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Das Proteom ist im Gegensatz zum statischen Genom dynamisch und
kann sich in seiner qualitativen und quantitativen Zusammensetzung z. B.
aufgrund veranderter Genexpression oder Wirkstoffgabe dndern. Diese
Veranderungen kénnen zum Teil sehr schnell erfolgen wie beispielsweise
bei Phosphorylierungen von Proteinen, die im Rahmen der Signaltrans-
duktion eine sehr wichtige Rolle spielen.

B Ein wesentlicher Fortschritt bei der Ana-
lyse komplexer Proteingemische wurde durch
die Kopplung von automatisierter nano-HPLC

und hochauflésenden Massenspektrometern
erreicht. Massenspektrometrie basierte Pro-
teomics ist jedoch per se keine quantitative
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A Abb. 1: Markierung des ganzen Proteoms mit den stabilen Isotopen L-Arginin-'3C,,"*N, (Arg-
10) und L-Lysin-'3C,, N, (Lys-8). Durch das Anbieten der schweren Aminosauren wird jedes Pro-
tein in der Zelle mit Arg-10 und Lys-8 markiert. Nach fiinf Zellverdoppelungen sind alle leichten
Arginine und Lysine durch die schweren Isotope ersetzt (linke Seite). Nach einem Trypsinverdau
entstehen Arginin- und Lysin-haltige Peptide die entweder 10 Da oder 8 Da schwerer sind. Durch
diese Doppelmarkierungsstrategie werden alle tryptischen Peptide markiert (rechte Seite). Arg-10
(r) ist in roter und Lys-8 (k) in blauer Farbe dargestellt.

Methode und eine vergleichende Analyse auf
Proteinebene war daher lange Zeit sehr
schwierig.

Eines der ersten Techniken die eine Quan-
tifizierung erlaubte war die Proteinauftren-
nung durch zwei-dimensionale Gelelektro-
phorese (2D-Phorese). Diese Methode ist
jedoch experimentell sehr aufwéandig und die
Reproduzierbarkeit ist in vielen Fallen nicht
sehr hoch. Ein weiteres Problem besteht in
der geringen Sensitivitat dieser Methode. Pro-
teine mit geringer Haufigkeit lassen sich in
den meisten Fallen gar nicht erst detektieren.

Erst der Einsatz stabiler Isotope wie 3C,
H, ®N und '®0 in der Massenspektrometrie
hat zu einer robusten und akkuraten Quanti-
fizierung von Proteinen gefiihrt!!l. Der Ein-
bau schwerer Isotope fiihrt zu einer Erh6hung
des Molekulargewichts der markierten Pep-
tide und einer entsprechenden Verschiebung
des Signals im Massenspektrum. Ein Ver-
gleich der Peakintensititen von ansonsten
identischen Peptiden erlaubt daher die rela-
tive Quantifizierung zweier Zustdnde. Die
ICAT-Technologie ist Prototyp der chemischen
Modifizierung von Proteinen. Bei dieser
Methode werden die Proteine von zwei
Zustdnden jeweils mit einem leichten und
schweren Tag gekoppelt (z. B. an die Amino-
sdure Cystein)/?.. Solche Tags enthalten neben
den Isotopen meist auch eine Biotin-Doméane
die eine einfache Anreicherung der modifi-
zierten Proteine erlaubt.

Metabolische Markierung

Eine grundsatzlich andere Moglichkeit Pro-
teine zu markieren bietet die Methode des
metabolischen Einbaus von ,schweren® Iso-
topen. In der Vergangenheit wurden solche
Markierungen vor allem bei Pulse-chase
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Experimenten eingesetzt, bei denen Zellen
in vitro fiir eine kurze Zeit mit radioaktiven
Aminosauren inkubiert werden.

Im Gegensatz dazu nutzt die SILAC-Metho-
de (Stable Isotope Labeling by Amino acids
in Cell culture) den kompletten metaboli-
schen Einbau von ,schweren® nicht-radio-
aktiven Isotopen wie etwa 3C, L-Arginin(l.
Das Markieren des Proteoms erfolgt dabei
einfach durch den natiirlichen Umsatz der
Zelle. Diese Methode ist daher frei von che-
mischen Synthese- und Aufreinigungs-
schritten.

Bei einem SILAC-Experiment werden zwei
Zellpopulationen parallel entweder in Anwe-
senheit von natiirlichen Isotopen oder der ent-
sprechend gewdhlten schweren SILAC Ami-
nosaure kultiviert. Nach mehreren Zelltei-
lungen ist jedes Protein der Zelle mit der
angebotenen Aminosaure markiert. Auch Pro-
teine, die keinen oder nur einen geringen
,Turnover” zeigen sind nach ca. fiinf Zelltei-
lungen zu 97% markiert.

Tauscht man beispielsweise die sechs 12C-
Atome des Arginins durch sechs *C-Atome
aus, so ist jedes markierte Arginin-haltige
Peptid 6 Da schwerer. Eine weitere Massen-
differenz ldsst sich durch den zusédtzlichen
Austausch von vier “N-Atomen durch vier
I5N-Atome erreichen. Insgesamt verschiebt
sich die Masse des schweren Arginin-halti-
gen Peptids zum unmarkierten Peptid dann
um 10 Da (Abb. 1).

Bisher wurde eine Vielzahl von essenziel-
len Aminoséduren fiir die Markierung ver-
wendet. Mit deuteriertem Leucin lassen sich
70% der tryptischen Peptide markieren. Zwar
sind deuterierte Aminosduren wie Leucin-
D3 oder Lysin-D4 kostengtinstige Alternati-
ven, jedoch zeigen deuterierte Peptide gegen-
iiber nicht markierten Peptiden eine kleine
jedoch unerwiinschte Verschiebung des Elu-
tionsprofils nach Umkehrphasenchromato-
graphie. Eine Kombination aus Doppelmar-
kierung mit Arginin/Lysin und Trypsin Ver-
dau fiihrt, bis auf die Carboxy-terminalen
Peptide, zu einer Markierung aller trypti-
schen Peptide. In Tabelle 1 sind einige Kom-
binationen tblicher Markierungsstrategien
aufgelistet.

Aufgrund des metabolischen Einbaus und
der kompletten (100 %) Markierung kommt
die SILAC-Methode ohne zusitzliche chemi-
sche Synthese- und Aufreinigungsschritte
aus. Dieser Vorteil wirkt sich vor allem in der
einfachen Handhabung und einer geringen
Standardabweichung von bis zu + 10% bei der
Quantifizierung aus!.
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Stimulierung mit Wachstumsfaktor (z.B. EGF)

Zeitpunkt 0 Zeitpunkt 2 Zeitpunkt 4

12 _ 14 13_ 14 13_ 15

Cg N-Arg Cg N-Arg Cg N-Arg
l

l

1:1:1 Mischung nach Proteingehalt

!

Anreicherung eines Subproteoms (z.B.: pTyr Proteine)
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Quantifizierung durch MS
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A Abb. 2: SILAC-Multiplex Experiment zur Analyse des Phosphoproteoms nach Stimulierung mit
einem Wachstumsfaktor. Drei Zellpopulationen werden parallel mit den schweren Isotopen des
Arginins (Arg-6 oder Arg-10) markiert. Die so markierten Zellen werden fiir unterschiedliche Zeit-
punkte (hier 0 min, 5 min und 20 min) mit einem Wachstumsfaktor stimuliert (z. B. EGF). Die Zell-
lysate werden 1:1:1 gemischt und anschlieBend werden phosphorylierte Proteine durch Immuno-
prézipitation mittels Phospho-Tyrosin Antikdrper angereichert. Es folgt ein Trypsinverdau und Auf-
trennung tber LC-MS/MS. Arginin-haltige Peptide erscheinen als Triplett mit einer Massendiffe-
renz von 6 Da und 10 Da. Angereicherte Peptide von stérker phosphorylierten Proteinen zeigen im
Massenspektrum eine héhere Intensitat. Ein zweites Experiment mit den Zeipunkten 0, 1 und 3
(hier 0 min, 1 min und 10 min) wird mit dem 1. Experiment iber einen gemeinsamen Zeitpunkt
(hier 0 min) abgeglichen. Die resultierende Kurve gibt eine detailierte Kinetik aktivierter Effekto-
ren. Die Beispielkurve zeigt ein schnelles Ansteigen der Phosphorylierung eines bestimmten Pro-
teins innerhalb der ersten 5 min. Nach dem Erreichen des Maximums féllt die Kurve deutlich ab
und erreicht nach 20 min annéhrend den Nullpunkt.

Zustand Massendiff. Markierung tryptischer
B Formel in Da Peptide in %

Einfach Markierung

Leu-0 Leu-D3 Leu-5,5,5-D, 3 70
LyssH4  LysD4 Lys-4,5,5D, 4 50 } 100 mit

Lys-0 Lys-6 Lys-"C,, "N, 6 50 LysC
Arg-0 Arg-10 Arg-BC,, N, 10 50*
Arg-0 Arg-6 Arg-10 Arg-BC,, N, 6 und 10 50*

Arg-C,, 5N,

Doppelmarkieurng

Arg-0 Arg-10 Arg-"C,, N, Arg-Peptide 10 100

Lys-0 Lys-8 Lys-"°C,, ®N, Lys-Peptide 8

Arg-0 Arg-6 Arg-10 Arg-Peptide 6, 10 100

Lys-0 Lys-D4 Lys-8 Lys-Peptide 4, 8

Tab. 1: Ubersicht verschiedener SILAC Aminoséuren. Die aufgelisteten Aminoséuren stellen nur einen
kleinen Teil der méglichen Kombinationen dar. Bei der Planung eines Experiments sollte immer darauf
geachtet werden, dass die Massendifferenz der resultierenden Peptide ausreichend fiir eine klare
Zuordnung in den leichten und schweren Zustand ist. Die Protease LysC schneidet nur nach Lysin, d. h.
es entstehen nur Lysin-haltige Peptide, die entsprechend markiert sind. Die ,Einfachmarkierung“ steht
fur die Verwendung von nur einer SILAC Aminosaure. Eine ,Doppelmarkierung” bedeutet das gleichzei-
tige Anbieten von zwei SILAC Aminoséauren.

*Durch einen zusatzlichen Essigsdureanhydridschritt wahrend des ,In-Gel“-Verdaus werden die Lysin-
reste acetyliert und sind daher nicht mehr zugénglich fiir einen Trypsinverdaul®l. Durch diesen Schritt
kann die Ausbeute an quantifizierbaren Peptiden deutlich gesteigert werden.
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A Abb. 3: Schematische Darstellung der MS-Daten Aufarbeitung. Die aus dem Massenspektro-
meter gewonnenen Rohdaten werden zunédchst in eine Peakliste formatiert. AnschlieBend wird mit
einem Suchalgorithmus (hier Mascot) ein Hypertext-File (.htm) von identifizierten Proteinen gene-
riert. Danach kann Software wie MSQuant benutzt werden, um die Hits zu validieren und zu quan-
tifizieren. Die rechte Seite zeigt die MSQuant Oberflache. A, Peptideauswahl fiir die Quantifizie-
rung. Weiterhin finden sich hier die Verhéltnisse der Tripletts. B, zeigt die entsprechenden Spek-
tren der ausgewahlten Peptide. C, Detailierte zeitliche Auflistung des Elutionsprofils einzelner
Peptide, die im Massenspektrometer detektiert wurden. D, Dieser Abschnitt zeigt eine graphische
Darstellung des Elutionsprofils der Peptide. Nach der Quantifizierung kdnnen die von MSQuant
generierten Daten in Excel und Datenbanken exportiert werden.

Um die umfangreichen MS-Datenséatze auf
quantitativer Ebene analysieren zu konnen,
entwickelte unsere Arbeitsgruppe das MS-
basierte Quantifizierungsprogramm MS-
Quant. Die Open Source Software kann unter
(http://msquant.sourceforge.net/) herunter-
geladen werden. Mit diesem Programm kon-
nen komplexe MS-Datensadtze von verschie-
denen SILAC-Experimenten schnell und ein-
fach quantifiziert werden (Abb. 3).

Kritisch fiir die metabolische Markierung
der Proteine ist der Gebrauch von dialysier-
tem Serum (FBS, fotales Kdlberserum), wel-
ches frei von nicht-markierten Aminosduren
ist. Einige Zelllinien benotigen jedoch nor-
males Serum, da bei der Dialyse beispiels-
weise auch Wachstumsfaktoren entfernt wer-
den. Die Zugabe einer kleinen Menge von nor-
malen Serum erhoht zwar den Fehler bei der
Quantifizierung, hilft jedoch bei der Kulti-
vierung solcher Zellen.

Ein weiterer kritischer Punkt ist die meta-
bolische Konvertierung von Arginin zu Prolin.
In Standard DMEM-Medien betragt die Argi-
nin Konzentration 84 mg/l. Diese Konzen-
tration fiihrt bei vielen Zelllinien zu einer
deutlichen Konvertierung von Arginin zu Pro-
lin. Um den Effekt der Umlagerung zu mini-
mieren, wurde beispielsweise bei Kultivie-
rung der humanen Zelllinie HelLa die Argi-
ninkonzentration auf 21 mg/1 reduziert. Wir
empfehlen daher die optimale Argininkon-
zentration bei jeder Zelllinie zundchst aus-
zutitrieren. Dadurch wird eine Prolinmar-
kierung vermieden und die Kosten des Expe-
riments gesenkt. Informationen {iber Proto-
kolle und genaue Konzentrationsangaben der
jeweiligen SILAC Aminosduren sind unter
(www.biochem.mpg.de/mann) und in®! zu
finden.

Temporale Proteomics mittels SILAC

In vielen Fallen reicht eine Zweipunkt-Ana-
lyse nicht aus, um biologische Prozesse ein-
gehend zu untersuchen. Um eine zeitliche
Dimension einzufiihren, kombinierten wir in
einer systemweiten Phosphorylierungsstudie
zwei Dreizeitpunkt-SILAC-ExperimentelS].
Drei Zellpopulationen wurden parallel mit
Arg-0, Arg-6 und Arg-10 markiert und fiir 0,
5 und 20 Minuten mit dem Wachstumsfaktor
EGF stimuliert. Ein zweiter Satz von ent-
sprechend markierten Zellen wurde parallel
fiir 0, 1 und 10 Minuten stimuliert. Ein
gemeinsamer Zeitpunkt diente als Abgleich
fiir die Kombination der beiden Experimente.
AnschlieBend folgte die Anreicherung Tyro-
sin-phosphorylierter Proteine durch Immu-
noprazipitation. Die Quantifizierung der so
angereicherten Proteine ergab ein detailiertes
zeitliches Profil von Effektoren die durch EGF
stimuliert wurden (Abb. 2).

Ein anderes Beispiel fiir eine quantitative
Subproteomanalyse ist die Untersuchung des
Nukleolus. Der Nukleolus ist ein Zellkom-
partiment innerhalb des Zellkerns und ist
u.a. wichtig fiir die Synthese von ribosoma-
ler RNA und den Zusammenbau von Riboso-
men. Wir konnten durch eine Kombination
von SILAC und metabolischen Inhibitoren
die Dynamik des Proteoms im Nukleolus
nachweisenl’].

Eine gédnzliche andere Art SILAC zu benut-
zen, ist die Bestimmung der Rate neusyn-
thetisierter Proteine. Verfolgt man den Ein-
bau der schweren SILAC Aminosduren tiber
die Zeit, lassen sich neu-synthetisierte Pro-
teine leicht identifizieren und quantifizie-
renl8]. Der Vorteil dieser Methode gegeniiber
RNA-Array-Systemen, ist die Bestimmung von
neu-synthetisierten Proteinen innerhalb zel-

lulédrer Substrukturen wie den Mitochondrien
oder der Plasmamembran.

Zur Zeit sind Massenspektrometer noch
nicht in der Lage, ganze Zellsysteme komplett
zu analysieren. Dies liegt vor allem an dem
noch zu geringen dynamischen Bereich mit
dem ein Massenspektrometer komplexe Pro-
ben analysieren kann. Eine hohe Dynamik
(,Dynamic Range*) bei der MS-basierten Pro-
teinanalytik bedeutet die gleichzeitige Detek-
tierung von abundanten und seltenen Protei-
nen in einer Probe.

In den letzten Jahren hat sich die Prote-
omforschung jedoch rasant weiter entwickelt.
Der Einsatz neuartiger Instrumente wie den
,0rbitraps“ (Thermo Electron) und die Ent-
wicklung von leistungsfahigeren Algorithmen
wird die Sensitivitat und die Dynamik von
Proteomanalysen in ndherer Zukunft auf die
Ebene von RNA-Array Systemen heben. M
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