-anaytische Methoden entwickelt und etebliert. Es
wurde ene im Gd-Verdaumethode entwickdt und zur enzymatischen Spdtung SDS-PAGE-
getrennter und Coomassie-geféarbter Proteine eingesetzt. Selbst bei geringen Mengen 'in vivo'-
isolierter Proteine (subpicomolarer Bereich) konnten Peptidausbeuten von 85,4 % der Theorie
ezidt weden. Am Bespid de mutieten b-Untereinheit des humanen Insulinrezeptors
konnte mittels nmLC/ESI-M S-Peptid-Mapping ene Proteinsequenzabdeckung von 75 % erzidt
werden, wobel auch die tryptischen Peptide, welche die mutieten Aminoséurenreste
enthidten, eindeutig bestimmt werden konnten.

Zur schndllen Aufreinigung und Konzentration von Peptiden aus Proteinverdaus wurde ene
neue Mikro-Tip-Technik  entwicket. Zur Entsalzung von Proteinverdaus  wurden
sandwichartig mit POROS R20 und POROS Oligo R3 gefillte Gel-Loader-Tips hergestelt.
Fur die IMAC-Anrecherung von Phosphopeptiden wurden mit Metdlchdat gefillte Gel-
Loader-Tips entwickelt. Be Vewendung synthetischer Peptide konnte bei den RP-Mikro-
Tips eine Wiedefindungsrate von 88,1 % und 57 % bel den IMAC-Tips ermittelt werden. Der
Einssiz der RP-Mikro-Tips konnte zudem anhand der raschen und hoch effizienten
Entsal zung enes tryptischen b - Casainverdaus verdeutlicht werden.

Des weteren wurden die NanoES-MS und NanoES-MS/MS-baserenden (TSQ 700)
Proteinidentifizierungsverfahren  (Peptid-Mapping und  Fragmentionenandyse) am  Begid
der tryptisch im Gd verdauten Kinasedomédne des humanen Insulinrezeptors (RP-Mikro-Tip-
Reinigung) untersucht und verglichen. Die untersuchte Proteinbande konnte bel  den
Daenbank-Andysen be beden Vefaren endeutig ds humaner Insulinrezeptor identifiziert
werden.

Im zweten Tel de Arbet wurden MSbaderende phosphorylierungsspezifische
Anayseverfahren untersucht und entwickelt (TSQ 700). Fir die spezifische Detektion von
Phosphopeptiden wurden die Kollisionszdlen-basierenden Neutralverlugt- und
Vorléuferionen Scantechniken  untersucht und mit  Hilfe synthetischer Phosphopeptide  die
MS-Gerdeangdlungen optimiert. Im podtiven lonenmodus gdlt be Serine und Threonin-
phosphorylierten Peptiden der H3PO4-Neutraverlust (98 Da, b-Eliminierung, Uber 5- oder 6-
Zentren Ubergangszustand) die intensivste  Fragmentierungsresktion dar, welcher von einem
weniger intendven HPOs-Neutrdverlus (80 Da) begleitet wird. Im negativen lonenmodus
war nur en sehr schwacher HsPOs-Neutraverlust zu beobachten (niedriger CID-Offset). Bel
hoheren Offset-Potentiden (> 50 V) hildeten sich sehr intensve phosphorylierungsspezifische
POz~ und HyPO4-Fragmentionen (m/z 79 und 97). Der hohe Offset, welcher fir die
Erzeugung der mvVz 79-Fragmentionen eforderlich idt, spricht dabel deutlich fir eine direkte
Spdtung der C-O-P-Phosphoesterbindung. Durch Erhéhung des pH-Wertes der Spraylésung
konnte die Empfindlichkeit der VorlauferionenrAnadyse gegeniber den TFA-sauren
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