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1.Einleitung und Theorie:

1.1 Proteomik

Als Proteom bezeichnet man die Gesamtheit aller vorhandenen Proteine unter
definierten Bedingungen, zu einem definierten Zeitpunkt und in einem definierten
Organismus (Zelle, Gewebe oder Lebewesen). Handelt es sich bei der untersuchten
Probe um eine bestimmte Gruppe von Proteinen (z.B. Membranproteine, l6sliche
Proteine) oder eine untergeordnete raumliche Einheit (z.B. ein Zellkompartiment),

spricht man auch haufig von einem ,Sub-Proteom".

Im weiteren Sinne schlieBt die Proteom-Forschung neben der Analyse von Expression
aller Proteine eines Organismus auch die Bereiche der strukturellen Proteomik und
der funktionellen Proteomik mit ein [1].

Das Hauptziel der Proteomik ist die detaillierte Charakterisierung des Proteoms [2].
Der Begriff ,Proteom" wurde vor allem durch Marc Wilkins gepragt [3]. Die
Proteomforschung soll die Liicke zwischen der relativ statischen genombasierten
Information und der hochdynamischen Verdanderung von Proteinexpression,
posttranslationalen Modifikationen, lokalen Veranderungen und Interaktionen
schlieBen. Die verschiedenen Felder Genom-, Transkriptom- und Proteomforschung
kdnnen dabei nicht separat betrachtet werden. Vielmehr greifen sie ineinander und
erganzen sich. Umfangreiche Entwicklungen und Fortschritte im Bereich der
Proteomforschung wurden in den letzten Jahren vorangetrieben. GroBe
Proteomprojekte zur Darstellung von Protein-Protein Netzwerken, Zusammensetzung
von Zellorganellen oder zur Beschreibung von Krankheitszustanden (insbesondere im
Bereich der Krebsforschung) wurden generiert [4].

Prominente Beispiele solcher GroBprojekte sind die ,Human Proteome" Projekte, wie
das ,Plasma Proteome Project", das ,Human Liver Proteome Project" oder das
»~Human Brain Proteome Project" und viele weitere Projekte, die von der ,Human

Proteome Organisation® initiiert wurden.
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Nationale und internationale Organisationen (z.B. HUPO, Human Proteome
Organisation; DGPF, Deutsche Gesellschaft fir Proteomforschung) haben sich zu
diesem Zweck gebildet, um die Zusammenarbeit in der Proteomforschung zu férdern
und die Entwicklung neuer Technologien und Ansatze voranzutreiben.

In der Proteomforschung bieten hochkomplexe Analyseverfahren die Grundlage von
neuen Konzepten fiir systembiologische Modelle, fir die Entwicklung neuer
wirtschaftlicher Prozesse im Bereich der Biotechnologie, sowie fiir die Entdeckung
von Biomarkern oder neuer Therapiekonzepte und Wirkstoffe. Die klinische
Proteomik beschaftigt sich vor allem mit der Suche nach neuen Biomarkern, die nach
Validierung beispielsweise flir die Diagnostik, zum Monitoren von Patienten oder fur
die Vorhersage eines Krankheitsverlaufes verwendet werden kénnen [5]. Diese
Biomarker koénnen sowohl zell- oder gewebespezifisch sein und kdnnen in
Korperfllssigkeiten nachgewiesen werden.

Hochsensitive und genaue Methoden der Proteinanalytik sind von groBter
Wichtigkeit, um verlassliche qualitative, sowie quantitative Daten von Proteinen,
einschlieBlich deren posttranslationalen Modifikationen zu erhalten [6]. Viele
verschiedene methodische Ansatze fir die unterschiedlichen Bereiche, wie
arraybasierte Proteomik, strukturelle Proteomik oder die klinische Proteomik stehen

heute zur Verfligung.

Als eines der wichtigsten Werkzeuge in der Proteomforschung gilt beispielsweise die
zweidimensionale Gelelektrophorese, die 1975 von O'Farrell und Klose entwickelt
wurde [7, 8] und trotz einiger Limitierungen noch immer in vielen Bereichen
Anwendung findet [9]. Bei dieser Methode werden die Proteine zunachst in einer
isolelektrischen Fokussierung aufgetrennt und anschieBend elektrophoretisch nach
der Masse separiert. Einige Proteine kdnnen aufgrund ihrer physikochemischen
Eigenschaften allerdings nicht durch 2D-Gelelektrophorese aufgetrennt werden.
Insbesondere fiir die Analyse von sehr hydrophoben Membranproteinen ist diese

Methode ungeeignet.
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Einige Antikdrper- und Protein-Arrays bieten die Mdglichkeit von sehr schnellen
Proteom-weiten Analysen. Der Vorteil dieser arraybasierten Proteomikmethoden ist,
dass auch Interaktionen zwischen Proteinen oder Modifikationen festgestellt werden
kdnnen, was unter anderem auch die Analyse von niedrig abundanten Proteinen
ermdglicht [4, 10]. Die ,Two-Hybrid"-Technologie in Saccharomyces cerevisiae wurde
1989 von Fields et al. beschrieben und dient als Nachweismethode fir Protein-
Protein Interaktionen [10]. Fluoreszenzmikroskopische Methoden, werden
beispielsweise durch die Forster-Resonanzenergietransfer-Technologie (FRET) oder

durch den Einsatz des ,,Grlin Fluoreszierenden Proteins" (GFP) ermdglicht.

Zur Identifikation, Quantifizierung und Charakterisierung von Proteinen in komplexen
Proben, wie beispielsweise Blutplasma, Gewebeproben oder Zelllysaten, gilt die
Massenspektrometrie als eine sehr spezifische und verlassliche Detektionsmethode.
Die Massenspektrometrie ist derzeit die einzige Methode, die universell eingesetzt
werden kann, um spezifisch Struktur und Modifikationen eines Proteins ohne
Vorwissen zu bestimmen [11]. Durch die klassischen Immunoassays ist eine
Unterscheidung zwischen unterschiedlichen Isoformen oder modifizierten Proteinen
zumeist nicht mdglich, da diese im Normalfall nur ein aufsummiertes Signal aller
Isoformen ermdglichen. Sowohl in sogenannten ,Bottom-up"-, als auch in ,Top-
down" Ansatzen ist die Massenspektrometrie ein unverzichtbares Werkzeug. Bei der
»Bottom-up"-Strategie werden Proteine, die aus einer Probe extrahiert wurden, fir
die Analyse zunachst enzymatisch zu Peptiden verdaut. AnschlieBend kénnen diese
Peptide massenspektrometrisch nachgewiesen, identifiziert und gegebenenfalls
quantifiziert werden. Peptide sind aufgrund einer besseren Ionisierbarkeit im
Massenspektrometer haufig einfacher zu analysieren als ganze Proteine. Allerdings
wird durch die Proteolyse zu Peptiden auch die Komplexitat der Probe stark erhoéht,
was in manchen Fallen einen Nachteil dieser Methode darstellen kann, da durch die
erhdhte Komplexitat einzelne Analyte in der Probe maskiert werden kénnen.

In ,Top-down®-Analysen werden die intakten Proteine isoliert und anschlieBend wird
mit Tandem-Massenspektrometrie die Sequenzinformation der Proteine gewonnen.

AuBerdem koénnen auch beide Methoden miteinander kombiniert werden [12].
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Durch Flissigchromatographie werden Proteine oder Peptide in solchen Ansatzen
(LC-MS-basierte Proteomik) aufgetrennt und ins Massenspektrometer transferiert [2].
Verschiedenste Strategien wurden hierzu in den letzten Jahrzehnten entwickelt und
auf die unterschiedlichsten biologischen Fragestellungen angepasst.

Qualitative Ansitze werden dabei haufig durch quantitative ergénzt. Eine Ubersicht
Uber die wichtigsten quantitativen Massenspektrometriemethoden ist in Kapitel 1.2
zu finden. Technische Fortschritte in den Messmethoden ermdglichen eine immer
bessere Sensitivitdt und einen erweiterten dynamischem Detektionsbereich von
Analyten. Heutige Elektrospray-Massenspektrometer mit einem dynamischen
Detektionsbereich von 4-5 Grollenordnungen, zeigen eine Nachweisgrenze
(abhéngig vom Analyten) von wenigen Attomol. Analyte, die in geringerer Menge
vorhanden sind, koénnen nur nach einer Anreicherung aus einem grofReren
Probenvolumen nachgewiesen werden. Weit verbreitete Methoden fur die
Anreicherung von Analyten sind hierbei immunologische Assays, bei denen
Antikorper zur Anreicherung der Zielstrukturen verwendet werden, bevor die Analyten
massenspektrometrisch detektiert werden konnen. In Kapitel 1.3 und 1.4 werden
solche Immunoaffinitats-MS-Ansatze vorgestellt.

Die Proteomforschung stellt nicht zuletzt eine wichtige Grundlage flr
systembiologische Ansatze dar, deren grol3es Ziel die Beschreibung von Zellen oder
Organismen als Ganzes zu ermoglichen, um somit das Verhalten eines

Gesamtsystems erklaren und verstehen zu kénnen [4, 13].
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1.2 Qualitative und quantitative Massenspektrometrie-Methoden

In der Proteomik stellt die Massenspektrometrie eine der wichtigsten Methoden zur
Protein-Analyse dar. Sie steht dabei in Konkurrenz zu anderen Methoden, wie
Immunoassays (Westen Blot oder ELISA). Allerdings sind fir diese Methoden
spezifische Antikérper notwendig, welche haufig nicht zur Verfligung stehen.
Insbesondere bei hoher Homologie in der Aminosduresequenz der Zielproteine
versagen diese Methoden aufgrund unzureichender Spezifitdt und hoher
Kreuzreaktivitat [14]. Ein groBer Vorteil der Massenspektrometrie zeigt sich darin,
dass durch ,Peptide Mass Fingerprint® oder Peptid-Sequenzinformationen nach
MS/MS-Messungen eine eindeutige Proteinidentifikation durch einen anschlieBenden
Datenbankabgleich mdglich ist. Diese Information erlaubt die eindeutige
Identifikation eines Analyten und ermdglicht so die Unterscheidung von spezifischen
Signalen und solchen, die durch andere Bestandteile der Probe entstehen. In vielen
anderen biochemischen Analytik-Verfahren ist dies nicht der Fall, sondern es wird nur
ein Signal generiert, welches keine eindeutige Zuordnung zu einem Analyten zuldsst.
Zusatzliche Informationen Uber die detektierten Analyten kdnnen dabei durch die
Verwendung eines zweiten Antikdrpers, beispielsweise in Sandwichimmunoassays
oder durch die vorhergehende Auftrennung der Analyte nach Molekulargewicht, in
Western Blot Analysen erreicht werden. Die Generierung spezifischer Antikdrper, mit
ausreichender Affinitdt und ohne Kreuzreaktivitdt, die zum eindeutigen Nachweis
eines Analyten geeignet sind, ist jedoch sehr aufwandig.

+Elektrospray Ionisation® (ESI) und ,Matrix Assisted Laser Desorption and
Ionization® (MALDI) sind die in der Protein- und Peptidanalyse am haufigsten
eingesetzten Methoden der Massenspektrometrie. Aufgrund von hoher Auflésung,
ausgezeichneter Prazision und ihrer Einfachheit, werden sie fir die Identifikations-
und Quantifizierungsansatze  eingesetzt. Die Sensitivitdat, Qualitdt und
Reproduzierbarkeit dieser Methoden nimmt stetig zu [15-18]. Zahlreiche
massenspektrometrische Methoden zur qualitativen und quantitativen Proteinanalytik

wurden in den letzten Jahren etabliert und fiilhrten zu neuen Einblicken in
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Signaltransduktionswege, Proteinentdeckung/-charakterisierung, Interaktionen sowie
in der Biomarkersuche und —quantifizierung [15].

Das Spektrum an massenspektrometriebasierten Quantifizierungsmethoden ist sehr
breit und reicht von ,markierungsfreien® Methoden, (ber interne isotopenmarkierte
Peptidstandards bis hin zu metabolischen-, enzymatischen- oder chemischen
Markierungsreaktionen. Je nach Anwendungsgebiet haben die verschiedenen
Quantifizierungsmethoden  Vor- und Nachteile, welche in zahlreichen
Ubersichtsartikeln, wie beispielsweise von Bantscheff et al. zusammengefasst sind
[17]. Weitgehend kénnen die bekanntesten Quantifizierungsansatze in
markierungsfreie Methoden und solche, bei denen ein Label verwendet wird,
unterschieden werden. Bei den markierungsfreien Methoden sind vor allem der
LVvergleich von Signalintensitat" und das ,Zahlen von Spektren™ bekannt [19]. Beide
Methoden beruhen auf LC-MS und LC-MS/MS Messungen. Die Tatsache, dass die
Konzentration eines Analyten mit der Ionenmenge korreliert [20], ermdglicht eine
markierungsfreie Quantifizierung. Dazu werden die Signalintensitdten der
identifizierten Peptide aus LC-MS-Messungen extrahiert und miteinander verglichen.
Die zweite markierungsfreie Methode basiert auf der Anzahl der identifizierten MS/MS
Spektren eines Analyten ausgehend von LC-MS/MS Messungen. Dies wird durch die
lineare Korrelation zwischen Proteinabundanz und der Anzahl an generierten MS/MS
Spektren ermdglicht [21]. Diese beiden Quantifizierungsmethoden haben im
Vergleich zu Quantifizierungsmethoden, bei denen eine Markierung eingebracht wird,
einige Vorteile, aber auch deutliche Nachteile. Die Vorteile liegen weitgehend auf der
Hand: Es werden keine teuren Standards, Markierungsreagenzien oder
Markierungsschritte im Arbeitsablauf benétigt. Neben einem finanziellen und
zeitlichen Vorteil werden so auch Artefakte, die durch zusatzliche Prozessierung der
Probe eingebracht werden konnten, vermieden. Des Weiteren wird die Komplexitat
der Spektren nicht durch das Einfiihren von Modifikationen erhéht, die Anzahl der
Experimente ist nicht beschrankt und ein hoher dynamischer Bereich dieser
Quantifizierungsmethode wurde beschrieben [17]. Auf der anderen Seite werden
markierungsfreie Quantifizierungsmethoden sehr kontrovers diskutiert, da sie als zu

ungenau gelten. Es wird zudem eine Vielzahl an Spektren fir die robuste
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Quantifizierung eines Protein bendtigt [22] und experimentelle Variationen kdénnen
die Ergebnisse der Quantifizierung stark beeinflussen [17]. Zuletzt gibt es groBe
Unterschiede zwischen verschiedenen Proteinen/Peptiden in der Art, wie sie sich im
Flissigchromatographiesystem und dem Massenspektrometer verhalten, was einen
Vergleich verschiedener Proteine erschwert. Die physikochemischen Eigenschaften
(Masse, Ladung, Hydrophobizitat, Modifikationen und weitere) beeinflussen sowohl
die Signalintensitat stark, als auch die Anzahl der generierten Fragmentspektren.
Diese Probleme werden weitgehend vermieden, wenn flir die Quantifizierung
beispielsweise isotopenmarkierte Peptide in die Probe eingebracht werden, die
als Referenz dienen. Die am weitesten verbreitete Methode dabei ist die sogenannte
AQUA (absolute quantification of proteins) Methode [23], welche haufig in
Kombination mit SRM/MRM (single-/multiple reaction monitoring) Messungen [24,
25] angewendet wird. Durch schwere isotopenmarkierte Standardpeptide mit
bekannter Konzentration wird eine absolute Quantifizierung ermdglicht.

Limitierungen der klassischen AQUA-Methode sind beispielsweise die Kosten fiir die
~Schweren Peptide", welche flir jedes zu quantifizierende Peptid hergestellt werden
mussen. Werden die AQUA-Peptide nicht mit einer MRM-Analyse kombiniert, wird nur
ein niedriger dynamischer Bereich erreicht und Uberlagerungen der endogenen oder
zugesetzten Peptide im Massenspektrometer durch isobare Ionen stellen ein groBes
Problem dar [17].

In MRM Messungen werden Peptide zunachst Uber ein flissigchromatographisches
System getrennt. Aufgrund identischer physikochemischer Eigenschaften eluieren die
isotopenmarkierten Peptide gleichzeitig mit den endogenen. Ublicherweise werden
fur die anschlieBende massenspektrometrische Analyse Triple-Quadrupol-Gerate
verwendet. Die Peptide werden im ersten Quadrupol des Massenspektrometers
selektiert und gefiltert, sodass nur Ionen eines festgelegten Masse-zu-Ladungs-
Fensters in den zweiten Quadrupol gelangen. In dem zweiten Quadrupol, der
sogenannten Kollisionszelle, werden diese Peptide zu Sekundarionen fragmentiert. In
einem dritten Quadrupol werden die dabei entstandenen Fragmente erneut gefiltert,
sodass nur ausgewahlte Ionen der fragmentierten Peptide zum Detektor gelangen.

Die Peakflachen der dabei gemessenen Sekundarfragmente (die haufig als
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,Ubergénge" bezeichnet werden) des zugesetzten, isotopenmarkierten Peptids mit
bekannter Konzentration kénnen anschlieBend mit denen des endogenen Peptids
verglichen werden. Durch diesen Vorgang wird eine sehr hohe Spezifitat erreicht und
zudem bietet diese Quantifizierungsmethode einen dynamischen Messbereich Uber
4-5 KonzentrationsgroBenordnungen [25, 26]. Neben den zuvor genannten
Limitierungen von AQUA-Peptiden, weisen Quantifizierungsansatze mit zugesetzten,
isotopenmarkierten Peptiden weitere Nachteile auf. Diese entstehen, wenn die
Standards, auf die referenziert wird, erst nach einigen Probenvorbereitungsschritten
(wie z.B. enzymatischem Verdau) zugegeben werden. Effekte, die eventuell bei
diesen Arbeitsschritten in die Proben eingebracht werden, werden bei der
Quantifizierung nicht berlicksichtigt und kdénnen das Ergebnis verfalschen.
Beispielsweise kann ein unvollstéandiger Proteinverdau, unspezifische Proteolyse von
Proteinen oder Peptiden durch endogene Proteasen oder die Agglutination der
Analyte wahrend der Probenvorbereitung einen starken Einfluss auf die vorliegende
Protein oder Peptidmenge haben. Isotopenmarkierte Proteine kdnnen schon
friher im Arbeitsablauf in die Probe eingebracht werden. Als Referenzproteine
werden sie anschlieBend zusammen mit der Probe verdaut und weiter prozessiert,
sodass die genannten Fehlerquellen ausgeglichen werden. Zudem kann die
Sequenzabdeckung und damit auch die statistische Verlasslichkeit der Quantifizierung
eines Proteins erhdht werden, da nicht nur ein Peptid pro Protein quantifiziert wird,
sondern mehrere Peptide, die von einem Protein stammen, fiir eine Quantifizierung
zur Verfligung stehen [27].

Auch bei dieser Quantifizierungsmethode werden zelluldre Prozesse wie post-
translationale Modifikationen, Proteolyse vor dem gezielten enzymatischen Verdau
oder andere Proteinmodifikationen nur bedingt mitberiicksichtigt. Wird ein Protein
nach oder wahrend der Biosynthese in der Zelle modifiziert, so kénnen sich dadurch
die die Masse und auch die Ladung des Molekils dndern. Diese Veranderungen
kdnnen das Verhalten im Flissigchromatographiesystem, oder auch die
Ionisierbarkeit im Massenspektrometer drastisch verandern, sodass die Ergebnisse

einer Quantifizierung verfalscht werden. Um diese Effekte zu beriicksichtigen, kann
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stattdessen eine Methode mit metabolischer Markierung von biologischen Proben
verwendet werden.

Bei der sogenannten SILAC (Stable isotope labeling by amino acids in cell culture)
Methode, werden Zellen mit Medium inkubiert, das Aminosdauren mit ,schweren
Isotopen™ enthalt [28, 29]. Fur gewohnlich handelt es sich dabei um die
Aminosauren Arginin oder Lysin, in die *[C] oder °[N] eingebaut ist. Dadurch wird
sichergestellt, dass pro tryptischem Peptid nur eine ,schwere Aminosaure" eingebaut
ist, da Trypsin spezifisch Proteine nach diesen beiden Aminosauren hydrolysiert. Mit
dieser relativen Quantifizierungsmethode kann beispielsweise die Proteinexpression
~markierter Zellen® nach unterschiedlicher Behandlung mit dem Proteom einer
Referenzprobe von ,unmarkierten Zellen" verglichen werden. Der groBte Vorteil ist
dabei, dass das Label direkt in die intakte Zelle eingebaut wird und die
Referenzprobe noch vor dem Proteinverdau oder anderen experimentellen Schritten
zusammengefihrt werden. Fortan sind alle praparativen Schritte flir beide Proben
identisch, wodurch die Zahl der Fehlerquellen minimiert werden kann. Allerdings sind
auch bei diesem Ansatz einige Probleme bekannt, wie beispielsweise sehr hohe
Kosten fir ,isotopenmarkiertes Medium®, ein hoher Zeitaufwand, der unvollstéandige
Einbau der isotopenmarkierten Aminosduren oder die metabolische Umwandlung von
Arginin zu Prolin in der Zelle [17]. Dieser Aminosaureumbau kann dazu fihren, dass
in einem Peptid nach dem tryptischen Verdau nicht nur eine, sondern mehrere
schwere Aminosauren vorliegen.

Zudem ist eine Anwendung dieser Methode eher ungeeignet fur hohere Organismen.
Die Organismen muissen flr eine sehr lange Zeit mit der teuren markierten Nahrung
ernahrt werden, um eine nahezu vollstdndige Proteinmarkierung zu erreichen. Dass
dennoch eine metabolische Markierung auch bei Organismen mdglich ist, wurde
bisher fir Pflanzen, C.elegans, Drosophila melanogaster, sowie in Maus- und
Rattenmodellen gezeigt [29-32].

Bei der enzymatischen Markierung von Proteinen/Peptiden findet die Markierung
einige Schritte spater im Analyseprozess statt. Im Prozess der enzymatischen
Spaltung wird durch die Proteasen '®[O] aus ,schwerem Wasser" eingebaut [33].

Alternativ kann dieser Schritt allerdings auch in einem zweiten Inkubationsschritt
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nach der Peptidspaltung stattfinden. Da diese Methode jedoch in vielen Fallen zu
einer unvollstandigen Markierung der Peptide fihrt [34], wird hdufig alternativ eine
chemische Markierung von Proteinen oder Peptiden durchgefiihrt. Diese Methode
der chemischen Markierung mit stabilen Isotopen bietet eine hohe Prazision Uiber den
Arbeitsablauf, eine gute Wiederfindungsrate der Analyte und einen linearen
dynamischen Bereich von ungefahr zwei GréBenordnungen [17]. Zudem ermdglicht
der Einsatz von isobaren Markierungsreagenzien, wie TMT (,tandem mass tags")
oder iTRAQ (,isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification™), die Méglichkeit
von multiplexen Analysen Uber die Reporterionen der MS/MS-Spektren [16, 35]. Die
Methode zur Quantifizierung mittels isobaren Tags wurde 2003 zum ersten Mal von
Thompson et al. beschrieben [36]. Proben kénnen dabei mit isobaren Reagenzien
markiert werden, die sich erst im MS/MS unterscheiden lassen. Ein Vorteil dabei ist,
dass zwei identische Analyte, welche mit zwei unterschiedlichen isobaren Tags
markiert wurden, identische physikochemischen Eigenschaften aufweisen.

Bei den iTRAQ-Reagenzien werden unterschiedliche Kombinationen von schweren
Kohlenstoff- und Stickstoffisotopen verwendet. Durch die unterschiedliche Verteilung
der Isotopen, innerhalb des Reagenzes kann anhand von Reporterionen nach
Fragmentierung unterschieden werden. Abbildung 1 zeigt das dabei verwendete
iTRAQ-Reagenz und das Prinzip der beschriebenen Quantifizierungsmethode.
Quantitative Proteinmessungen werden immer bedeutender fir die Charakterisierung
von komplexen biologischen Systemen. Dabei ist auch ein Trend zur multiplexen
Quantifizierung zu erkennen. Dies stellt vor allem die Probenvorbereitung vor neue
Aufgaben und fordert multidimensionale Trenn- und Aufreinigungsmethoden [16,
37].
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Abbildung 1: Quantifizierung mit iTRAQ.

Das iTRAQ Reagenz besteht aus einem reaktiven Aktivester (rot), einer Balance Gruppe
(blau) und einer Reporter Gruppe (gelb). Reporter- und Balance Gruppe haben zusammen
eine Masse von 145 Da. Durch unterschiedliche Isotopenverteilung kann die Reporter Gruppe
eine Masse von 114-117 Da aufweisen. Entsprechend hat die zugehdrige Balance Gruppe
eine Masse von 145 abzlglich der Masse der Reporter Gruppe (A). Durch Umsetzung des
Reagenz kann ein Peptid am N-Terminus markiert werden (B). Im MS/MS Modus wird die
Balance Gruppe in einer ,Neutral Loss Reaktion" abgespalten und die Reportergruppen
kénnen unterschieden werden (C). Im iTRAQ 4plex Kit sind durch die Kombination schwerer
Kohlenstoff- und Stickstoffisotopen vier verschiede Reportergruppen unterscheidbar (D).
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1.3 Immunoaffinitiats-Massenspektrometrie Ansatze

Fir den sensitiven Nachweis von Proteinen, und somit auch flir die
massenspektrometrische Quantifizierung, missen komplexe Peptidmischungen
zeitaufwendig aufgetrennt werden und die zu analysierenden Proteine in
ausreichender Menge angereichert werden, um den Sensitivitatsbereich des
Massenspektrometers auszunutzen. Vor allem im Feld der quantitativen Proteomik,
insbesondere bei sehr proteinreichen Matrices, wie sie bei Zelllysaten, Gewebeproben
oder Blutplasma gegeben sind, ist eine deutliche Entwicklung in Richtung gerichtete
Massenspektrometrie (,targeted MS") und Immunoaffinitats-Massenspektrometrie zu
erkennen [38]. Wahrend bei ungerichteten Massenspektrometriemethoden
(,nontargeted MS"), wie in der klassischen Bottom-up Proteomik, das untere
Detektionslimit in etwa bei 1-10 pg/ml liegt, kann dies durch gerichtete Methoden,
wie in SRM/MRM-basierten Methoden, deutlich verbessert werden, sodass ein
Detektionslimit von 100-500 ng/ml erreicht werden kann. Dies liegt daran, dass
durch die erhdhte Selektivitat mehr Fragmentierungszyklen der ausgewahlten Analyte
ermoglicht wird, was zu einer verbesserten Sensitivitat fuhrt.

Beispielweise zeigten Muddiman et al. eine LC-MS/MS-basierte Analyse des
JProstataspezifischen Antigens" (PSA), einem Biomarker flir die Diagnose von
Prostatakarzinomen, in menschlichem Plasma in einem Bereich zwischen 2 und
184 pg/ml [39]. Ein weiteres Beispiel zeigt die Arbeit von Kuhn et al., die durch eine
LC-MS/MS-Methode in Plasmaproben von Patienten mit rheumatoider Arthritis nach
Depletion der hoch abundanten Proteine Serumalbumin, Immunglobulin G und
Haptoglobin, den Biomarker ,C-reaktives Protein™ (CRP) quantifizieren konnten [40].
Im Vergleich zu diesen Massenspektrometriemethoden sind  klassische
Immunoassays, wie beispielsweise ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assays),
deren Quantifizierungsgrenze im Picogramm pro Milliliter-Bereich liegt, etwa um
einen Faktor von bis zu 10° empfindlicher.

Eines der groBten Probleme stellen die sehr haufig vorkommenden (hoch
abundanten) Proteine dar, die zu einer hohen Komplexitdt der Probe flihren und

zudem auch die Signale von weniger stark vertretenen Proteinen maskieren. Vor
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allem in Plasmaproben stellt dies groBe Schwierigkeiten dar. Die Depletion der sechs
am starksten im Plasma vertretenen Proteine, die zusammen etwa 85% der
Proteinmenge ausmachen, wird daher als methodischer Ansatz verfolgt [41, 42].
Trotz dieser Reduzierung der Proteinmenge der Probe bleibt die Komplexitdt noch
sehr hoch und es liegen weiterhin viele tausend verschiedene Proteine vor [11],
sodass der Nachweis von niedrig konzentrierten Proteinen nach wie vor stark
erschwert bleibt. Zudem besteht die Gefahr, dass durch den Prozess auch andere
Analyte, die spezifisch oder unspezifisch an die zu entfernenden Proteine oder dem
Affinitatsmaterial binden, mit aus der Probe entfernt werden.

Durch die  Kombination von  Immunprazipitation der Analyte  mit
massenspektrometrischen Analyseverfahren werden diese Probleme umgangen und
ein Sensitivitatsbereich von 0,1-1 ng/ml kann erreicht werden [38, 43]. Die
Anreicherung von Analyten mittels antikdrperbasierten Methoden wurde bereits in
den friihen Neunzigerjahren beschrieben und ist weitgehend gut etabliert [11, 44].
Dadurch kann der Nachweis von Analyten gezielt durchgefiihrt werden und
Probendurchsatz sowie Sensitivitdt werden gleichzeitig erhoht.

Der sogenannte ,Massenspektrometrische Immunoassay" (MISA) war einer der
ersten Immunoaffinitats-Ansatze [44]. In dieser Methode werden Proteine spezifisch
durch polyklonale Antikdrper, die in Pipettenspitzen immobilisiert sind, angereichert,
eluiert und mithilfe vom MALDI MS analysiert. Dadurch ist eine sehr einfache und
schnelle Anreicherung des Analyten mdglich.

Neben einer antikérperbasierten Anreicherung von Proteinen werden auch Ansatze
verfolgt, bei denen zuerst die Probe fragmentiert wird, und anschlieBend die
Peptidfragmente mittels peptidspezifischer Antikbrper angereichert und im MS
nachgewiesen werden. Wenn die angereicherten Peptide von einem enzymatischen
Proteinverdau stammen und man sie spezifisch einem einzelnen Protein zuordnen
kann, so werden diese Peptide als , proteotypisch®™ bezeichnet. Diese Peptide kénnen
in Quantifizierungsansatzen als Surrogat fir ihre entsprechenden Proteine stehen, da
sie nach vollstandigem enzymatischen Verdau in derselben Molaritat vorliegen. Diese
Methode ermdglicht durch die Verwendung mehrerer peptidspezifischer Antikorper

den Nachweis einer Vielzahl von proteotypischen Peptiden aus einer Probe.
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Zur Quantifizierung kénnen vor der Immunprazipitation stabile Isotopenstandards
zugesetzt werden. Ein solcher peptidbasierter Ansatz (SISCAPA, Stable Isotope
Standards and Capture by Anti-Peptide Antibodies) wurde 2009 von Leigh Anderson
et al. beschrieben [37]. Proteotypische Peptide und zugegebene isotopenmarkierte
Peptide wurden mithilfe von peptidspezifischen Antikérpern angereichert und
anschlieBend im Massenspektrometer nachgewiesen. Das isotopenmarkierte
Referenzpeptid ermdglicht hierbei eine akkurate Quantifizierung.

Automatisierte, parallelisierte und multiplexe Methoden erweitern und verbessern
Immunoaffinitdts-Methoden [45, 46]. Ein Beispiel eines multiplexen Quantifizierungs-
ansatzes wurde von Schoenherr et al. gezeigt [33]. In einem multiplexen immuno-
»Single Reaction Monitoring" (SRM)-Ansatz wurden aus Zelllinien und humanen
Proben der Ostrogen Rezeptor (ER) und der Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2 (HER2) erfolgreich quantifiziert. Dabei wurden vier Konzentrations-
GréBenordnungen bis in den niedrigen fmol/mg Bereich abgedeckt. Dieser Ansatz
war der erste peptidbasierte immuno-SRM-Assay in Zelllysaten und menschlichen
Gewebeproben. Zudem wurde damit ein Ansatz einer MS-basierten, quantitativen

Membranrezeptor-Quantifizierung gezeigt.
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1.4 Triple X Proteomics

Die Voraussetzung flir Immunoaffinitatsansatze ist die Verfiigbarkeit von Antikdrpern
zur Anreicherung der Analyten. Erst dadurch kdnnen Analyte im niedrigen
Konzentrationsbereich aus komplexen Proben (wie beispielsweise einzelne Peptide
nach einem enzymatischen Verdau einer Zelllinie, einer Plasma- oder einer
Gewebeprobe) detektiert werden. Jedoch stellt die Verfligbarkeit von Antikdrpern
eine Engstelle in der antikdrperbasierten Proteomik dar. Je nach Zielsetzung ist der
Einsatz von hunderten bis tausenden Antikdrpern notwendig, um eine bestimmte
Gruppe von Proteinen oder ein Sub-Proteom abzudecken, da fiir jeden einzelnen
Analyten ein Antikorper gebraucht wird. Dieses Problem wird durch den ,Triple X
Proteomics" (kurz TXP) Ansatz adressiert. Dabei kommen fir die Anreicherung von
Zielstrukturen  spezielle Antikbérper zum Einsatz, welche gegen kurze
Aminosauresequenzen am C- oder N-Terminus von Peptiden gerichtet sind. Die
Zielepitope sind lineare Aminosaurefolgen von 3-4 variablen Aminosauren und, bei C-
terminalen Sequenzen, eine der beiden Aminosduren Arginin (R) oder Lysin (K).
Diese Spezifitdt erlaubt es mit einem Antikérper mehrere Peptide gleichzeitig zu
binden und anzureichern, sofern diese die entsprechende Sequenz terminal
aufweisen [45, 47-49]. Auf dieser Grundlage basierend ergibt sich die Mdglichkeit,
effizient eine groBe Gruppe von Peptiden mit einer geringen Anzahl von Antikérpern
anzureichern. Solange die Peptide, die von sehr haufig vorkommenden Proteinen
stammen nicht dasselbe Epitop aufweisen, kdnnen diese effizient aus der Probe
entfernt werden, was zu einer verbesserten Detektierbarkeit von niedrig
konzentrierten Peptiden flhrt.

Durch diese Art von gruppenspezifischer Anreicherung kann bei einer umfassenden
Proteomanalyse die Anzahl der bendtigten Antikérper von vielen hunderten auf einige
wenige Antikorper reduziert werden. Die deutlich verringerte Anzahl von Antikérpern
zeigt den wirtschaftlichen Vorteil dieses Ansatzes auf. Es missen deutlich weniger
Antikdrper generiert werden. Zudem kdénnen mit einem einzigen Antikdrper mehrere
Analyte gleichzeitig in einem Assay angereichert werden. Mit wenigen hundert

derartigen Antikorpern kdnnen tausende von proteotypischen Peptiden aus
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komplexen Proben angereichert und mittels Massenspektrometrie identifiziert
werden, sodass groBe Teile des Proteoms eindeutig nachgewiesen werden kdnnen
[45]. Vor allem bei stark konservierten Primarstrukturen in Proteinen sollte es auf
diese Weise moglich sein, eine Vielzahl proteotypischer Peptide durch einen
Antikdrper anzureichern [50]. Es kénnen TXP Epitope identifiziert werden, die bei
Uber 100 proteotypischen Peptiden vorkommen, und somit von einem einzigen AK
gebunden werden kbénnen.

Ein weiterer Vorteil ergibt sich dadurch, dass diese Antikorper speziestibergreifend
eingesetzt werden kénnen, sofern die terminale Aminosauresequenz identisch ist.
Somit koénnen die Antikdérper bei verschiedensten Fragestellungen in
unterschiedlichen Organismen eingesetzt werden. Zudem kénnen sie beispielsweise
in Maus oder Ratte getestet/etabliert werden, um spater in der Analyse humaner
Proben zum Einsatz zu kommen. Jedes Proteom, das aufgrund der genomischen
Information /n silico definiert werden kann, kann mit einem entsprechenden Satz von

TXP-Antikoérpern erfasst werden.
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1.5 G Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die Familie der G Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) stellt die groBte Gruppe
von Membranrezeptoren in  Eukaryoten dar. Es handelt sich um
Transmembranrezeptoren, die alle sieben alpha-helikalen Transmembrandomanen
aufweisen. Daher werden sie auch als ,7-TM" oder ,heptahelikale" Rezeptoren
bezeichnet [48]. Sie dienen als ,molekulare Schalter®, die Signale von auBerhalb
nach innen in die Zelle weitergeben. Dort sind diese Rezeptoren an G-Proteine
gebunden, Uber die zahlreiche Signalwege reguliert werden. Die Art der Liganden-
Bindung sowie die Weitergabe des Signals ist vielfaltig, zum Teil noch nicht
vollstéandig bekannt und daher Gegenstand aktueller Forschung.

Die Signalweitergabe (ber Rezeptoren findet in Wechselwirkung mit den
sogenannten G-Proteinen statt. G-Proteine sind heterotrimere Proteine, die aus einer
a-, einer B-, und einer y-Untereinheit aufgebaut sind. Im inaktiven Zustand ist dieser
Komplex Uber die a-Untereinheit an zwei der intrazelluldren Loops des Rezeptors
gebunden und bindet in der Regel zudem Guanosindiphosphat (GDP). Durch
Ligandenbindung eines Signalmolekiils von auBerhalb der Zelle an den Rezeptor
kommt es zu einer konformationellen Anderung der Rezeptorstruktur, sodass dieser
als Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor (GEF, guanine nucleotide exchange factor)
fungieren kann. Der GEF ermdglicht durch eine allosterische Aktivierung den
Austausch von GDP zu Guanosintriphosphat (GTP) am G-Protein. Die Aktivierung des
G-Proteins durch Bindung des GTPs veranlasst die Dissotioation der By-Untereinheit
des G-Proteins. Die dissoziierten Untereinheiten kdnnen in diesem Zustand, abhangig
von dem Liganden, dem GPCR und dem G-Protein selbst, zur weiteren
Signalweitergabe fiihren, welche sehr Vvielfaltig ist. Durch eine schwache
hydrolytische Aktivitdt der a-Untereinheit wird GTP wieder in GDP und eine
Phosphatgruppe gespalten, sodass sich der Grundzustand des G-Proteins und des
Rezeptors wieder einstellen kann.

Im aktivierten Zustand kann die a-Untereinheit des G-Proteins sehr vielseitige
Funktionen haben. Die wichtigsten bekannten Funktionen sind flr Ggs, Gai, Gag,

Ga12/13, sowie fir Gg, beschrieben.
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Ggs aktiviert die Adenylatcyclase, die die Reaktion von Adenosintriphosphat (ATP) zu
zyklischem Adenosinmonophosphat, einem sogenannten ,second messanger",
katalysiert. Eine Gg Untereinheit inhibiert die Adenlyatcyclase hingegen und
verhindert damit die Bildung von cAMP. Unabhangig von der Adenylatcyclase ist Gqq
ein Effektor flr die Phospholipase CB und somit involviert bei der Spaltung von
Phosphatidylinositol 4,5-biphosphat zu Inositol 1,4,5 Trisphosphat und Diacylglycerol.
Auch bei diesen beiden Stoffen handelt es sich um ,second messanger"-Molekiile die
wiederum die Aktivierung weiterer Signalketten modulieren. Ggiz/13 moduliert
verschiedene RhoGEFs und nimmt dadurch auch Einfluss auf weitere Signalwege.

Die By-Untereinheit ist ebenfalls an der Modulierung der Adenylatcyclase und der
Phospholipase C beteiligt und nimmt zudem Einfluss auf verschiede Ionenkandle und
Kinasen. Der enorme Umfang an moglichen Einflissen in verschiedensten
Signalkaskaden der Zelle zeigt die Vielseitigkeit der G-Proteine.

Nicht zuletzt spiegelt sich die physiologische und wissenschaftliche Bedeutung der G
Protein-gekoppelten Rezeptoren in der Vergabe des Chemie Nobelpreises 2012 an
die beiden Amerikaner Prof. Robert Lefkowitz und Prof. Brian Kobilka fir die

Entdeckung und Charakterisierung dieser Rezeptoren wieder.

1.5.1 Unterfamilien und deren physiologische Bedeutung

Eine enorme Vielzahl an physiologischen Prozessen, die durch G Protein-gekoppelte
Rezeptoren gesteuert werden, ist bekannt. Sehr bedeutsame Beispiele sind der
Sehprozess, welcher durch Rhodopsin gesteuert wird [51] oder der Geruchssinn, bei
dem olfaktorische- und vomeronasale Rezeptoren die Hauptrolle spielen [52].
Weitere wichtige, GPCR-gesteuerte Prozesse sind die Regulation des Immunsystems,
des sympathischen und parasympathischen Nervensystems, der Zell-Zell-
Kommunikation, des Verhaltens und viele weitere [53].

Basierend auf den Genominformationen des Internationalen Human Genom Projekts
[54], das Uber 99% des humanen Genoms abdeckt, wird eine Anzahl von mehr als

800 verschiedenen GPCRs vermutet. Diese werden in 3 Hauptklassen eingeteilt [55]:
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Klasse 1: Rhodopsin-like receptor family, Klasse 2: Secretin receptor family,
Klasse 3: Metabotropic glutamate/pheromone receptor family.

Sowohl physiologisch, als auch pharmakologisch wichtige Vertreter aus der Klasse
der ,Rhodopsin-like" Rezeptoren sind die Subfamilien der Serotonin Rezeptoren (5-
Hydroxytryptamin Rezeptoren; 5-HT R), die muskarinischen Acetylcholin Rezeptoren
oder der Oxytozin Rezeptor.

Histologische und mRNA-basierte Analysen [56] zeigen, dass Serotonin Rezeptoren
vorwiegend in Blutplattchen, dem Darm und dem zentralen Nervensystem exprimiert
werden. Im ZNS sind sie vor allem an der Verhaltensregulation beteiligt und haben
einen starken Einfluss auf zentrale Prozesse wie Schlaf, Appetit, Abhangigkeit und
dem Angstgeflihl [56-58]. In den Blutplattchen und im Darmsystem beeinflussen sie
kardiovaskuldre Funktionen bzw. die Darmmotilitat [58-61].

Einen bedeutenden Vertreter der Familie der muskarinischen Acetylcholinrezeptoren
stellt die Isoform M2 dar. Diese ist vor allem im Herzgewebe exprimiert und dort
unter anderem an der Steuerung der Schlagleistung und -rate beteiligt. Aus diesem
Grund sind die muskarinischen Acetylcholinrezeptoren ein praferiertes Ziel flr
blutdruckregulierende Pharmazeutika [62, 63]. In geringeren Mengen kann diese
Isoform auBerdem in der Lunge, dem Uterus und viele Bereichen des Gehirns
gefunden werden.

Oxitozin Rezeptoren liegen vor allem im ZNS, den Brustdriisen, dem Uterus, der
Niere und im Herzgewebe vor. Dort Ubermitteln die Signale des Hormons und
Neurotransmitters Oxitozin und tragen damit unter anderem zur Verhaltenssteuerung
bei [64, 65].

Aufgrund ihrer Vielfdltigkeit in verschiedensten Signalkaskaden und ihrer Funktion als
»~molekulare Schalter® werden GPCRs auch als die wichtigste Zielgruppe von
Pharmaka angesehen. Bei einigen der wichtigsten Signalwege stehen GPCR am
Anfang oder stehen durch ,cross-talk™ mit ihnen in Verbindung. Beispiele flir wichtige
Signalwege, bei denen GPCRs eine Hauptrolle spielen, sind cAMP/PKA, Ca®*/PKC,
MAPK/ERK1, Ca**/NFAT, PLC, Pi3K, NO-cGMP, NFkB, Rho, JAK/Stat und viele andere
[66].
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Es wird angenommen, dass bis zu 80% aller bekannten Pharmaka eine Wirkung auf
Membranproteine haben [67] und dass bis zu 50% aller derzeit auf dem Markt
befindlichen Wirkstoffe die Modulierung von GPCRs zum Ziel haben [68]. Eine
Vielzahl der Medikamente, die GPCRs modulieren, beeinflussen das zentrale
Nervensystem (ZNS), was nicht verwunderlich ist, da Uber 90% aller GPCRs im
Gehirn exprimiert werden [69]. In den Top 100 der verschreibungspflichtigen
Medikamenten (Med Ad News 1999) waren beispielsweise folgende Medikamente

gelistet, welche alle auf GPCRs wirken [70].

Tabelle 2: Ubersicht verschreibungspflichtiger Medikamente mit Wirkung auf
GPCRs

Medikament Indikation
Allegra® Allergien
Claritin® Allergien
Diprivan® Andsthesie
Tenormin® Angina
BuSpar® Angstzustande
Serevent® Asthma
Singulair® Asthma
Atrovent® Bronchospasmus
Ventolin® Bronchospasmus
Effexor® Depression
Paxil® Depression
Prozac® Depression
Wellbutrin® Depression
Zoloft® Depression
Depakote® Epilepsie
Xalatan® Glaucoma
Cozaar® Hypertension
Diovan® Hypertension
Hytrin® Hypertension
Toprol-XL® Hypertension
Vasotec® Hypertension
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Imitrex®

Migrane

Cardura® Prostata-Hypertrophie
Lupron® Prostatakrebs
Zoladex® Prostatakrebs
Hamal® Prostatic-Hyperplasia
Zyprexa® Psychotische Stérungen
Pepcid® Reflux

Propulsid® Reflux

Zantac® Reflux

Zyrtec® Rhinitis

Risperdal® Schizophrenie
Plavix® Schlaganfall

Gaster® Ulceritis

Aus diesen Griinden ergibt sich eine groBe Bedeutung und damit auch ein groBer
Informationsbedarf  Uber Struktur, Funktion und Expressionslevel dieser

Rezeptorgruppe in Geweben oder auch Modellorganismen.

1.5.2 Struktur und analytische Herausforderungen

G Protein-gekoppelte Rezeptoren gehdren zur Superfamilie der heptahelikalen
Proteine. Die sieben alpha-helikalen Transmembrandomanen sind unter den
Mitgliedern der GPCR-Familien weitgehend stark konserviert. Sie sind dabei so in der
Plasmamembran angeordnet, dass sie je vier intra- und drei extrazelluldare Doméanen
aufweisen. Bei den meisten GPCRs sind die intra- und extrazelluldaren Domanen
verhaltnismaBig kurz und ein GroBteil des Rezeptors befindet sich eingelagert in der
Plasmamembran, wodurch sie von auBen schwer zuganglich sind. Der prinzipielle
Aufbau von GPCRs ist in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Schematischer Aufbau eines G Protein-gekoppelten Rezeptors.

Der Rezeptor besteht aus 7 transmembran-Domadnen (TM 1-7), drei extrazelluldren Loops
(EL 1-3) und vier intrazelluldren Loops (IL 1-4). Der N-Terminus liegt auBerhalb der Zelle und
der C-Terminus ist intrazellular. Abbildung modifiziert nach Ji et al [53].

Der organo-, gewebe- oder zellspezifische Nachweis dieser Proteine stellt eine
essentielle Vorrausetzung fir die Vorhersage von Wirkung und potentiellen toxischen
Nebeneffekten von Medikamenten dar. Die Detektion und insbesondere auch die
Quantifizierung von GPCRs ist jedoch eine besondere Herausforderung, da sie
aufgrund ihrer sieben Transmembrandomanen sehr hydrophob und zudem flr
Antikdrper schwer zuganglich sind. Mit klassischen Methoden der Proteinanalytik, wie
beispielsweise 2D-Gelelektrophorese oder Western Blot, lassen sich diese Proteine
daher nur schwer nachweisen. Weiterhin gibt es nur wenige kommerziell erhaltliche,
GPCR-spezifische Antikdrper, welche beispielsweise fiir Western Blots oder ELISA-

Methoden notwendig sind.
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2 Ziele der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war es, eine Methode zu etablieren, mit der Membranproteine
einfach und zuverldssig quantifiziert werden kdnnen. Hierzu sollten
immunoaffinitdtsbasierte Ansatze mit anschlieBender massenspektrometrischer
Analyse eingesetzt werden.

Diese Methode sollte flir G Protein-gekoppelte Rezeptoren entwickelt werden, da es
bislang noch keine geeigneten Methoden zur Quantifizierung von Membranproteinen
mit mehreren Transmembrandomanen gibt.

Zuerst galt es, die fir den Nachweis von GPCRs notwendigen Antikdrper zu
generieren. Hierbei sollten TXP-Epitope definiert werden, die in proteotypischen
Peptiden verschiedener GPCRs vorkommen und zur Generierung von TXP-Antikérpern
eingesetzt werden kénnen. Es sollten funktionelle Methoden zur effizienten TXP-
Antikdrpercharakterisierung entwickelt werden, die eindeutig zeigen, welche
Kreuzreaktivitdten im spateren Assay zu erwarten sind. Mit den so charakterisierten
TXP-Antikdrpern sollte gezeigt werden, dass proteotypische Peptiden der G Protein-
gekoppelten Rezeptoren gezielt angereichert werden koénnen und mittels
Massenspektrometrie quantifiziert werden koénnen. Mit den oben beschriebenen
Assays sollten GPCR-Expressionsprofile aus Herz-, Cerebellum- und Cortexgewebe
erstellt werden.

Die in dieser Arbeit etablierten Methoden und Datensatze sollten als Grundlage
dienen, um in weiteren Experimenten die GPCR-Familien mit systembiologischen
Methoden zu analysieren und somit die Entwicklung neuer Pharmazeutika zu

erleichtern.

Quantifizierung von G Protein-gekoppelten Rezeptoren

Der Ablauf der zu etablierenden Methode ist in Abbildung 3 dargestellt. Die einzelnen
Arbeitsschritte des Ansatzes sollten so optimiert werden, dass sie generell fir eine
quantitative Analyse von Membranproteinen eingesetzt werden kdénnen.

In dieser Arbeit werden zum Nachweis von GPCR-Proteinen gruppenspezifische

Antikorper verwendet, die an kurze terminale Sequenzen, dem TXP-Epitop von
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proteotypischen Peptiden binden. Somit k6nnen mit einem einzigen Antikdrper aus
einer tryptisch verdauten Probe Gruppen von Signaturpeptiden mit identischen
terminalen Aminosauresequenzen angereichert werden.

Derartige Antikorper galt es mittels bioinformatischer Analyse zu identifizieren,
generieren und in funktionellen Tests zu charakterisieren. Fir die quantitativen
Analyse sollten mehrere GPCRs aus drei GPCR-Subfamilien (muskarinische
Acetylcholin-, Serotonin und Oxitozin Rezeptoren) ausgewahlt werden, fir die
entsprechende Referenzpeptide bereitgestellt werden sollten.

Proteotypische  Signaturpeptide  dieser  Rezeptoren  sollten  durch  die
terminusspezifischen Antikérper angereichtert werden und anschlieBend mittels
MALDI MS und MS/MS nachgewiesen bzw. mittels LC-ESI-MS/MS quantifiziert
werden. Damit sollte gezeigt werden, dass mit wenigen Antikdrpern ein
vergleichsweise einfacher und schneller Nachweis einer ansonsten schwer

nachweisbaren Klasse an Proteinen mdglich ist.
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Abbildung 3: Ubersicht iiber den Arbeitsablauf zur Quantifizierung von Membranproteinen

Gewebeproben werden zerkleinert und die Proteine Uber eine detergensbasierte Lyse solubilisiert. Anschlieend werden die Proteine enzymatisch
verdaut und chemisch markiert. Zusétzlich werden ebenfalls chemisch markierte Standardpeptide zugegeben. Die proteotypischen Peptide werden
in einem Flissigchromatographiesystem entsalzt und aufgetrennt und
massenspektrometrisch analysiert. Durch datenbankbasierte ldentifikation und Datenprozessierung konnen zuletzt quantitative Daten erhalten

mithilfe von Terminus-spezifischen Antikdrpern angereichert,

werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

In Tabelle 3 sind alle verwendeten Chemikalien aufgeflihrt

Tabelle 3: Chemikalien

Chemikalie: Hersteller:

Essigsdure Fluka (Sigma-Aldrich), St. Louis, MO, USA
Acetonitril Merck KGaA, Darmstadt, Germany

BSA Carl Roth, Karlsruhe, Germany

CaCl, Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Complete Protease Inhibitor Roche Diagnostics, Mannheim, Germany
L-Cystein ACROS (Fisher Scientific), Nidderau, Germany
Digitonin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

DMEM PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
DMSO Fluka (Sigma-Aldrich), St. Louis, MO, USA
DTT Fluka (Sigma-Aldrich), St. Louis, MO, USA
ECL plus WB Detection System Pierce (Thermo Fisher Scientific), Waltham, MA, USA
EDC Pierce (Thermo Fisher Scientific), Waltham, MA, USA
EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Ethanol Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Ethanolamin Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Ameisensaure Biosolve, Valkenswaard, NL

L-Glutamin PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
HCI Carl Roth, Karlsruhe, Germany

HEPES Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

IAA Fluka (Sigma-Aldrich), St. Louis, MO, USA
LDS Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

mgf MASCOT generic file

MOPS Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

NaCitrat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Na,HPO4 Fluka (Sigma-Aldrich), St. Louis, MO, USA
NaCl Carl Roth, Karlsruhe, Germany

NaHCOs Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

NaNs Merck KGaA, Darmstadt, Germany

NaOH Riedel-de Haén GmbH, Seelze

Na Acetat Fluka (Sigma-Aldrich), St. Louis, MO, USA
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NOG

PBS (autoklaviert)
PIPES

PMSF

SeeBluePlus2 Marker
Sucrose

Sulfo-NHS
Sulfo-SMPB

TBS

TCEP

TRIS

Triton X100

Trypsin TPCK (behandelt)
Tween 20
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AppliChem Inc., St.Louis, MO, USA

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Roche Diagnostics, Mannheim, Germany

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Pierce (Thermo Fisher Scientific), Waltham, MA, USA
Pierce (Thermo Fisher Scientific), Waltham, MA, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany



3.2 Puffer

Tabelle 4: Verwendete Puffer in alphabetischer Reihenfolge

Puffer
ABC-Puffer pH 7.4

Aktivierungspuffer pH 6.2

Blocking Reagent (Roche, Indianapolis,
USA)

Cell Culture Medium

Citrat Puffer pH 2.5

Coomassie Farbelésung

Kopplungspuffer pH 5.0
Entfarber I

Entfarber II

Lysepuffer pH 7.2

Verdauungspuffer pH 8.5
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Komponenten
NH4HCO;
NHs

Na,HPO,
Tris/HCI

NaCl

Gelatine

DMEM

L-Glutamin
Penicillin/Streptomycin
Foetal Bovine Serum
Na Citrat

NH;

Coomassie Brilliant Blue R250
Methanol

Essigsaure
MES

Ethanol
Essigsaure
Ethanol
Essigsaure
Triton X-100
SDS

NaCl
Na,HPO,
EDTA
Protease Inhibitor
TRIS

CaCl,

Konzentration
50 mM

zur pH-
Einstellung
100 mM

50 mM

150 mM
1 % (w/v)

2 mM

1 % (v/v)
10 %

100 mM

Zur pH-
Einstellung
0.20 %

50 %

10 %
50 mM
50 %
10 %
10 %
5%
0,5%
0.01%
15M
0.01M
2 mM
1x

50 mM
1 mM



Glycin-Elutions Puffer pH 10

HiTrap Puffer A pH 8.3

HiTrap Puffer B pH 4.0

HiTrap Standard Kopplungspuffer

PBS pH 7.4

Ponceau Farbeldsung

Wasch- und Bindepuffer pH 8.2

Waschpuffer pH 7.4

Western blot Transfer Puffer
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Glycin
NaOH

Ethanolamin
NaCl
NaAcetat
NaCl
NaHCO;
NaCl

NaCl

KCl

HsPO,
Ponceau-S
Essigsaure
NaPO4
Tween-20
PBS
Tween-20
NuPAGE Transfer Puffer
Antioxidant
Methanol

100 mM

Zur pH-
Einstellung
0,5M

0,5M
0,1M
05M
0,2M
05M
137 mM
2.7 mM
12 mM
0.1 % (w/v)
1% (v/v)
0.1 M
0.01 %
1x

0,05 %
1x

0.10 %
10 %



3.3 Verbrauchsmaterialien

In Tabelle 5 sind alle verwendeten Verbrauchsmaterialien aufgeflihrt.

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialen

Verbrauchsmaterial:

1 ml HiTrap Saure (NHS-activated HP)
10 ml Spritze

1.5 ml Reaktionsgefal

15 ml PP Reaktionsgefal

1.5 ml Reaktionsgefal

4-12% Bis Tris NUPAGE LDS Gele
5 ml Entsalzungssaule

50 ml PP Reaktionsgefal

96-well PCR Platte

96-well Platte, klar, runder Boden
Dynalbeads ProteinG
Luminex-XMap-Mikrospharen
Nitrozellulose Transfermembran
PACII-Chip

Peptide Calibration Standard II
Pipettenspitzen (1-10, 10-100, 100-1000)
Spritzenfilter 0.22 ym PES
Microcentrifuge Tubes 1,5 ml
Ultrafree-MC filterunits

Whatman Gel Blotting Paper
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Hersteller:

GE Healthcare, Uppsala, Sweden

neolLab, Heidelberg. Germany

Eppendorf, Hamburg, Germany

Greiner, Frickenhausen, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

GE Healthcare, Uppsala, Sweden

Greiner, Frickenhausen, Germany

Brand GmbH Wertheim, Germany

Nunc (Fisher Scientific), Waltham, MA,USA
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Luminex, Austin, TX, USA

Schleicher &SchuellBioscience, Dassel, Germany
BrukerDaltonics, Bremen, Germany
BrukerDaltonics, Bremen, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany

Carl Roth, Karlsruhe, Germany

Starlab, Ahrensburg, Germany

Millipore, Billerica, MA, USA

Schleicher &Schuell Bioscience, Dassel, Germany



3.4 Gerate und Software

In Tabelle 6 sind alle verwendeten Gerdte,

Auswertesoftwares aufgelistet.

Tabelle 6. Gerdte und Software

Gerat

AktaXpress

Eppendorf Zentrifuge 5415D
Eppendorf Thermo Mixer Comfort
ESI-Quad-TOF (Maxis 3G)

FLUOstar Optima

GeneAmp PCR System 2400

KingFisher 96

Light-optical microscope-Eclipse
TE 300
Luminex XMap

MALDI TOF/TOF Ultraflex III

Mikro-Dismembrator U
Photometer Lambda Bio +
Protein Graphic Tool
Feinwaage

Syringe Pump, pump 22
Ultraschallbad Sonotex RK 31
UHPLC UltiMatate 3000
Vortex Genie 2
XCellSureLock Mini-Cell

Software
Unicorn 5.11

micrOTOFControl

FLUOstar Optima
Software 1.32 R2

BindItsoftware 3.0

X-Ponent Software
Solutions IS 2.2

Flex Control

Flex Analysis/BioTools

PyMol 0.98

Chromelion

sowie deren Steuer- und

Hersteller/Firma

GE Healthcare, Uppsala, Sweden
Eppendorf, Hamburg, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany

BrukerDaltonik, Bremen,
Deutschland
BMG Labtechnologies

Applied Biosystems®

Fisher Scientific
Nikon

Luminex

BrukerDaltonik, Bremen,
Deutschland
Satorius, Germany

PerkinElmer

DeLano Scientific LLC.
Startorius AG

Harvard Apparatus
Bandelin electronics
Thermo Scientific, USA
Scientific Industries
Invitrogen, USA

Datenbanken und Suchmaschinen

Datenbanken

Suchmaschine

Seite 34

SwissProt

MSDB

UniProt
MASCOT Version 2.2,

Swiss Institute of Bioinformatics,
Basle, Swiss

Proteomics Department,
Hammersmith Campus of Imperial
College London, UK

The Universal Protein Resource

Matrix Science Ltd., London, UK



3.5 Herstellung von polyklonalen TXP-Antikorpern

Die Immunisierung der polyklonalen Kaninchen-Antikérper und die Gewinnung der
Kaninchenseren wurden von “Pineda—Antikérper-Service” (Berlin, Deutschland)
durchgefiihrt. Die Herstellung der Antigene und Immunisierung erfolgte wie bereits

in der Verdffentlichung Hoeppe et al. [45] beschrieben.

3.5.1 Peptidselektion fiir die Immunisierung und fiir Standard-Peptide

Die zu untersuchenden Rezeptoren, Zielepitope und Standardpeptide wurden in
Zusammenarbeit mit Hannes Planatscher, NMI Reutlingen, ausgewahlt. Grundlage
hierflir waren vorangegangene Arbeiten [71], ein kombinatorischer Bioinformatik-
Ansatz, sowie die physiologische und pharmakologische Relevanz der Zielstrukturen.
Als Daten-Grundlage flr die Auswahl der TXP-Epitope diente die Uniprot-Datenbank.
Der gesamte Datensatz der darin enthaltenen humanen Proteine wurde in einem /in
sifico Verdau auf tryptische Fragmente umgerechnet. Diese theoretischen Peptide
wurden im Anschluss nach folgenden Kriterien sortiert. Durch die Auswahl sollte pro
TXP-Sequenz eine mdglichst groBe Zahl an relevanten GPCRs durch proteotypische
Peptide abgedeckt werden. Die Massen der Peptide, deren Anreicherung theoretisch
durch die TXP-Antikdrper mdglich ist, sollten zwischen 800 und 5000 Dalton liegen.
Zudem sollten die ausgewahlten Epitope moglichst kein Methionin in der Sequenz
enthalten, da dieses sehr leicht oxidiert, wodurch die Antikdrperbindung beeinflusst
werden kann bzw. die Datenauswertung von Massenspektren komplexer werden

kann. Die Liste der ausgewahlten TXP-Sequenzen ist in Tabelle 12 zusammengefasst.

3.5.2 Antikorperaufreinigung

Die generierten TXP-Antikérper wurden aus 20 ml Kaninchenserum (ber ihr
jeweiliges Antigen affinitatsgereinigt. AnschlieBend wurden die Antikdrper durch
Gelfitration entsalzt und in PBS + 0.05% Azid gelagert. Der gesamte Vorgang wurde

bereits in vorhergegangenen Arbeiten beschrieben [45]. Die Seren wurden dabei
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zunachst mit 0.22 pm PES-Spritzenfiltern steril-filtriert und anschlieBend mithilfe
eines FPLC-Systems (AktaXpress) aufgereinigt. Dazu wurden 1 ml HiTrap Affinitéts -
Sdulen (NHS-activated HP) eingesetzt, an die die entsprechenden immunogenen-
Peptide gekoppelt waren. An diese Sdulen wurden die TXP-Antikdrper aus den
Kaninchenseren zunachst gebunden, mittels Citratpuffer (pH 2,5) sauer eluiert und
Uber eine 5 ml Gelfiltrationssdule entsalzt. Die gereinigten Antikdrper wurden

anschlieBend mit 0.05% Azid versetzt und bei 4°C gelagert.

3.6 Peptidsynthese

Die in dieser Arbeit eingesetzten Peptide wurden von Intavis (K6ln, Deutschland)
synthetisiert. Flr jeden Rezeptor wurde mindestens ein Standardpeptid verwendet.
Diese Peptide sind identisch zu tryptischen Fragmenten der endogenen Rezeptoren.
Anstelle der Aminosaure Cystein wurde Carbamidocystein als Baustein verwendet,
um die Bildung von Disulfidbriicken und weitere Nebenreaktionen zu verhindern.
Zudem miussen durch diesen Einbau von alkyiertem Cystein in die Standardpetide die
Standards nicht zusatzlich vor ihrem Einsatz reduziert und alkyliert werden. Alle
Peptide wurden vor der Verwendung mittels HPLC und MALDI-MS analysiert, um den

Reinheitsgrad zu bestimmen oder eventuelle Nebenprodukte zu detektieren.

3.7 Charakterisierung polyklonaler Kaninchen-Antiseren auf

Sequenzspezifitiat mittels beadbasierter Peptidarrays

Die Seren der immunisierten Kaninchen wurden vor der AntikOrperaufreinigung
mittels Affinitatssaulen in mikrosphdrenbasierten Arrays getestet. Zum einen wurde
die Reaktivitdt gegenliber ihrer Zielpeptide Uberprift und zum anderen wurde
getestet, ob die Antikorper Kreuzreaktivitat gegeniliber anderen Peptiden oder Peptid-
internen Sequenzen aufweisen. Dabei wurden die Kaninchenseren mit synthetischen
Peptiden, welche an farbkodierte Polystyrol Mikrosphdren gekoppelt wurden,

inkubiert. Ein speziesspezifischer PE-markierter Nachweisantikbrper wurde als
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Reportersystem eingesetzt. Die relativen Signale der gebundenem Antikdrper wurde
in einem Durchflusszytometers (FlexMap 3D, Luminex™) erfasst und als MFI Werte

angegeben.

3.7.1 Mikrospharenbasierte Peptidarrays

Der Aufbau eines mikrospharenbasierten Assays zur Bestimmung der Spezifitat und
der Bindeeigenschaften der verwendeten Antikorper ist in Abbildung 4 dargestellt.
Zunachst wurden hierzu verschiedene farbkodierte Mikrospharen (ber aktivierte
Carboxylgruppen mit BSA beladen. Die BSA Molekiile wurden nach der Kopplung an
die Beads durch Inkubation mit sulpho-SMPB aktiviert und in einem darauffolgenden
Schritt wurden verschiedene reduzierte Cysteinylpeptide daran gekoppelt. Eine
detaillierte Beschreibung der Beladung der Mikrospharen ist bei Hoeppe et al. [45] zu
finden. Diese Peptid-gekoppelten, farbcodierten Mikrosphdren wurden im weiteren

Verlauf fir die Antikdrpercharakterisierung verwendet.

Antikdrperseren wurden im Verhdltnis 1:5000 wund 1:20000 in ELISA-
Blockierungsreagenz (Roche) +0.05% Tween20 verdinnt. 96-well Filterplatten
wurden mit Roche-Puffer 10 min lang inkubiert, um unspezifische Bindungen von
Peptiden oder Antikérpern an das Plattenmaterial zu verhindern.

Pro Assay wurden 500 Mikrospharen/Well eingesetzt und zunachst mit 30 pl
Serumverdiinnung 60 min bei 23°C und 650 rpm auf dem Schittler inkubiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und zweimal mit PBS + 0.05%
Tween20 gewaschen. In einem zweiten Inkubationsschritt wurden PE-markierte anti-
Kaninchen Antikérper zugegeben (2.5 pg/ml in Assay Puffer + 0.05% Tween20).
Nach 45 min Inkubation bei 23 °C und 650 rpm wurde zweimal gewaschen, 100 pl
Assay Puffer zugegeben und mit einem Durchflusszytometer (FlexMap3D, Luminex)

gemessen (Sample size: 80 pl, Time out: 60 sec).
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Abbildung 4: Mikrospharenbasierter Peptidarray zur Antikérpercharakterisierung

Auf farbcodierte Mikrosphdren ist Uber aktivierte Carboxylgruppen BSA gebunden. Mithilfe
eines sulfo-NHS-Linkers wurden Cysteinylpeptide an die BSA-Molekiile gekoppelt. In einem
ersten Inkubationsschritt werden Seren der immunisierten Kaninchen bzw. aufgereinigte
TXP-Antikdrper (rot) mit den Mikrosphdren inkubiert. In einem zweiten Schritt werden PE-
markierte anti-Kaninchen-Antikérper (schwarz) mit dem Komplex inkubiert. Dieser Komplex
kann im Durchflusszytometer ausgelesen werden.

3.7.2 Kompetitions-Assay zur Bestimmung der Antikorper-Affinitat zu

ihren Zielstrukturen

Zur Bestimmung der Bindungsaffiniaten der polyklonalen Kaninchenantikdrper wurde
ein mikrospharenbasierter Kompetitions-Assay durchgeflihrt. Hierzu wurden TXP-
Antikdrper auf eine Konzentration von 10 ng/ml verdiinnt und anschlieBend 1h lang
mit ihren korrespondierenden Antigenen (CGSG-,TXP-Sequenz") inkubiert. Diese
Standardpeptide wurden in definierten Konzentrationen zwischen 5 uM und 28 pM (in
Verdiinnungsschritten von 1:3) vorgelegt. Nach diesem Vorinkubationsschritt wurden
die korrespondierenden Peptid-gekoppelten Mikrosphdaren zugegeben und es wurde,
wie in den zuvor beschriebenen mikrospharenbasierten Peptidarrays (3.7.1) weiter
verfahren. Die Ergebnisse der Messungen konnten anschlieBend verwendet werden,
um die Bindungseigenschaften der Antikérper zu bestimmen. Der gesamte Aufbau

des Ansatzes ist in Abbildung 5 beschrieben.
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Abbildung 5: Aufbau des Kompetitionstests zur Bestimmung einer apparenten

Affinitat

In einem ersten Schritt werden Antikdrper mit definierter Menge an Peptidantigen inkubiert.
In Schritt zwei werden Mikrosphdren mit daran gekoppeltem Peptidantigenen zugegeben.
Freie Antikdrperbindestellen kénnen daran binden. In einem dritten Schritt werden die nicht
an die Mikrospharen gebundenen Antikdrper weggewaschen. Zuletzt werden die gebundenen
Antikdrper mit einem PE-markierten Sekundarantikdrper nachgewiesen. Dieser Komplex kann
im Durchflusszytometer ausgelesen werden.
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3.8 Charakterisierung polyklonaler Kaninchenantikorper auf

Sequenzspezifitat mittels Massenspektrometrie

Die Bindeeigenschaften der verwendeten TXP-Antikérper wurden mithilfe
verschiedener massenspektrometriebasierter Methoden getestet. Zum einen wurden
Peptidmischungen aus synthetischen Peptiden hergestellt und mit den TXP-
Antikdrpern inkubiert. Nach Immunprazipitation wurden angereicherte Peptide mittels
MALDI-MS analysiert. Des Weiteren wurden Versuche mit Peptidbibliotheken und

komplexen biologischen Proben durchgefiihrt.

3.8.1 Charakterisierung polyklonaler Kaninchenantikorper auf

Sequenzspezifitat mittels Peptidbibliotheken

Bibliotheken von synthetischen Peptiden wurden verwendet, um vier unterschiedliche
TXP-Antikorper detailliert zu charakterisieren und die Sequenzspezifitat zu prifen.
Wie bereits in Hoeppe et al. [45] beschrieben, wurden hierbei Bibliotheken
eingesetzt, bei denen je eine definierte Aminosaure variiert wurde. Ausgehend von
der Zielsequenz, die als Antigen bei der Antikorperherstellung eingesetzt wurde,
wurde an dieser Position die Aminosaure durch eine zufallig gewahlte Aminosaure
der 20 proteinogenen Aminosduren ersetzt. Die getesteten terminalen Sequenzen
waren AMTR, EIER, LGYR und LSGK. Dabei wurden folgende Bibliotheken verwendet,
wobei “X" flir jede der 20 Aminosduren steht. Die verwendeten Bibliotheken sind in

Tabelle 7 aufgelistet.
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Tabelle 7: Peptidbibliotheken

Antikorper Zielsequenz TXP-Bibliothek
CHSG-XMTR
CHSG-AXTR
CHSG-AMXR
CHSG-AMTX
CHSG-XIER
CHSG-EXER
CHSG-EIXR
CHSG-EIEX
CHSG-XGYR
CHSG-LXYR
CHSG-LGXR
CHSG-LGYX
CHSG-XSGK
CHSG-LXGK
CHSG-LSXK
CHSG-LSGX

AMTR

EIER

LGYR

LSGK

Die Bibliotheken waren alle mit einer konservierten, 4-Aminosdure langen Sequenz
versehen (C(Cam)HSG), welche eine Spacer-Funktion hat, um eine bessere
Interaktion des Antikbrpers mit dem Zielepitop zu ermdglichen. Die vier
verschiedenen Peptidbibliotheken pro Antikdérper wurden mit jeweils 10 pmol
eingesetzt und einzeln getestet. Die Bibliotheken wurden vor und nach
Immunprazipitation untersucht, um die spezifische Anreicherung durch die TXP-
Antikdrper zu untersuchen. Je 1 pl wurde hierzu auf ein PACII Target aufgebracht
und in einer automatisierten MALDI-MS Analyse vermessen. Die Ergebnisse von Pra-
und Post-IP Spektren wurden mithilfe eines Excel-Skripts verglichen, um den

Anreicherungsfaktor zu bestimmen.
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3.8.2 Charakterisierung der Spezifitat polyklonaler Kaninchenantikorper
mit kurzem C-terminalem Epitop mittels Immunprazipitation aus

komplexen biologischen Proben und Auswertesoftware (MATERICS)

Ein neuartiger Ansatz wurde entwickelt, der es erlaubt die Spezifitat der verwendeten
TXP-Antikorper allein auf der Grundlage von MS-Spektren nach Immunprazipitation
von komplexen Proben, wie beispielsweise eine Trypsin verdaute Plasmaprobe,
vorherzusagen. Bei MATERICS (mass-spectrometric analysis of terminal epitope
enrichment in complex samples) handelt es sich um einen Algorithmus, der auf einer
terminalen Epitop-Analyse basiert. Dieser Algorithmus identifiziert die terminalen
Sequenzen, welche am wahrscheinlichsten durch die verwendeten Antikorper
angereichert wurden. Davon werden die 10 besten Ergebnisse verwendet und
Sequenzen, die eine hohe Ahnlichkeit zu diesen Epitopen haben, hinzugezogen.
Epitopmuster werden anschlieBend aus diesen Sequenzen kombiniert.

Nach einer Immunprazipitation und anschlieBender MS Analyse kann mit dem
MATERICS Tool analysiert werden, welche Peptide bzw. Epitope durch den
Antikdrper aus einer Probe angereichert wurden. Flr erste Tests mit diesem
Werkzeug wurden drei verschiedene Zelllinien (HELA, HEK293 und Pancl) kultiviert,
lysiert, tryptisch verdaut und eine automatisierte Prazipitation mit vier verschiedenen
TXP-Antikbrpern auf magnetischen Partikeln durchgeflihrt. Fir die Immun-
prazipitation wurden je 50 ug Zelllysat und 5 pg Antikérper (Kaninchen-anti-AMTR,
Kaninchen-anti-EIER, Kaninchen-anti-LGYR und Kaninchen-anti-LSGK eingesetzt.
Jede Immunprazipitation und wurde in Triplikaten durchgeflihrt und nach der Elution
wurden je 1 pl mit MALDI-MS ebenfalls in Triplikaten vermessen. Die Signale in den
Spektren wurden in flexAnalysis nach externer Kalibrierung annotiert und in die
Benutzeroberflache der MATERICS Software geladen.

Seite 42



Peaklist: Stoplist:

757,2304136 j =15.33001 2l Mass error tolerance (PPM):M (5-50)
764,0303473 515.35735 =

768,3653889 515.41286 Database: ICONSENSUSDBHUMAN j
777, 1707086 519.13882 Terminus: I cterminal vI

779,39549096 521.30864 :
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833,1082093 536.16537

Abbildung 6: MATERICS Benutzeroberfliche

Nach einer Immunprazipitation kénnen Peaklisten aus Massenspektren extrahiert und in die
Suchmaske eingegeben werden. Verschiedene Parameter wie Massentoleranz, Datenbank
und Angaben zum Ziel-Epitop kdnnen ausgewahlt werden, bevor eine bioinformatische
Prozessierung und Epitop-Vorhersage durchgefiihrt wird. Zudem kann eine Liste an
bekannten und zu erwartenden Hintergrundsignalen (,Stoplist") erstellt werden, um die
Methode zu optimieren.

In der Maske wurde zudem eine Massentoleranz von 40 ppm angegeben. Als
Datenbank wurde eine Consensus Datenbank verwendet, die Terminus-Spezifitat auf

I\\

»,C-terminal® eingestellt und die Epitoplange von 4 Aminosdauren angegeben.

AnschlieBend wurden Epitop-Vorhersagen durchgeftihrt.

3.9 Gewinnung von Gewebeproben

Die Gewinnung von Gewebeproben erfolgte aus erwachsenen, weiblichen ,Sprague
Dawley" Ratten (190-350 g) entsprechend den nationalen und institutionellen
Richtlinien. Die Ratten wurden durch CO,-Behandlung getdtet und anschlieBend
ausgeblutet. Fir die Gewinnung von Herzgewebe wurde der Thorax ventral getffnet
und beide Herzventrikel wurden zligig entfernt. Fir Gewebeproben aus
verschiedenen Gehirnregionen wurde der Hirnschadel von posterior dorsal gedtffnet,
sodass Cortex und Cerebellum von den Ubrigen Regionen separiert werden konnten.
Die Proben wurden nach der Praparation umgehend in ReaktionsgefaBe gefiillt, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur weiteren Verwendung

gelagert.
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3.10 Gewebelyse

Tiefgefrorene Gewebeproben wurden im Mdrser unter flissigem Stickstoff in kleine
Bruchstlicke zerteilt, in Cyro-Réhrchen transferiert und mithilfe des Mikro-
Dismembrator U (Sartorius, Deutschland) zu Pulver zerkleinert. Zu jeder Probe
wurden 300 ul Lysepuffer zugegeben. AnschlieBend wurden die Proben zur Lyse flir
1 h bei RT auf einem horizontalen Taumelroller inkubiert. Nach der Gewebelyse
wurden die Proben in einer Tischzentrifuge bei 13.000 x g zentrifugiert und die
Proteinkonzentration des Uberstands durch eine Proteinbestimmung (BCA-Assay)

ermittelt.

3.11 Proteinbestimmung

Nach jeder Gewebelyse bzw. vor einem tryptischen Proteinverdau wurde eine BCA
Protein-Bestimmung (Thermo Scientific, USA) nach Angaben des Herstellers

durchgefiihrt.

3.12 Tryptischer Verdau von Gewebelysaten und Zelllinien

Es wurden zwei verschiedene Verdauprotokolle verwendet, welche flir die jeweiligen
Proben optimiert waren. Fir den tryptischen Verdau wurden die lysierten
Gewebeproben zunachst mit 5 mM DTT flr 1 h bei 650 rpm und 60°C reduziert und
anschlieBend mit 10 mM IAA fiir 30 min bei 25°C im Dunkeln alkyliert. Entsprechend
den Ergebnissen des BCA Assays wurde Trypsin im Verhaltnis von 1:40 zur Gesamt-
Proteinmenge eingesetzt. Der Verdau wurde Uber 16h bei 650 rpm und 37°C
durchgefiihrt. Um die Vollstandigkeit des Verdaus zu Uberprifen, wurde anschlieBend
stets eine LDS-PAGE durchgefihrt, um bei einem unvollstdndigen Verdau
Proteinbanden nachzuweisen. Nach dem Verdau wurde 200 mM PMSF zu der Probe

zugegeben.
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3.13 LDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese und Coomassie Farbung

Die Proben wurden durch Zugabe von 5 pl LDS-Probenpuffer, 2 pl Reduktionsreagenz
und ddH,0 vorbereitet. AnschlieBend wurden sie denaturiert, indem sie tber 10 min
auf 95°C erhitzt und danach wieder auf 4°C abgekiihlt wurden (GeneAmp PCR
System 2400). Zur gelelektrophoretrischen Auftrennung von Proteinen wurden 4-
12% NuPAGE BIS-TRIS LSD-Gele verwendet. Alle Proben wurden in MOPS Puffer
getrennt. SeeBlue® Plus2 (LifeTechnologies, USA) diente als Proteinmarker.
Spannung: 200V / 100-125 mA / Gel (anfangs); 60-80 mA / Gel (am Ende)

Laufzeit: 50 min

3.14 Western Blotting

Flr die Western Blot Analysen wurden folgende Antikérper (Tabelle 8) verwendet:

Tabelle 8: Antikorper fiir Western Blot Analysen

Antigen Reaktivitat Wirtsspezies Name und

gegen Konzentration
mAChR M2 Maus, Ratte, Maus (mAB) Abcam (ab2805)
(31-1D1) Mensch, Schwein Verdinnung 1:1000
5-HT 4 Maus, Ratte, Kaninchen (pAB) Acris (NBP1-19627)
(Seitenketten um D47) Mensch Verdiinnung 1:500
5-HT 1B Maus, Ratte, Kaninchen (pAB) Abcam (ab13896)
(CAPPPPAGSETWVPQANLS & Mensch 1 pg/ml
STSSVTSINSRVPDVP) Verdiinnung 1:500
5-HT 1F Maus, Ratte, Kaninchen (pAB) Acris (NBP1-12625)
(Seitenketten um T126) Mensch Verdliinnung 1:500
OxyR Affe, Ratte, Ziege (pAB) Abcam (ab87312)
(C-RRLGETSASKKSN) Mensch 1 pg/ml

Verdiinnung 1:500

Pro Antikdrper wurden jeweils 20 pug Gewebelysat reduziert, denaturiert und auf ein
4-12% NuPAGE BisTris Gel (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) aufgetragen. Die
Gelelektrophorese wurde unter denaturierenden Bedingungen in 1 x MOPS Puffer flr
3 h bei 4°C durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die aufgetrennten Proteine auf eine

0.2 pm Nitrozellulose-Membran transferriert. Die Membran wurde mit 3% BSA
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blockiert und flir 16 h bei 4°C mit dem Primarantikdrper (gelost in 1% BSA/TBST)
inkubiert. Als Detektionsantikorper dienten die IR-Dye 800CW-gekoppelten
Antikdrper anti-Kaninchen, anti-Ziege und anti-Maus (1:5000 verdinnt in 5%
Milchpulver/TBST). Die Membranen wurden 1h mit dem Sekundarantikdrper inkubiert
und 3 x 10 min gewaschen in TBST. Ausgelesen wurden die Blots an einem Odysse
Imaging System (LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA) bei 800 nm und einer

Intensitat zwischen 1 und 2.

3.15 Automatisierte Peptid-Immunprazipitation

Die Durchflihrung des Immunoaffinitats-Assays ist in vorangegangenen Arbeiten
beschrieben [72]. Alle Schritte wurden dabei in einer 96-well PCR-Platte und in einem
automatisierten Magnet-Partikel Prozessor System (KingFisher Flex, Thermo
Scientific) durchgeflhrt.

Hierbei wurden in einem ersten Schritt 1-10 pg Antikdrper mit der Probe inkubiert.
Wahrend dieser einstiindigen Inkubation fanden regelmaBige Mischintervalle statt.
AnschlieBend wurden magnetische, Protein G-gekoppelte Partikel (Dynalbeads®
Protein G, LifeTechnologies) zugegeben. Nach einer weiteren Stunde Inkubation mit
Mischschritten wurden die Beads zusammen mit dem gebundenen Antikorper-
Analytkomplex durch 5 Waschplatten transferiert und zuletzt unter starkem Mischen
in 20 pl 1% FA eluiert. Tabelle 9 fasst die Einzelschritt-Parameter des verwendeten

Protokolls ,TXP Assay PCR Plates™ zusammen.

Tabelle 9: Ubersicht iiber die Arbeitsschritte ,TXP Assay PCR Plates"-Protokolls

Schritt Plattenname Platteninhalt Mischen Zeit [min]
Inkubation von Probe + Alle 10 min fiir

Probe & Sample Plate 1-10 pg AK 3 min 60
Antikdrper In PBSN

Zugabe der 5 pl magnetische g

magnetischen Source Plate Partikel S\"niiio min fr 60

Partikel In 95 pl PBSN

Waschschritt 1-2 Wash Plate (1-2) 100 pl PBSN 2 min 2.30
Waschschritt 3-5 Wash Plate (3-5) 100 pl ABCN 2 min 2.30
Elution Elution Plate 20 pl 1%FA 2 x 1.5 min 5
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3.16 Massenspektrometrische Methoden

Je nach Anwendung wurde auf zwei unterschiedliche massenspektrometrische
Methoden zuriickgegriffen, um die jeweiligen Vorteile der Methoden zu nutzen. Zum
einen wurde ein MALDI TOF/TOF flir verschiedene Qualitatskontrollen und einfache
Analysen verwendet. Zum anderen wurde insbesondere bei komplexen Proben und

zur Quantifizierung ein LC-ESI Quadrupol TOF MS -System eingesetzt.

3.16.1 MS-Analysen: Matrix Assisted Laser Desorption/Ionisation — Time
of Flight (MALDI-TOF) und Tandem MS (MALDI TOF/TOF)

Alle MALDI-MS Messungen wurden an einem Ultraflex III (BrukerDaltonik, Bremen,
Deutschland) unter Zuhilfenahme der Messsoftware FlexControl 3.0 durchgefihrt.
Zur Qualitatsanalyse von Standardpeptiden, sowie zur Uberpriifung der Markierungs-
Effizienz und fir einfache massenspektrometrische Analysen, wurde MALDI-MS
verwendet. Die Proben wurden hierzu mit 0.1% TFA angesauert und auf Probenteller
von Prespotted AnchorChips II (Bruker Daltonics, Germany) aufgetragen (0.25-1 pl).
Alle Messungen wurden durchgefihrt im Positiv-/Reflektor-Modus.

Der Messbereich wurde generell festgelegt auf m/z = 500-5000 und im Einzelfall
angepasst. Eine Signalunterdriickung fiir m/z < 500 wurde eingestellt. Sofern
moglich, wurden die Messungen automatisiert durchgefiihrt. Dabei wurde mithilfe
des Peptidkalibrierungsstandards II, welcher von Herstellerseite bereits auf dem
PACII-Target aufgebracht ist, extern kalibriert. Die Standard-Gerdteparameter der
verwendeten Messmethode sind in Tabelle 10 aufgelistet. Dabei wurden je 200
Schuss mit einer Frequenz von 100 Hz aufgenommen und zu einem Gesamtspektrum

aufsummiert.
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Tabelle 10: Parameter der MALDI-MS Methoden

MS-Methode MS/MS-Methode

(RP_Proteomics_HPC-PACII) (LIFT)
Ionenquelle I 25.0 kV 8.0 kv
Ionenquelle II 21.1 kV 7.15 kV
Linsenspannnung I 9.4 kV 3.6 kV
Reflektorspannung I 26.3 kV 29.5 kv
Reflektorspannung II 13.8 kv 13.85 kV
LIFT I - 19.0 kv
LIFT II - 4.1 kV
Laser-Abschwachung 75%
Offset

3.16.2 LC-MS-Analyse: Electrospray Ionisation — Time of Flight (ESI-TOF)

Allen ESI-MS Experimenten war eine Probenvorbereitung mittels Fllissigchromato-
graphie vorangestellt. Hierbei wurde ein Ultimate 3000 Nano HPLC System (Thermo
Scientific), gekoppelt an ein Maxis 3G Quadrupol TOF MS/MS Massenspektrometer
(Bruker Daltonics), verwendet. Zur Entsalzung und Probenkonzentration wurde eine
20 mm Vorsaule (Vydac, C8, 300&-3 nm) eingesetzt. Als analytische Siule diente
eine 150 mm x 75 pm (Vydac, C8, 300A-3 nm) Saule (Grace, USA).

Die nachfolgende analytische Trennung wurde bei einer Flussrate von 300 nl/min
durchgefihrt. Zur Trennung der Analyten wurde der folgende, mehrschrittige HPLC-
Lauf durchgefiihrt: 5 min 98% Laufmittel A (H,O, 0.1% FA) und 2% Laufmittel B
(75% ACN, 25% v/v IPA , 0.1% FA), 3 min mit linearem Gradient von 2-40%
Laufmittel B, 4 min mit linearem Gradient von 40-80% Laufmittel B, 5 mit linearem
Gradient von 80-95% Laufmittel B, 6 min mit linearen Gradient von 95-99%
Laufmittel B, 99% Laufmittel B Gber 10 min und 2 min bei 80% Laufmittel B.

Der Gradient wurde anschieBend Uber 0.5 min auf 2% Laufmittel B abgesenkt und
wieder auf 99% Laufmittel B erhdht. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt und
zuletzt wurden die Saulen vor der nachsten Injektion mit 98% Laufmittel A re-

equilibiert.
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Abbildung 7: Darstellung des verwendeten Laufmittelgradienten der LC-Methode.

Der Anteil des Laufmittels B ist gegen die Laufzeit aufgetragen. Ein steiler Anstieg der
Laufmittel B Konzentration in den ersten 12 min wird gefolgt von einem sehr flachen Anstieg,
und einer Plateauphase bei 99% Laufmittel B. Vor der Re-equilibrierung der Sdule dienen
schnelle Konzentrationswechsel als Spiilschritte.

Eine ,simple proteomics" Methode (micrOTOFcontrol) wurde  fur
massenspektrometrische Analysen modifiziert und verwendet. Zunachst wurde ein
1sec MS-TOF ,survey scan“ Uber einen Messbereich von m/z 400-2000
durchgefiihrt. Eine Auto MS/MS Methode mit einem Fragmentierungs-Threshold von
1000 Counts wurde als Standardmethode verwendet. Fir die iTRAQ Quantifizierung
wurde zusatzlich eine ,Inclusion List" erstellt, welche die Massen aller iTRAQ-
markierten Peptide im Ladungszustand 2+ und 3+ enthielt. Zudem wurde die
Kollisionsenergie abschnittsweise erhoht, um eine verbesserte
Fragmentierungseffizienz und eine verbesserte Ionisierung der Reporter-Ionen zu

erhalten. Diese sind in Tabelle 11 zusammengefasst.

Eine ,Lock mass"-Kalibrierung fand wdhrend den Messungen mittels
Hexakis(1H,1H,4H-hexafluorobutyloxy) Phosphazin Standard (m/z 1222) statt.
Zudem wurde vor jedem LC-ESI MS Experiment eine externe Kalibrierung mit dem

~ESI low concentration tuning mix" (Agilent Technologies, USA) durchgeftihrt.
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Tabelle 11: Angepasste Kollisionsenergien zur Peptidfragmentierung der ESI-
MS/MS Messungen

Ladung Isolations Masse Kollisionsenergie [eV]
2+ 300 36
500 44
1000 50
2000 55
3+ 300 31
500 38
1000 46
2000 50

3.16.3 Datenverwaltung und Identifikation mittels ProteinScape 2.0 und
MASCOT

Zur Verwaltung, weiteren Prozessierung der Massenspektren und zur
Datenbanksuche wurde ProteinScape 2.0 (Bruker Daltonics) verwendet. Die
Ergebnisse der MALDI-MS Messungen wurden direkt in ProteinScape importiert. ESI-
MS Spektren wurden nach Dekonvolurierung und externer Kalibrierung durch
DataAnalysis (Bruker Daltonics) als ,mgf-Dateien® importiert.

Verschiedene Suchparameter wurden fir die Proteinidentifikation verwendet.
Folgende Suchparameter sind gliltig fiir alle Suchanfragen:

Suchmaschiene: Mascot

Verdauenzym: Trypsin

Globale Modifikation: Carbamidomethyl (C)

Fir ESI-MS-basierte Daten galten im Allgemeinen folgende Suchparameter:
Peptidtoleranz: 30 ppm
MS/MS Toleranz: 0.1 Da

Ladungszustand: 1+, 2+ und 3+

Flir MALDI-MS-basierte Daten galten folgende Suchparameter:
Peptidtoleranz: 70 ppm
MS/MS Toleranz: 0.7 Da

Ladungszustand: 1+
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3.17 iTRAQ Quantifizierung

Zur Quantifizierung von G Protein-gekoppelten Rezeptoren auf Peptidebene wurde
eine Messmethode nach Dayon et al. [35] modifiziert und verwendet. Dabei kamen
GPCR-spezifische Signaturpeptide zum Einsatz, welche mit iTRAQ Reagenz markiert

und in unterschiedlichen Konzentrationen zur Probe zugegeben wurden.

3.17.1 iTRAQ-Markierungsmethode

Es wurde das iTRAQ 4plex Kit (AB Sciex) flr die Quantifizierung auf Peptidebene
verwendet. Hierbei erfolgte die Reaktion nach den Vorgaben des Herstellers. Die
Labels 114, 115, und 116 wurden zur Erstellung einer internen Standardkurve

verwendet. Das Label 117 wurde zur Markierung der biologischen Probe eingesetzt.

Proteotypische Signaturpeptide wurden zunachst einzeln gelést, in aquimolarem
Verhdltnis gemischt und bei einer Konzentration von 0.1 mM in 30 pl Dissolution-
Buffer (AB Sciex) markiert. Gewebeproben wurden nach dem enzymatischen Verdau
mit Dissolution-Buffer (AB Sciex) verdiinnt. Pro Markierungsreaktion wurden 100 pg

Gewebeverdau und ein Aliquot des Markierungsreagenzes eingesetzt.

3.17.2 Quantifizierung mittels interner Kalibrierungskurve

Ausgewahlte proteotypische Signaturpeptide wurden in H,O + 10-50 % ACN voll-
standig geldst und auf eine Konzentration von 0,1 mM eingestellt. Die geldsten
Peptide wurden anschlieBend zu einem Peptidmix kombiniert, in drei Reaktionsgefale
aufgeteilt und mit den iTRAQ Reagenzien 114, 115 und 116 markiert. Die markierten
Peptide wurden wiederum verdiinnt und danach wieder zu einer Gesamtmischung
vereinigt. Diese markierten Peptidmischungen wurden zuletzt 1 zu 1 mit den
(iTRAQ 117 markierten) Gewebeproben kombiniert.

Die resultierenden finalen Konzentrationen waren 20, 6,67 und 2,22 nM fir die
Rezeptoren 5-HT R4 und 5-HT R1B. Die Konzentrationen der 5-HT R1F und mAChR
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M2 Signaturpeptide waren 10, 3,33 und 1,11 nM. Die OXYR Standardpeptide wurden
auf die Konzentrationen 5, 1,67 und 0,56 nM eingestellt.

Nach der Kombination von Standardpeptiden mit Gewebeproben im Verhéltnis 1:2
wurden die Analyten, die mittels TXP-Antikbrpern angereichert waren und die Eluate
mit LC-ESI-MS analysiert. Die ermittelten Mengen der verschieden G Protein-
gekoppelten Rezeptoren wurden fir 100 pg Proteinverdau bestimmt und
anschlieBend zuriickgerechnet. Abbildung 8 zeigt vereinfacht den Ablauf der

Probenvorbereitung zur Quantifizierung.

Tryptische
Gewebe Fragmente

iTRAQ 117

W Lyse & Verdau
—
Standard Peptid- \
Endogene Peptide +

ITRAQ 114 ———— interne Standardkurve

S|

3
x
G:mn
(2]

Standardpeptid-
mix

V

Standard Peptid-

Standard Peptid- /

iTRAQ 116

3 3
Q Q

Abbildung 8: Probenvorbereitung zur Quantifizierung

Quantifizierung durch eine interne Standardreihe von iTRAQ-markierten Signaturpeptiden.
Nach der Gewebelyse und einem enzymatischen Verdau werden endogene Peptide mit dem
iTRAQ Reagenz 117 markiert. Proteotypische Standardpeptide werden gemischt (C1), im
Verhaltnis 1:3 (C2) und 1:9 (C3) verdiinnt und mit iTRAQ 114 (C1), 115 (C2) und 116 (C3)
markiert. AnschlieBend werden die Standards mit der biologischen Probe vereinigt und weiter
prozessiert.

Flr die Identifikation und Quantifizierung der Peptide wurde Proteinscape und
DataAnalysis (Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland) verwendet. Die iTRAQ-
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Reporterionen wurden aus den MS/MS-Spektren extrahiert. Der iTRAQ-Reporter
m/z = 114 wurde bei der Berechnung als Denominator verwendet. Die Daten wurden
in DataAnalysis 4.0.2 (Bruker Daltonik, Bremen, Deutschland) in ein ,Mascot Gereric
Format® (mgf) konvertiert und die Proteine wurden mithilfe der Swiss Prot
Datenkbank (03/2011: 526.969 Sequenzen und 186.402.391 Reste) und der MASCOT
Suchmaschine (Matrix Science Ltd, London) identifiziert.

Fir die Quantifizierung wurden je die Ladungszustdnde der Peptide verwendet,
welche die intensivsten MS-Signale aufwiesen. Die Signale wurden (ber die gesamte
Retentionszeit der entsprechenden Peptide gemittelt. Flir den mAChR M2 wurden die
(2+)-Ionen verwendet. Fur die restlichen Peptide wurden je die (3+)-Ladungs-
zustande fur die Fragmentierung und die anschlieBende Quantifizierung verwendet.
Ausgehend von den extrahierten Signalen der iTRAQ-Reporterionen der internen
Standardpeptide (114, 115, und 116) wurde eine Standardkurve berechnet.
Ausgehend von diesen Signalen wurde eine lineare Regression durchgeflihrt, die als
Grundlage filr die Quantifizierung diente. Die Signale der Reporterionen m/z =117
der endogenen Peptide wurden auf die interne Standardkurve referenziert und somit
die Peptidkonzentrationen ermittelt.

Die Werte von jeweils drei unabhangigen Replikaten, ausgehend von drei tryptischen
Gewebeverdaus einer Gewebeprobe wurden verwendet, um jeweils den Mittelwert
und die relative Standardabweichung der Quantifizierungsdaten zu bestimmen.

Die untere Grenze der Detektion (LLOD, lower limit of detection) und die untere
Grenze fir die Quantifizierung (LLOQ, lower limit of quantification) wurden anhand
der ICH-Richtlinien fiir die bioanalytische Methodenvalidierung (Food and Drug
Administration, A Guidance for Industry - Bioanalytical method validation, 2001)
festgelegt. Als LLOD wurde das dreifache Signal Gber dem Hintergrund verwendet
und als LLOQ das funffache Signal Uber dem Hintergrund. Die Intensitat des
Hintergrundsignals wurde von jedem generierten gemittelten Massenspektrum
unabhdngig ermittelt. Dazu wurden die hdchsten unspezifischen Signale aus den MS-

Spekten im Massenbereich zwischen m/z = 1500 bis 2500 verwendet.
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4. Ergebnisse

4.1 Optimale TXP-Epitope fiir proteotypische Peptide von GPCRs

Mittels bioinformatischer Analyse wurden proteotypische Peptide der G Protein-
gekoppelten Rezeptoren identifiziert, deren C--terminale Enden optimale Antigene,
TXP-Epitope, fir die TXP-Antikdpergenerierung darstellten. Dabei sollte mit einer
minimalen Anzahl an TXP-Epitopen eine mdglichst groBe Anzahl an proteotypischen
Peptiden der finf wichtigsten GPCR-Familien abgedeckt werden. Aus diesem Ansatz
wurden die TXP-Epitope ,ISLDR", ,TYPVK", ,PLFWR", ,SYDR" und ,APGK" firr die
Antikdrpergenerierung ausgesucht. Eine Vielzahl GPCR-spezifischer proteotypischer
Peptide enthalten eines dieser Epitope und sollte durch TXP-Antikdrper, die diese
Sequenzen binden, angereichert werden koénnen. Diese flinf TXP-Epitope decken in
der Theorie 424 humane Proteine (davon 125 GPCRs) ab. Ebenso kdénnen 137
Proteine aus der Ratte oder 364 Proteine der Maus abgedeckt werden.

In einem weiteren Ansatz wurden weitere TXP-Epitope identifiziert, bei dem auch N-
terminale TXP-Epitope aufgefiihrt sind. Je nach TXP-Epitop werden zwischen 2
»TYPVK" und 238 ,,APGK"™ humane Proteine abgedeckt.

Tabelle 12 zeigt die ausgewahlten TXP Epitope, ausgehend von der Uniprot-
Datenbank. Dabei wurde zum einen die Swiss-Prot-Datenbank und zum anderen
TrEMBL verwendet. C- und N-terminale Sequenzen beziehen sich auf Neoepitope,
welche durch einen Proteinverdau mittels Trypsin entstehen. Es handelt sich dabei
um kurze terminale Aminosauresequenzen (TXP-Epitope) in tryptischen Peptiden,

welche im weiteren Verlauf quantifiziert werden sollten.
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Tabelle 12: Ubersicht iiber die ausgewihlten TXP-Sequenzen und Analyten

TXP-Epitop Vorkommen des TXP- GPCRs Terminus
Epitops in Proteinen
Swiss-Prot / TrEMBL

Ansatz 1
Mensch Ratte Maus Mensch Ratte Maus
ISLDR 23/15 22/40 26/35 37 48 44 C-Terminal
TYPVK 2/0 1/1 1/1 2 2 2 C-Terminal
SYDR 87/66 17/225 37/221 71 176 227 C-Terminal
PLFWR 5/3 2/1 2/1 4 3 3 C-Terminal
LYGR 107/110  42/119 101/130 |6 8 7 C-Terminal
APGK 238/195 53/231 197/143 |5 1 4 C-Terminal
Ansatz 2
Mensch*  Ratte Maus Mensch* Ratte Maus
IYCR 32/23 12/29 25/39 5 7 8 C-Terminal
CQYR 21/17 5/21 18/25 5 5 5 C-Terminal
YNLK 66/53 27/59 52/65 7 3 3 C-Terminal
TSLD 26/44 11/35 24/22 9 7 1 N-Terminal
YFCV 2/0 2/1 2/1 4 3 5 N-Terminal

Weiterhin wurde geprift, ob fir die zu untersuchenden Rezeptoren bereits
proteotypische Peptide in empirischen Datenbanken vorlagen. Dazu wurde in den
Datenbanken “Global Proteome Machine”, “Peptide Atlas” und der "MRM Atlas” nach
entsprechenden Peptiden gesucht. Allerdings wurden in keiner der genannten

Datenbanken entsprechende proteotypische Peptide gefunden.

4.2 Charakterisierung von TXP-Antikorpern

Fir den Einsatz in  mikrosphdrenbasierten  Immunoassays oder in
Immunprazipitationen mit nachfolgender MS-Analyse war es wichtig, die
entsprechenden TXP-Antikdrper gut zu charakterisieren. Mit verschiedenen Methoden
wurde die Spezifitat und die Affinitat der TXP-Antikorper ermittelt.
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4.2.1 Epitopspezifitat der TXP-Antikorper

Mit mikrosphdrenbasierten Antigen-Antikdrper-Assays wurden die Seren der
immunisierten Kaninchen nach Immunisierungstag 61 analysiert und die Antikorper
auf Sequenzspezifitat getestet. Hierzu wurden Peptide generiert und Uber Spacer auf
Mikrospharen kovalent immobilisiert. Die TXP-Epitope mit freiem und mit blockiertem
Terminus, sowie die zur Immunisierung eingesetzten Tragerproteine wurden in
einem multiplexen, mikrospharenbasierten Array eingesetzt. Mit diesem Array
wurden die Seren bzw. die gereinigten Antikoérper inkubiert und nach mehrfachen
Waschschritten mit einem PE-markierten Sekundarantikérper detektiert. Fir jedes
TXP-Epitop wurden zwei Kaninchen immunisiert und getestet. Kaninchenseren aus
zwei verschiedenen Immunisierungen wurden so getestet. Als Targets wurden den
Antikdrpern je die Peptidsequenzen des jeweiligen Immunisierungsansatzes mit freier
Carboxygruppe am C-Terminus bzw. mit amidiertem C-Terminus angeboten. Als
Negativkontrollen dienten Mikrospharen, die mit HA belegt waren. Zudem wurden
BSA- bzw. OVA-belegte Mikrosphdren eingesetzt. Diese Kontrollproben waren
notwendig, um Signale, die durch die Antikérperbindung an die Tragerproteine, die
bei der Immunisierung, Antikdrperreinigung oder Mikrosphdrenbeladung eingesetzt

wurden, von spezifischen Signalen unterscheiden zu kénnen.
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Abbildung 9: Mikrospharenbasierte Assays zur Charakterisierung von TXP-Antikorpern

Polyklonale Kaninchenantikérper wurden auf einer mikrospharenbasierten Plattform auf ihre Spezifitdt Uberprift. Dazu wurden kurze
Aminosauresequenzen auf farbcodierte Polystyren-Mikrosphdren gekoppelt und diese den Antikdrpern als Zielstrukturen angeboten. Gebundene
Antikérper wurden durch einen PE-markierten Sekundirantikdrper in einem Druchflusscytometer (Luminex™ LX100-System) detektiert. Die
Signale sind angegeben in Mittlerer Fluoreszenz Intensitat (MFI).
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Die Daten der mikrospharenbasierten Analyse (Abbildung 9 und Abbildung 24) zeigen
die Bindungsspezifitat der Kaninchenantiseren am 53. Immunisierungstag zu
verschiedenen TXP-Epitopen. Fluoreszenzintensitaten zwischen 5500 und 10700
wurden fur die untersuchten Antikdrper-Antigen Interaktionen gemessen. Das
Hintergrundsignal der Messungen lag bei weniger als 0.1% (3 bis 4 MFI). Es wurden
nur sehr niedrige unspezifische Interaktionen zwischen Antikérper und anderen
Sequenzen (>1%, bei 5-54 MFI) als dem immunisierten Peptid beobachtet. Die
starkste Antikdrper-Antigen Kreuzreaktion lag bei >5% (303 MFI) flr den anti-
ISLDR-Antikdérper und das PFLWR-Peptid.

Starkere unspezifische Interaktionen wurden bei den Antikdrperm anti-LYGR und
anti-APGK beobachtet. Zwar wiesen diese Antikdrper ebenfalls die hdéchsten
messbaren Interaktionen zu ihren spezifischen Zielpeptiden auf, allerdings waren
auch Interaktionen zu den anderen Peptidsequenzen ebenfalls deutlich zu erkennen,
sodass diese Antikorper spater nicht fir den Quantifizierungsansatz verwendet
wurden.

Zusatzliche Antikérper-Charakterisierungen flir TXP-Antikdrper, die ebenfalls fiir die
Anreicherung GPCR-spezifischer Peptide eingesetzt werden sollten, sind im Anhang
(Abbildung 24) zu finden. Zudem ist die Interaktion zwischen Antikdrpern und
Peptiden mit blockierten Enden im Vergleich zu den Peptiden mit freien Termini flr

alle Antikorper deutlich verringert.

4.2.2 Affinitatsbestimmung der TXP-Antikorper

Zur Bestimmung der Affinitdt der Antikdrper wurde eine mikrosphdrenbasierte
Variante eines Kompetitionsassays nach Friguet verwendet [73]. Nach Vorinkubation
der Antikdrper mit synthetischen Peptiden in verschiedenen Konzentrationen wurde
der freie, nicht-komplexierte, Antikdrper mit Hilfe eines mikrosphdrenbasierten
Bindungsassays bestimmt. Hierzu wurde zu jeder Kompetitionsreihe eine
Verdiinnungsreihe des Antikdrpers vermessen.

Beispielhaft, sind flir die Antikdrper anti-C(Cam)QYR (Tier 1 und 2) die Ergebnisse

des Kompetitionsassays in Abbildung 10 dargestellt. Anhand dieser Ergebnisse

Seite 64



wurden die apparenten Bindungskonstanten (Kd-Werte) der polyclonalen Antikorper
mit Hilfe einer bivalenten Regression nach Niebe et al. [74] bestimmt. Die Affinitdten

sind in Tabelle 13 aufgelistet.
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Abbildung 10: Kompetitionsassays fiir die Antikorper anti-C(Cam)QYR (Tier 1
und 2).

Die Affinitat von polyklonalen Kaninchenantikdrpern zu ihren Antigenen wurde mit Hilfe eines
Kompetitionsassays bestimmt. Dazu wurden die Antikdrper zunachst mit den Antigenen in
Losung vorinkubiert. AnschlieBend wurden sie mit Mikrosphadren inkubiert, auf denen das
Antigen gekoppelt war. Gebundene Antikdrper wurden durch einen PE-markierten
Sekundarantikérper im Durchflusscytometer (Luminex™ LX100-System) detektiert. Die
Signale sind als Mittlere Fluoreszenz Intensitdaten (MFI) angegeben.

Tabelle 13: Ubersicht iiber die Ergebnisse des Kompetitionsassays

Antikérperbezeichnung Peptid R? Kd [nM]
ﬁﬁﬂggégimﬁlg ; e CR 3:@69 3:2\'22 +0.252
MR cscicmon 0% OBEOS
e o O o
ANt TLSD Tier2 ISLOGSGC [

Ant-YE CarV Tier 2 YEQCamv-GSGE [

Kd Werte zwischen 0.06 und 18.8 nM wurden mithilfe dieses Kompetitionsassays

bestimmt. Flr zwei der untersuchten Antikdrper konnte kein Kd-Wert bestimmt
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werden. Hierbei handelte es sich in beiden Fallen um Antikérper, die gegen N-

terminale Aminosduresequenzen generiert wurden.

4.2.3 Immunprazipitation und MALDI MS Analyse aus Gewebelysaten

Mikrosphdrenbasierte Assays bieten eine schnelle und sensitive Mdglichkeit zur
Bestimmung der Antikorperspezifitdt und apparenten Affinitat. Zur weiteren
Charakterisierung der Antikdrper wurden die Antikorper in einem funktionellen Assay
eingesetzt. Hierzu wurden mit den TXP-Antikérpern Immunprazipitationen
durchgefiihrt und die Prazipitate mit Hilfe von MALDI MS analysiert. Gewebelysate
von einer weiblichen adulten Ratte wurden mit Trypsin verdaut und in
Immunprazipitationsversuchen verwendet. Damit sollte gezeigt werden, welche
Bindeeigenschaften die Antikdrper zu endogenen Peptiden aufweisen und welche
Peptide tatsachlich aus einer biologischen Probe angereichert werden kénnen.

1-5 pg der aufgereinigten TXP-Antikbrper wurden eingesetzt, um aus je 75 g
Gewebelysat spezifisch Peptide anzureichern, welche die entsprechenden terminalen
TXP-Sequenzen aufwiesen. Nach Elution wurden die Proben mittels MALDI MS
analysiert. Die Massenspektren wurden mithilfe eines bioinformatischen , Terminus
Enrichment Analysis —Tools" (entwickelt mit Hannes Planatscher, NMI Reutlingen)
analysiert. Ausgehend von dieser Peptid-Auswahl konnten die Peptide im MS/MS-
Modus gezielt fragmentiert werden. AnschlieBend wurden die fragmentierten Peptide

durch Datenbanksuche, ausgehend von den MS/MS Spektren, identifiziert.
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MicrotubUle-associated protein 1A

G-protein coupled receptor

5-hydroxytryptamine receptor 2A

Mitochondrial import receptor

Protein phosphatase 1

Neural cell adhesion molecule
5-hydroxytryptamine receptor 4

Regulating synaptic membrane exocytosis protein

ATVSPSTDETPAGTLPGGSFSHSALSVDR
SFCAASRFFSSCFGIVSTFSVALISLDR
LCAVWIYLDVLFSTASIMHLCAISLDR
ASPALGSGPDGSGDSLEMSSLDR
GAEDPEEEHELAVDMETISLDR
IGQESLEFILVQADTPSSPSIDR
TSLDVLLTTASIFHLCCISLDR
SAESLHMTSELQPSLDR

CCR4-NOT transcription complex FLGHLYAAEALISLDR
Hypoxia up-regulated protein 1 AHFNLDESGVLSLDR
Actin-related protein 2/3 SSEIEQAVQSLDR
Clathrin heavy chain 1 VVGAMQLYSVDR
ATP synthase subunit gamma HLIIGVSSDR

Abbildung 11: Immunprazipitation aus einer komplexen biologischen Probe

Es wurde eine Immunprazipitation mit einem Kaninchen-anti-ISLDR Antikérper aus 75 ug
Cerebellum einer weiblichen adulten Ratte durchgefiihrt. Die Gewebeprobe wurde zuvor
lysiert und tryptisch verdaut. Nach Elution wurde je 1 pl auf ein PACII-Target gespottet. In
einer automatisierten Messung wurden pro Spektrum 1000 Schuss aufsummiert. Fir die
Darstellung wurden in flexAnalysis die Spektren geglattet, der Hintergrund abgezogen und
die Massen annotiert. Alle angereicherten und infizierten Peptide sind im MS Spektrum durch
einen Pfeil markiert (A). Zudem ist in einem Fragmentspektrum eines der angereicherten
Peptide die Aminosduresequenz der y-Ionenreihe durchgangig annotiert (B). Die Sequenz
der angereicherten Peptide und deren Ursprungsprotein sind aufgelistet (C). Die Peptide
wurden durch das im Haus entwickelte, bioinformatische ,Terminus Enrichment Analyse"-
Tool auf Grundlage der MS-Signale und der Antikdrperinformation zugeordnet.

Abbildung 11 zeigt exemplarisch ein MALDI-MS Spektrum einer Cerebellum-

Gewebeprobe nach Zelllyse, tryptischem Proteinverdau, und automatisierter
Immunprazipitation durch einen TXP-Antikdrper (Kaninchen-anti-ISLDR). In der
Probe wurden mithilfe der ,Terminus Enrichment Analyse" 13 verschiedene Peptide
ermittelt, die den ,ISLDR-Terminus" (die Abweichung einer Aminosaure im Epitop
wurde bei der Suche akzeptiert) aufwiesen. Unter diesen 13 detektierten Peptiden
waren drei Peptide, die spezifisch G Protein-gekoppelten Rezeptoren zugeordnet

werden konnten. Die 13 ausgewdhlten Peptide konnten mit Peptidfragmentierung
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und Datenbank-gestiitzter Suche eindeutig identifiziert werden. Eines der dabei
generierten Fragmentspektren ist ebenso in Abbildung 11 dargestellt. Die Qualitat
der erzeugten Fragmentspektren ermdglichte in den meisten Féllen eine eindeutige
Identifikation der angereicherten Peptide. Es ist zu erkennen, dass die komplette
y-Ionen Reihe des fragmentierten Peptids in dem Spektrum vertreten ist, was eine
gute Grundlage fiir die zuverlassige Peptid-Identifikation darstellt.

Dies zeigt, dass die Immunprazipitation durch TXP-Antikorper zu einer effizienten
Anreicherung von Peptiden mit der entsprechenden terminalen TXP-Sequenz flhrt.
Ebenso wurden die restlichen Antikdrper in den verschiedenen Gewebeproben und
Zelllysaten verschiedener Organismen getestet. Flir jede TXP-Sequenz wurden die
Seren von zwei immunisierten Kaninchen getestet und verglichen. In weiteren
Experimenten wurde jeweils der TXP-Antikérper verwendet, der eine hohere
Sequenzspezifitat hatte und zu einer besseren Anreicherung der Peptide fiihrte.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse von Immunprazipitationen mit den
getesteten TXP-Antikdrpern aus Peptidmischungen und biologischen Proben ist
zudem in vorangegangenen Arbeiten zu finden [71]. Dort wurde gezeigt, dass alle
eingesetzten Antikdrper spezifisch Peptide mit der terminalen Sequenz anreichern,

gegen die sie generiert wurden.

4.2.4 Peptid-Bibliotheken

Flir eine genauere Charakterisierung der TXP-Antikdrper wurden Peptid-Bibliotheken
fur Bindungsstudien eingesetzt. Dabei handelt es sich um Peptidmischungen, bei
denen im TXP-Epitop jeweils eine Aminosaure ausgetauscht wurde. Anstelle dieser
Aminosaure steht je eine der 20 proteinogenen Aminosauren. Dazu wurden pro
Antikdrper vier verschiedene Positionsbibliotheken verwendet, sodass an jeder
Aminosaure-Position die Sequenz variiert wurde. Mit diesen Bibliotheken wurde die
Sequenzspezifitat der TXP-Antikdrper genauer untersucht.

In einem ersten Ansatz wurden vier gereinigte TXP-Antikorper, anti-LGYR, anti-EIER,
anti-AMTR und anti-LSGK, hinsichtlich ihrer Fahigkeit, definierte Zielsequenzen aus
den Peptidbibliotheken anzureichern, getestet. 10 pmol der Peptidbiliotheken und

Seite 68



1 ug TXP-Antikérper wurden hierzu flir die Immunprazipitation eingesetzt.
Gebundene Zielpeptide wurden nach der Immunprazipitation mittels MALDI-TOF MS
analysiert. Ebenso wurden je 1 pl der Bibliotheken vor der Immunprazipitation mittels
MALDI-TOF MS analysiert. Anhand der Unterschiede konnten die Bindeeigenschaften
der getesteten Antikdrper charakterisiert werden. Anhand der MS-Signalintensitaten
der unterschiedlichen Peptide aus den Bibliotheken vor und nach Immunprazipitation
konnte die Bindung an die eigentlichen Antigensequenz und an ahnliche Sequenzen
mit den Bibliotheken bestimmt werden. Exemplarisch sind in Abbildung 12 die
MALDI-MS Spektren einer Bibliothek dargestellt, um die Unterschiede der
Komplexitat der Bibliothek vor Immunprazipitation und, im Vergleich dazu, die
drastisch reduzierte Komplexitat des Eluats nach der Immunprazipitation

aufzuzeigen.
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Abbildung 12: Antikorpercharakterisierung mittels Peptidbibliotheken

MALDI-Spektren der ,LGXR-Bibliothek" vor (oben) und nach (unten) IP mittels anti-LGYR
Antikorper. Fir beide Proben wurde je 1 pl auf ein PAC-Target gespottet und vor der
Messung gewaschen. In einer automatisierten Messung wurden pro Spektrum 1000 Schuss
aufsummiert. Fir die Darstellung wurden die Spektren in flexAnalysis geglattet, der
Hintergrund abgezogen und die Massen annotiert.

Seite 69



Die Messungen vor der Immunprazipitation waren notwendig, um Faktoren wie
Konzentrationsunterschiede der einzelnen Peptide vor der Immunprazipitation und
deren Ionisierbarkeit auszugleichen. Diese unterschiedlichen physikochemischen
Eigenschaften wurden durch eine Berechnung, basierend auf den Spektren vor der
Prazipitation, folgendermaBen normalisiert. Die Flugeigenschaften der Peptide
werden durch ihre physikochemischen Eigenschaften bestimmt. Daher kann der
Austausch einer einzelnen Aminosaure dazu flihren, dass sich das Signal dieses
Peptides im Massenspektrometer deutlich verandert oder sogar nicht mehr
detektierbar ist. Um die individuelle Eignung der verschiedenen Peptide in der
Bibliothek zu berlicksichtigen, wird das Signal des einzelnen Peptides relativ zu den

anderen gesetzt. Die verwendete Formel dazu ist:

A(M,)

@ =5 Ay

D]

Dabei ist M die Masse, A die Peakflache (Area) und D die Anzahl der detektierten
Peptide aus der Bibliothek (< 20). Das bedeutet, dass das Signal flir ein Peptid mit
der Masse M, in Relation zum Signal gesetzt wird, das fir alle Peptide im
Durchschnitt bestimmt wurde. Ist beispielsweise das Signal eines Peptides im
Massenspektrum bei gleicher Konzentration nur halb so hoch wie der Durchschnitt
der Signale, ergibt sich ein Normalisierungsfaktor von 2.

Nach Normalisierung der Signale ergibt sich daraus eine korrigierte Peptidpravalenz

P(a) nach der Prazipitation mit der Formel:

AMg)f (a)

Pa) =5 A0)F @

Diese Peptidpravalenz gibt die spezifische Anreicherung flir jedes einzelne Peptid aus
der Bibliothek wieder. Durch die Einbeziehung dieser Faktoren konnte festgestellt
werden, welche Antikdrperspezifitdt bezogen auf einzelne Aminosaure-Positionen in

der Peptidzielsequenz besteht.
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Abbildung 13: Peptidbibliothekbasierte Antikorpercharakterisierung

Aus der ,LGXR" -Peptidbibliothek wurden mit einem Kaninchen-anti-LGYR Antikérper Peptide
angereichert. Die spezifische Anreicherung wurde anhand von MALDI-MS Daten berechnet.
Der maximale Anreicherungsfaktor von 1 ist unter den 20 méglichen Epitopen aufgeteilt. Die
Prazipitation aus den Bibliotheken wurde in drei Replikaten durchgefiihrt und die Eluate aus
jeder Prazipitation wurden in Triplikaten gespottet und gemessen (Fehlerindikatoren).

Aus den normalisierten Massenspektren nach Immunprazipitation durch die TXP-
Antikoérper konnte die spezifische Anreicherung der Peptide durch die Antikérper
ermittelt werden. In Abbildung 13 ist beispielhaft die Peptidanreicherung aus der
Bibliothek ,,LGXR durch den TXP-Antikdrper ,Anti-LGYR" in Triplikaten dargestellt. In
diesem Beispiel wurde die dritte Aminosdaure des Epitops variiert. Entsprechend
wurden Bibliotheken eingesetzt, bei denen die erste, die zweite oder die letzte
Aminosaure der Sequenz ausgetauscht wurde.

Aus den resultierenden Daten konnte dann die Spezifitat der jeweiligen Antikdrper
bestimmt werden. In Tabelle 14 sind flir den anti-LGYR-Antikdrper die Ergebnisse der
bibliothekbasierten Analyse zusammengefasst. Fir jede Position ist den 20
verschiedenen Aminosauren ein Wert zwischen 0 und 1 zugeteilt, welcher der
Anreicherung durch den Antikdrper entspricht. Die Summe dieser Werte ergibt fir

jede Position den Wert 1.
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Tabelle 14: Ergebnis des anti-LGYR-Antikorpers durch Peptidbibliotheken

Aminosaure Position 1 Position 2 Position 3 Position 4
G 0,00 0,78 0,01 0,00
A 0,01 0,05 0,00 0,00
o 0,10 0,01 0,05 0,00
S 0,00 0,01 0,00 0,00
P 0,01 0,07 0,00 0,00
\") 0,04 0,00 0,00 0,00
T 0,00 0,02 0,00 0,00
I 0,31 0,01 0,02 0,01
L 0,31 0,01 0,02 0,01
N 0,00 0,00 0,00 0,00
D 0,00 0,02 0,00 0,00
Q 0,00 0,01 0,00 0,00
K 0,00 0,00 0,00 0,00
E 0,00 0,00 0,00 0,00
M 0,10 0,00 0,05 0,17
H 0,00 0,00 0,00 0,00
F 0,12 0,00 0,12 0,01
R 0,00 0,01 0,00 0,79
Y 0,00 0,00 0,73 0,01
w 0,00 0,00 0,00 0,00

Ausgehend von dieser Analyse lasst sich ein Epitop fiir den untersuchten Antikdrper
darstellen. Da Leucin und Isoleucin isobar und daher nicht unterscheidbar sind,
wurden die Werte dieser beiden Aminosduren je durch 2 dividiert und auf beide
Aminosauren aufgeteilt. Das resultierende Epitop ist in Abbildung 14 graphisch

dargestellt.
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Abbildung 14: Epitopcharakterisierung des anti-LGYR-Antikorpers

Aus verschieden Peptidbibliotheken wurden mit einem Kaninchen-anti-LGYR Antikdrper
Peptide prazipitiert und durch MALDI-MS Messungen vermessen. Die spezifische
Anreicherung wurde anhand dieser-MS Daten berechnet. Der maximale Anreicherungsfaktor
von 1 ist unter den 20 moglichen Epitopen aufgeteilt. Die Prazipitation aus den Bibliotheken
wurde in drei Replikaten durchgefiihrt und die Eluate aus jeder Prazipitation wurden dreimal
gespottet und gemessen. Die Ergebnisse von vier Ansdtzen, bei denen je eine
Aminosaureposition variiert wurde, sind in ein gemeinsames Epitop zusammengefasst.

4.2.5 MATERICS fiir die Antikorpercharakterisierung

Neben der Bestimmung des Epitops mithilfe der Peptidbibliotheken wurde eine zweite
Methode verwendet, um zu bestimmen, welche Sequenzspezifitat die Antikorper
aufweisen bzw. welche Peptide (mit welcher terminalen Sequenz) bevorzugt
angereichert werden. Dazu wurde zusammen mit Hannes Planatscher (NMI
Reutlingen) das bioinformatische Werkzeug MATERICS (mass-spectrometric analysis
of terminal epitope enrichment in complex samples) entwickelt, welches es
ermoglicht, die Antikorperspezifitat der TXP-Antikdérper anhand von massen-
spektrometrischen Daten nach einer Immunprazipitation aus einer enzymatisch
verdauten biologischen Probe zu bestimmen.

Die vier TXP-Antikorper (anti-LGYR, anti-EIER, anti-AMTR und anti-LSGK), die zuvor
mit dem Bibliotheksansatz charakterisiert wurden, wurden mit dem MATERICS-
Ansatz untersucht. Dazu wurden Immunprazipitationen aus lysierten und
enzymatisch verdauten Zelllinien Hela, Hek293 und Pancl durchgefiihrt und
anschlieBend massenspektrometrisch analysiert.

Mit diesen Experimenten wurde zum einen das bevorzugte TXP-Epitop der jeweiligen

TXP-Antikdrper genauer charakterisiert, zum anderen wurde das neu entwickelte
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bioinformatische Werkzeug getestet. Es konnte gezeigt werden, dass es moglich ist,
nach Immunprazipitation aus einer komplexen Probe anhand der MS-Daten die
bevorzugt angereicherten Peptide zu bestimmen, mit denen ein Epitop definiert
werden konnte. Die Experimente wurden in verschiedenen Zelllinien und in
Triplikaten durchgeflihrt.

Zur Optimierung der Ergebnisse wurde zudem eine sogenannte ,Stoppliste®
eingefiihrt. Diese ist eine Kombination aus den Signalen, die in allen
Negativkontrollen detektiert wurden und der ,MALDI background" Liste aus
flexAnalysis (Version 3.0, Bruker Daltonik GmbH). Die Liste beinhaltet v.a. Ionen der
MALDI-Kalibrierstandards, der MALDI-Matrix, der Protease Trypsin und der haufig
detektierten Verunreinigung durch Kreatin. Signale dieser Stoppliste wurden aus den
Signallisten entfernt und nicht bei der Berechnung bericksichtigt. Dadurch konnte
eine verbesserte Epitopbestimmung erreicht werden. Die extrahierten Peaklisten aus
den MALDI-MS Spektren wurden mit dem MATERICS Algorithmus analysiert und
ausgewertet. Exemplarisch ist in Abbildung 15 das Ergebnis einer solchen Analyse fiir

einen Antikdrper (Kaninchen anti-LGYR) und drei Zelllinien dargestellt.
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Abbildung 15: Antikérpercharakterisierung durch komplexe Proben und
MATERICS

Aus drei lysierten und enzymatisch verdauten Zelllinien (Hela Hek293 und Pank1) wurden mit
einem TXP-anti-LGYR Antikdrper Peptide prazipitiert und durch MALDI-MS Messungen
vermessen. Die spezifische Anreicherung wurde anhand dieser-MS Daten durch den Einsatz
des MATERICS-Tools bestimmt. Der maximale Anreicherungsfaktor von 1 ist unter den 20
mdglichen Epitopen aufgeteilt. Die Prazipitation wurde in drei Replikaten durchgefiihrt und
die Eluate aus jeder Prazipitation wurden dreimal gespottet und gemessen. Pro Probewurde
je 1 pl auf ein PAC-Target gespottet und vor der Messung gewaschen. In einer
automatisierten Messung wurden pro Spektrum 1000 Schuss aufsummiert. Fir die
Darstellung wurden in flexAnalysis die Spektren geglattet, der Hintergrund abgezogen und
die Massen annotiert.
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Die Ergebnisse der Analyse mit MATERICS zeigen, dass es in den Epitopen der
Zielpeptide bei den untersuchten Antikérpern Positionen gibt, die flir die Antikdrper-
Antigen-Erkennung sehr wichtig sind und kaum Variabilitdt aufweisen. Andere
Positionen in den Epitopen weisen eine héhere Austauschbarkeit der Aminosauren
auf. In dem dargestellten Beispiel des TXP-anti-LGYR-Antikdrpers, werden vor allem
Peptide prazipitiert, bei denen die erste und die letzte Aminosaureposition mit der
Immunisierungssequenz identisch sind. Ebenso wurden nur wenige Peptide
gebunden, in denen kein Glycin an der zweiten Position vorhanden war. Allerdings
wurden auch einige Peptide identifiziert, in deren Sequenz in der dritten Position kein
Tyrosin vorhanden war. Ebenso wie der Kaninchen-anti-LGYR Antikdrper wurden
auch die anderen Antikdrper untersucht.

Die Analyse mit MATERICS zeigte nach IP mit dem Kaninchen-anti-EIER Antikorper,
dass dieser vorzugsweise Peptide mit der terminalen Sequenz EXER anreichert. Es
wurden nur wenige Peptide angereichert, bei denen die erste, dritte oder letzte
Position des Epitopes variiert. Es wurden neben Peptiden mit der teminalen Sequenz
EIER bevorzugt Peptide gebunden, bei denen die anstelle des Isoleucins an der
zweiten Position ein Leucin vorhanden war.

Immunprazipitationen mit dem Kaninchen-anti-AMTR-Antikdrper zeigen, dass dieser
Antikorper bevorzugt Peptide bindet, die genau die C-terminale Aminosduresequenz
tragen, gegen die immunisiert wurde. Zudem bindet der Antikdrper Peptide, bei
denen anstatt des Methionins an der zweiten Position in der Terminussequenz ein
Alanin vorhanden ist.

Bei den bisher durchgeflihrten Analysen, die nach IP mit dem Kaninchen-anti-LSGK-
Antikdrper durchgefiihrt wurden, konnte mithilfe des MATERICS Tools keine
spezifische Anreicherung eines bevorzugten Epitopes gezeigt werden.

Eine Publikation zur weitgehenden Beschreibung des MATERICS Algorithmus mit
Vergleichsanalysen zur Antikdrpercharakterisierung mithilfe von Peptidbibliotheken ist

derzeit in Arbeit.
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4.3 GPCR-Quantifizierung mittels Immunoaffinitatsanreicherung und
massenspektrometrischer Analyse

Nachdem die TXP-Antikdrper auf Spezifitat und Affininitdt getestet wurden und in
verschiedenen biologischen Assays genauer charakterisiert waren, konnten sie in
einem  Quantifizierungsassay  eingesetzt  werden. Hierzu wurde eine
Quantifizierungsmethode nach Dayon et al. [35] verwendet und modifiziert. Diese
Quantifizierungsmethode, die auf der chemischen Markierung der Probe und der
Standards mit isobaren Markierungsreagenzien basiert, wurde mit der beschriebenen
Immunoaffinitatsanreicherung mit TXP-Antikdrpern kombiniert. Durch Kombination
dieser beiden Methoden war es moglich, funf G Protein-gekoppelte Rezeptoren in
drei verschiedenen Rattengeweben anhand von proteotypischen Signaturpeptiden zu
quantifizieren. Zur akkuraten Quantifizierung wurden synthetische Peptide in drei
verschiedenen Konzentrationen mit den isobaren Reagenzien markiert und als
interne Standardkurven zu einer enzymatisch verdauten Probe zugegeben. Diese
Ansatze wurden in Triplikaten durchgefiihrt. Von jedem Gewebelysat wurden drei
unabhdngige Verdaureaktionen durchgeflihrt, welche anschlieBend parallel behandelt
wurden. Fir die absolute Quantifizierung wurden die synthetischen Standardpeptide
auf definierte Konzentrationen eingestellt. Zudem wurde, ausgehend von diesen
Konzentrationen (C1), eine 1:3 (C2) und eine 1:9 (C3) Verdinnung hergestellt. Die
daraus resultierenden Peptidverdiinnungen wurden mit iTRAQ Reagenzien 114 (C1),
115 (C2) und 116 (C3) markiert und gemischt. Nach Immunprazipitation wurden die
angereichterten Analyte flissigchromatographisch aufgetrennt und
massenspektrometrisch analysiert. Zunachst  wurden die  generierten
Peptidverdiinnungsreihen nach der chemischen Markierung mittels MALDI-MS auf
Vollstandigkeit der Markierungsreaktion getestet und anschlieBend mit Hilfe von LC-
ESI MS/MS die Linearitat der Standardkurven Uberpriift. Die fur die Quantifizierung

ausgewahlten Rezeptorproteine sind in Tabelle 15 aufgelistet.
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Tabelle 15: Proteotypische Standardpeptide zur Quantifizierung

Retentions- zeit

Epitop GPCR Proteotypisches Peptid Masse [Da] [min]
5HT R4 TSLDVLLTTASIFHLC*C*ISLDR 2534,29 19,2-20,3
1SLDR OXY R YLQVVGMFASTYLLLLMSLDR 2432,28 22,5-23,7
S5HT R1B AAIMIVLVWVFSISISLPPLFWR 2691,50 18,4-19,4
PLFWR S5HT R1F HAGIMITIVWIISVFISMPPLFWR 2826,55 18,7-19,8
TYPVK mAChR M2 YFC*VTKPLTYPVK 1614,83 17,7-18,3

* In den endogenen Peptiden wurden die Cysteine vor enzymatischem Verdau reduziert
und durch IAA alkyliert. In synthetischen Standardpeptiden wurde fiir die Synthese bereits
alkyliertes Cystein eingesetzt.

4.3.1 MALDI-Analyse zur Uberpriifung der Markierungseffizienz zeigt
vollstandig markierte Peptide

Um eine solide Quantifizierung gewahrleisten zu kdénnen, musste zunachst die
Effizienz der iTRAQ-Markierung der Standardpeptide mit dem iTRAQ Reagenz
Uberpriift werden. Dies wurde mittels MALDI MS festgestellt. Ein Aliquot einer
Peptidmischung aus den Standardpeptiden wurde hierzu vor und nach
Markierungsreaktion in 50% ACN und 0.1% TFA verdinnt und 1 i
massenspektrometrisch analysiert. Durch die Markierung der Proben mit dem iTRAQ
Reagenz wird das Molekulargewicht der Analyten um die Masse des Labels (oder bei
mehrfacher Markierung um ein Vielfaches davon) erhdht. Diese Massenverschiebung
ist in Abbildung 16 dargestellt.

In den Massenspektren ist zu erkennen, dass nach der Markierungsreaktion die
Signale der unmarkierten Peptide nicht mehr zu sehen sind. Zudem ist zu erkennen,
dass die chemische Modifikation vor allem bei den zwei langen hydrophoben
Peptiden (m/z 2536.1 und 2827.3) zu einer deutlich verbesserten Ionisierbarkeit
fuhrte.
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Abbildung 16: Uberpriifung der iTRAQ-Markierungsreaktion von Standardpeptiden mittels MALDI MS

Eine Mischung aus drei Standardpeptiden (mAChR M2, 5-HT R4 und 5-HT R1F) wurde vor und nach Markierung mit iTRAQ Reagenzien gemessen.
Die Massenverschiebung der Signale nach der Markierung zeigt, dass eine vollstdndige Markierung stattgefunden hat und keine unmarkierten
Peptide mehr vorhanden sind. Der Zoombereich im oberen Spektrum zeigt die Signale von zwei unmarkierten Standardpeptiden (5-HT R4 und 5-
HT R1F). Der Zoombereich im unteren Spektrum zeigt den Massenbereich des unmarkierten proteotypischen Standardpeptids des mAChR M2 (um
m/z 1615.8).Neben den markierten Peptiden sind nach der Markierungsreaktion zusatzliche Peaks von Addukten zu erkennen.
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4.3.2 Optimierung der Fliissigchromatographieparameter

Die markierten synthetischen Peptide wurden zur Optimierung der
Flissigchromatographieparameter und der Analysemethoden der
massenspektrometrischen Detektion verwendet.
Standard-Chromatographiemethoden, wie sie in klassischen proteomischen Ansatzen
verwendet werden, sowie eine C-18 Sdule konnten aus folgenden Griinden nicht
verwendet werden. Mit klassischen, flir tryptische Proteinverdaus eingesetzten
Methoden konnten keine fokussierte Trennung der Peptide erreicht werden. Die
hydrophoben Wechselwirkungen zwischen GPCR-spezifischen Peptiden und dem
langkettigen Saulenmaterial waren zu stark und vier der fiinf Peptide eluierten
lediglich teilweise bzw. unvollsténdig bei 100% Laufmittel B (ACN +0.1% FA). Daher
mussten die Parameter der Flissigchromatographiemethode deutlich verandert
werden.

In Tabelle 15 sind die Retentionszeiten der Standardpeptide, unter Verwendung der
finalen Fliissigchromatographiemethode und bei Verwendung einer C-8, 300 A-3 nm
Saule, aufgelistet. Die Zeitfenster der Retentionszeiten lagen unter diesen

Bedingungen zwischen %+ 0,3-0,6 min.

4.3.3 Optimierung der Massenspektrometrieparameter

In ersten massenspektrometrischen Messungen der reinen Standardpeptide zur
Optimierung der Gerateparameter wurde festgestellt, dass die generierten MS/MS
Spektren eine sehr geringe Sequenzabdeckung lieferten. Des Weiteren waren vor
allem die iTRAQ-Reporterionen nicht oder nur schlecht in den Spektren zu erkennen,
wodurch eine robuste und reproduzierbare Quantifizierung zundchst nicht mdglich
war.

Aus diesem Grund wurden die Kollisionsenergien entsprechend fiir die langen,
hydrophoben und iTRAQ-markierten Peptide erhéht, um eine Dbessere
Fragmentierung der Peptide zu ermdglichen. Die optimierten Kollisionsenergien der

Fragmentierungsmethode sind in Tabelle 16 aufgelistet.
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Tabelle 16: Angepasste Kollisionsenergien fiir die Precursor-Ionen
Fragmentierung

Die Kollisionsenergien sind fiir GPCR-spezifische proteotypische Peptide und die
entsprechenden iTRAQ-markierten Standardpeptide angepasst. Die Energien sind abhangig
von der isolierten Masse und dem Ladungszustand des Peptides.

Ladungszustand Massenbereich Kollisionsenergie [eV]
300 36
500 44
2+ 1000 50
2000 55
300 31
500 38
3t 1000 46
2000 50

Zudem wurde eine ,Inclusion-List" fir die markierten Zielpeptide erstellt. Dies fiihrt
dazu, dass die Ionen der Liste bevorzugt fragmentiert werden, was zu mehr
Fragmentierungen pro  Analyt fiuhrt. Durch  diese Optimierung der
Fragmentierungsmethode, konnten Fragmentspektren generiert werden, bei denen
die Signalabdeckung der Peptide deutlich verbessert war. Abbildung 21 zeigt flr
jedes rezeptorspezifische Peptid ein Fragmentspektrum mit annotierten Ionenreihen.
Insbesondere die Signale der iTRAQ Reporterionen konnten dadurch um ein

Vielfaches erh6ht werden.

4.3.4 Linearitat der Reporterionensignale der markierten Standardpeptide

Nachdem die verschiedenen Parameter der Peptidanalyse optimiert waren, wurden
die Verdinnungsreihen der chemisch markierten Standardpeptide analysiert.
Beispielhaft sind die Signale der iTRAQ Reporterionen nach der Fragmentierung der
markierten Peptidstandards eines Serotoninrezeptors in Abbildung 17 dargestellt.

Aus den extrahierten Ionen Chromatogrammen der LC-ESI-MS Messung der reinen
Peptid-Standardreihe (ohne endogene Peptide aus einer biologischen Probe) wurden
Uber die gesamte Retentionszeit der Analyten die Signale der iTRAQ-Reporterionen
gemittelt. Die gemittelten Intensitdten konnten anschlieBend gegen die bekannten
Konzentrationen der Verdlinnungsreihe aufgetragen werden. Aus diesen

Datenpunkten der gemittelten Messwerte wurden Regressionsgeraden erstellt.
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Abbildung 17 zeigt exemplarisch einen Ausschnitt eines

Massenspektrums (A) des Serotoninrezeptors 4 und die daraus

Regressionsgerade(B).

>
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Abbildung 17: Linearitdtstest der internen Peptidstandardkurven

gemittelten

berechnete

Exemplarisch ist die Standardkurve des Serotoninrezeptors 4 (5-HT R4) dargestellt.
te Reporterionen-Signale von iTRAQ markierten Standardpeptiden Uber eine
Retentionszeit von 5 Minuten sind dargestellt (A). Diese wurden im MS/MS-Modus einer LC-
ESI-QUAD-TOF —Analyse aufgenommen. Die Signalintensitdten wurden gegen die relativen
Konzentrationen der Standardpeptide aufgetragen und eine lineare Regression wurde
durchgefiihrt (B).

Gemittel
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Die relativen Signalintensitdten der Reporterionen, sowie die Steigungen der
Regressionsgeraden und deren Regressionskoeffizienten (R?) sind in Tabelle 17 fiir

alle Standardreihen zusammengefasst.

Tabelle 17: Regressionsgeraden der internen Kalibrierungskurven der
Standardpeptide

Relative Intensititen [%] Steigung Regressions-
C1(114) C2 (115) C3 (116) Koeffizient
5-HT4 100 43 24 9.5 1
OXYR 100 33 16 10.6 0,998
5-HT R1B 100 61 31 8.1 0,956
5-HT R1F 100 34 16 10.6 0,998
mAChR M2 100 41 22 9.8 1

Die Steigungen der Standardkurven lagen zwischen 8.1-10.6 mit Regressions-
koeffizienten zwischen 0.96 und 1. Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die Messwerte
der iTRAQ Reporterionen der Standardreihen im linearen dynamischen Bereich
befinden und so eine wichtige Grundvoraussetzung fiir eine solide Quantifizierung

erfillen.

4.3.5 LDS-PAGE zeigt einen vollstandigen Proteinverdau

Bevor Quantifizierungsversuche mit den tryptisch verdauten Gewebeproben
durchgefiihrt wurden, wurde sichergestellt, dass der enzymatische Verdau vollstandig
war und keine unverdauten Proteine vorlagen. Diese Voraussetzung fir eine valide
und zuverlassige Quantifizierung wurde primar durch eine LDS-PAGE gepriift. Die
behandelten Proben wurden dazu auf einem 4-12% NuPage-Gel aufgetrennt und mit

Coomassie-Brilliant-Blue angefarbt.
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Abbildung 18: Verdaukontrolle

Je 10 pl Gewebelysat wurden vor und nach tryptischem Verdau aufgetragen und mit
Coomassie Brilliant Blue angefarbt. Zudem wurde eine Kontrollprobe des Verdaupuffers mit
aufgetragen, die Trypsin enthalt.

Die LDS-PAGE in Abbildung 18 zeigt vor dem enzymatischen Verdau eine Vielzahl von
Proteinbanden Uber den gesamten GroBenbereich. Nach dem Verdau sind diese
Banden nicht mehr zu erkennen, bis auf eine Proteinbande, mit dem
Molekulargewicht von 24 kDa, die vermutlich das zugegebene Trypsin reprdsentiert.
Dieses Ergebnis deckt sich mit den Suchergebnissen nach ESI-MS Analysen aus den
verdauten Proben, bei denen keine ,lbersprungenen® Spaltstellen der detektierten

Peptide festgestellt wurden.

Seite 84



4.3.6 Effektive Affinitatsanreicherung als Vorbereitung fiir MS-Analysen

Die tryptisch verdauten Gewebeproben wurden nach Verdaukontrolle mit dem
iTRAQ-Reagenz 117 markiert und mit den ebenso markierten Standardkurven im
Verhdltnis 1 zu 1 vereinigt. In einem automatisierten Immunoaffinitdtsansatz wurden
Analyten spezifisch mithilfe von Antikérpern, die Uber Protein G auf magnetische
Partikel gekoppelt waren, angereichert, gewaschen und eluiert. Dieser
Immunoaffinitatsschritt dient neben der Anreicherung der Zielstrukturen auch der

~Abreicherung von Hintergrund".

Um zu Uberpriifen, dass wahrend der Prozessierung der Proben im automatischen
Mikrosphdren-Prozessiersystem kein Verlust der Analyte auftritt, welcher
beispielsweise  durch  Antikdrperverlust bedingt sein kann, wurde die
Antikdrperwiederfindungsrate in dem System bestimmt. Um dies zu bestimmen,
wurden 5 pg eines polyklonalen Kaninchenantikérpers in 95 ul ,Elisa
Blockierungsreagenz" verdinnt und die beschriebene automatisierte Standard-
Prozessierung mit 25 ug ,Dynalbeads Protein G durchgefiihrt. Aus jeder 96-Well PCR
Platte wurden anschlieBend Aliquots genommen und in einem mikrosphdrenbasierten

Immunoassay die Antikdrpermenge bestimmt.
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Abbildung 19: Wiederfindungsrate von Antikorpern in den Immunoaffinitdts
Assays
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5 ug eines polyklonalen Kaninchenantikdrpers wurden im Immunoassay eingesetzt. Nach
Durchfiihrung des Prozesses wurden die Uberstidnde auf zuriickgebliebene Antikérpermengen
Uberpriift. Die Antikérperbestimmung fand in einem mikrospharenbasierten Assay statt und
wurde mit dem Luminex®-System gemessen. Der Prozess wurde in Triplikaten durchgefiihrt.

Der Assay in Abbildung 19 zeigt, dass es keine nachweisbaren Verluste des
Antikdrpers Uber die Waschschritte hinweg gibt. Des Weiteren bleibt nur ein sehr
geringer Prozentsatz (> 5%) des Antikdrpers in der Sample-Platte zurlick, sodass

keine groBen Verluste durch den Prozess der Immunprazipitation zu beflirchten sind .

Hoch abundante Proteine, Salze und Detergentien kdnnen vor der IP in den Proben
vorliegen und eine erfolgreiche, massenspektrometrische Analyse erschweren oder
komplett verhindern. Abbildung 20A zeigt drei Spektren von iTRAQ markierten
Gewebelysaten, vor einer Immunoaffinitatsanreicherung. Die Proben wurden nach
der Markierungsreaktion Uber eine Fllissigchromatographie-Anlage mittels Reverse-
Phase-Chromatographie gereinigt und anschlieBend die Spektren nach ESI-MS

aufgenommen.
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Abbildung 20 A: ESI-Quad-TOF MS Spektren der iTRAQ-markierten Gewebelysate

vor IP

MS-Spektren wurden Uber einen Zeitraum von 10 Minuten integriert. Je 0.1 pg (in 5 pl)
Gewebelysat von Cerebellum (oben), Cortex (mitte) und Herz (unten) wurden nach iTRAQ
Markierung auf eine C8 Vydac RP Saule (75 pm) geladen, chromatographisch getrennt und
massenspektrometrisch analysiert.
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Abbildung 20B: ESI-Quad-TOF MS Spektren der iTRAQ-markierten Gewebelysate
nach IP

MS-Spektren wurden Uber einen Zeitraum von 10 Minuten integriert. Je 5 ul Elution der
Gewebelysate von Cerebellum (oben), Cortex (mitte) und Herz (unten) wurden nach iTRAQ-
Markierung und Immunprazipitation mit dem anti-ISLDR-Antikdrper auf eine C8 Vydac RP
Saule (75 pm) geladen, chromatographisch getrennt und massenspektrometrisch analysiert.
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Es ist in Abbildung 20A deutlich zu erkennen, dass das Polymermuster der
Detergentien einen sehr groBen Massenbereich (400-1000 Da) abdeckt und in
diesem Bereich Uber eine Retentionszeit von tber 10 Minuten alle anderen Signale
Uberlagert und maskiert. Signale von Triton X-100 sind sehr stark in diesen Spektren
vertreten. Die Massenabstande von 44 Da zwischen den einfach geladenen Ionen im
MS-Spektrum deuten auf [C;H40], Polymer-Bausteine hin.

Diese Storsignale wurden effektiv durch Immunoaffinitatsanreicherung mit TXP-
Antikdrpern entfernt. Abbildung 20B zeigt ESI-QTOF-MS Spektren nach Anreicherung
aus Cerebellum-, Cortex- und Herzgewebedurch einen Antikérper (TXP-anti-ISLDR)
und anschlieBender Flissigchromatographie-Trennung der eluierten Peptide. Der
zuvor maskierte Retentionsbereich zeigte nach der Immunprazipitation eine Vielzahl
an spezifisch angereichterten Peptiden, die in der nachfolgenden MS/MS-Analyse
fragmentiert werden konnten und eine anschlieBende Identifikation und

Quantifizierung zulieBen.

4.3.7 Rezeptorquantifizierung durch optimierte Versuchsbedingungen

Nach Anreicherung der Zielpeptide durch die Immunprazipitation, sowie deren
Entsalzung im Flissigchromatographiesystem und durch die Optimierung der
Gerateeinstellungen zur Peptidfragmentierung, war es mdglich die Peptide

massenspektrometrisch zu detektieren und MS/MS Spektren zu generieren.

Durch eine hohe Signalabdeckung der b- und vy-Ionenreihen in den
Fragmentspektren (Abbildung 21) war es mdglich, die GPCR-spezifischen Peptide
eindeutig zu identifizieren (MASCOT® Scores > 30). Durch geeignete Wahl des
Konzentrationsbereiches der Standardpeptide wurde eine anschlieBende

Quantifizierung der Peptide mdglich.
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Abbildung 21: Fragmentspektren von GPCR-spezifischen tryptischen Peptiden

Die Fragmentspektren von (A) 5-HT R4, (B) Oxy R, (C) 5-HT R1B, (D) 5-HT R1F und (E)
mACh R M2 wurden im MS/MS-Modus einer LC-ESI-QUAD-TOF -—Analyse nach
Immunoaffinitdts-Anreicherung und fllissigchromatographischer Trennung aufgenommen.
Peptidfragmente der b- (rot) und y- (blau) Ionenreihe sind in den Spektren annotiert.

Tryptisch verdaute Proben wurden mit dem iTRAQ Reagenz 117 markiert und die
ebenfalls iTRAQ-markierten Standardpeptide wurden als interne Standardkurve
zugegeben. Nach Immunprazipitation mit TXP-Antikérpern konnten proteotypische
Peptide mittels LC-ESI-MS und MS/MS identifiziert und quantifiziert werden. Hierzu
wurden die integrierten Intensitdten der Reporterionen (117) der biologischen
Proben mithilfe der Drei-Punkt-Standardkurven berechnet (Abbildung 8). Die
Intensitdten der Reporterionen der Standardpeptide wurden dazu Uber die gesamte
Zeit der Retention des jeweiligen Peptids (Tabelle 15) gemittelt. Die Intensitat dieser
Reporterionen (114-116) wurde gegen die eingesetzten Konzentrationen aufgetragen
und daraus fir jedes Peptid in jedem Gewebe eine Regressionsgerade erstellt.
Mithilfe dieser erstellten Regressionsgerade konnten durch die extrahierten
Intensitaten der Reporterionen der endogenen Peptide (117) die Konzentrationen der
Rezeptoren berechnet werden. Die Ergebnisse dieser Quantifizierung sind in
Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Ermittelte Konzentrationen von G Protein-gekoppelten Rezeptoren
in Gewebeproben.

In den Graphen sind die Rezeptorquantitaten von flinf G Protein-gekoppelten Rezeptoren (5-
HT 1B, 5-HT 4, OxyR, 5-HT 1F und mAChR M2) in Cerebellum, Cortex und Herzgewebe
dargestellt. Die Quantifizierungsergebnisse stammen von einer MS Analyse nach
Immunoaffinitdtsanreicherung aus Gewebeproben einer erwachsenen, weiblichen Ratte. Die
angegebenen Konzentrationen wurden in je 100 pg Gewebelysat anhand der
Konzentrationen von proteotypischen Peptiden bestimmt. Die Messung wurde in Triplikaten
durchgefiihrt.
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Mittelwerte der berechneten Peptidkonzentrationen konnten in allen Fallen Gber drei
Replikate bestimmt werden. Die Konzentrationen lagen zwischen 1,4 und 83,6 pmol
Peptid pro Milligramm Gewebelysat. Die relativen Standardabweichungen der
Messungen beziehen sich auf biologische Triplikate, ausgehend von drei
unabhdngigen Gewebeverdau-Ansatzen und liegen zwischen 7,6 % und 52,6 %. Fir
den Fall, dass die Signale der endogenen Peptide auBerhalb der Standardkurve
lagen, wurden die Konzentrationen ausgehend von der Standardkurve extrapoliert.
Dabei wurde maximal ein Faktor von 2,5 Uber dem hochsten Reportersignal der
Standardkurve akzeptiert, um den linearen dynamischen Bereich nicht zu

Uberschreiten.

Hohe Serotoninkonzentrationen wurden vor allem in neuronalen Proben beobachtet.
Die Konzentrationen der Peptide vom 5-HT R Subtyp 1B lagen zwischen 57,9
pmol/mg im Herzgewebe, 60,4 pmol/mg im Cerebellum und 83,6 pmol/mg
Cortexgewebe.

Rezeptorquantitaten des Subtyps 4 waren etwa um den Faktor 20 niedriger, als die
des Subtyps 1B in den untersuchten Geweben und lagen zwischen 1,5 - 4,8 pmol/mg
Gewebe. Insbesondere beim Serotoninrezeptor Subtyp 1F war ein starker
Unterschied zwischen den beiden Gehirnproben und dem Herzgewebe zu erkennen.
In kardialem Gewebe lag die Rezeptormenge des 5-HT R1F unter dem LOD, in den
neuronalen Proben lagen Konzentrationen zwischen 24,5 pmol (Cerebellum) und
35,6 pmol (Cortex) pro mg Gewebelysat vor.

In Vergleich dazu wurden vergleichsweise erhdhte Konzentrationen des
muskarinischen Acetylcholin Rezeptors M2 in Herzgewebe von 5,1 pmol/mg
festgestellt. Diese Beobachtung korreliert sehr gut mit der bekannten regulatorischen
Funktion dieses Rezeptors in Herzgewebe. Die Konzentrationen des mAChR M2 lagen
bei 3,5 pmol/mg im Cerebellum bzw. bei 1,4 pmol/mg in Cortexgewebe.

Der Oxytozin-Rezeptor lag in sehr geringen Konzentrationen vor. Die iTRAQ
Reportersignale der Standardkurve und des endogenen Peptids befanden sich in
allen untersuchten Geweben unter dem LLOQ und teilweise unter dem LLOD. Dies

fuhrte zu erhéhten Schwankungen der Reportersignale in den MS/MS-Spektren und
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damit auch zu hoheren relativen Standardabweichungen in diesen Messungen
(Abbildung 22). Daher kdnnen die ermittelten Rezeptormengen (0,7-3,1 pmol/mg

Gewebe) nur als grobe Richtwerte betrachtet werden.

Nach allen Messungen wurden die Daten in ProteinScape geladen und zur
Identifikation mit der MASCOT Datenbank abgeglichen. Die ,,MASCOT-Scores" der
einzelnen Messungen lagen bei 30 oder héher, alle Fragmente konnten eindeutig

identifiziert werden.

4. 4 GPCR-Western Blot Analysen

Western Blot Analysen wurden durchgeflihrt, um die Ergebnisse der MS-Analyse mit
einem unabhdngigen Ansatz zu validieren. Dazu wurden kommerziell erhaltliche
Antikdrper verschiedener Hersteller verwendet. Im Allgemeinen wurde beobachtet,
dass diese Antikorper in allen Analysen sehr starke Wechselwirkungen mit anderen
Proteinen zeigten, wahrend spezifische Signale auf HOhe des erwarteten

Molekulargewichts meistens nur schwach bis gar nicht erkennbar waren.
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Abbildung 23: Western Blot Analyse fiir verschiedene G Protein-gekoppelte
Rezeptoren

G Protein-gekoppelte Rezeptoren wurden in drei unterschiedlichen Gewebelysaten (Ratte,
weiblich, adult) mit kommerziell erhaltlichen Antikérpern im Western Blot untersucht: mAChR
M2 (A), 5-HT R4 (B), 5-HT R1F (C), 5-HT R1B (D) und Oxy R (E). Je 20 pg Cerebellum,
Cortex und Herz wurden tber LDS-PAGE getrennt und auf Nitrozellulose geblottet.

Die Ergebnisse (Abbildung 23) zeigen deutlich, dass die Interaktionen der
kommerziellen Antikérper sehr unspezifisch sind. Besonders im Gehirngewebe sind
sehr viele Signale zu erkennen, die nicht auf der erwarteten Laufhéhe des
Zielproteins liegen. Tabelle 18 fasst die Molekulargewichte der untersuchten GPCRs

zusammen, bei denen ein spezifisches Signal erwartet wurde.

Tabelle 18: Ubersicht iiber die Molekulargewichte der untersuchten G Protein-
gekoppelten Rezeptoren

Rezeptor Molekulargewicht [kDA]
A Muskarinischer Acetylcholin Rezeptor 52
B  Serotonin Rezeptor 4 47
C Serotonin Rezeptor 1F 42
D Serotonin Rezeptor 1B 43
E  Oxytozin Rezeptor 43

Nur der Western Blot fiir den Serotonin Rezeptor 1B zeigt Signale auf der erwarteten
Laufhohe des Rezeptors. Neben diesem Signal sind jedoch auch bei diesem
Antikbrper noch zusatzliche Banden zu erkennen, welche die Spezifitdit des

Antikorpers in Frage stellen.
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5. Diskussion

Nicht nur flir systembiologische Modelle in der Grundlagenforschung, sondern auch
im Bereich der Medikamentenentwicklung und Sicherheits-Pharmakologie besteht ein
groBer Bedarf flir quantitative Informationen von G Protein-gekoppelten Rezeptoren

und anderen Membranrezeptoren [14].

Ihnen kommt eine groBe Bedeutung in der Medikamentenentwicklung als
Zielstrukturen flr Pharmazeutika zu. Zur Regulation vieler physiologischer Prozesse
werden diese Rezeptoren gezielt beeinflusst. Dies ist von besonderer Bedeutung, da
GPCRs am Anfang vieler Signalkaskaden stehen und daher einen hohen
regulatorischen Einfluss innehaben. Unter anderem wirken Antidepressiva,
Antihistaminika oder auch Betablocker Uber die Modulation von G Protein-
gekoppelten Rezeptoren. Aufgrund dieser hohen regulatorischen Bedeutung ergibt
sich allerdings auch, dass bei Dysregulierung, beispielsweise durch ungewollte
Bindung von Medikamenten oder Uberexpression solcher Rezeptoren, mit starken
Nebenwirkungen und pathologischen Erscheinungen zu rechnen ist. Die Bindung
eines pharmazeutischen Wirkstoffs an einen GPCR-Subtyp kann beispielsweise im
Herz-Kreislaufsystem zur gewlinschten Regulation des Blutdrucks fiihren, aber bei
ZNS-Gangigkeit im Gehirn ebenfalls Uiber GPCRs starke Einflisse auf die Psyche
haben. Von einigen G Protein-gekoppelten Rezeptoren ist zudem bekannt, dass sie,
im Falle einer Uberexpression, bei der Entstehung von Tumoren beteilig sind [75,
76].

In dieser Arbeit wurde eine Methode etabliert, die auf jedes Membranprotein
angewandt werden kann und es erstmals ermdglicht, solche 7-transmembran
Rezeptoren in verschiedenen Geweben zu quantifizieren. Trotz ihrer starken
Hydrophobizitét, der daraus resultierenden schlechten Léslichkeit, niedrigen
Expressionsniveaus, einer Vielzahl von Isoformen und einer breiten Streuung der
Rezeptoren Uber verschiedene Zelltypen und Gewebe hinweg [77], war es mdglich
eine massenspektroskopiebasierte Methode fir die quantitative Analyse von GPCRs

zu entwickeln. Dies wurde durch die Kombination von gezielter Anreicherung
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proteotypischer Peptide, internen Kalibrierstandards und massenspektrometrischen
Methoden ermdglicht. Die angewandten analytischen Methoden wurden daflr an die
Besonderheiten der Membranrezeptoren angepasst, optimiert und, um
reproduzierbar gute Ergebnisse zu gewahrleisten, durch verschiedene
Qualitatskontrollen abgesichert. Durch den Einsatz einer automatisierten Immun-
prazipitation auf magnetischen Partikeln konnte eine hohe Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse erreicht werden. In diesem Schritt konnten stérende Peptide,
Detergentien, Salze, Lipide und andere Komponenten effizient entfernt werden,
welche die Messungen negativ beeinflussen kdnnen.

Replikate wurden ab einem mdoglichst friihen Zeitpunkt (Gewebeverdau) parallel
behandelt. Dadurch sollte eine zuverldssige Proteinidentifikation und eine solide
Quantifizierung abgesichert werden. Dies war vor allem wichtig, da bei dem
eingesetzten TXP-Ansatz pro Zielprotein jeweils nur ein ausgewahltes Peptid gezielt
angereichert und untersucht wird, wodurch eine Statistik Uber verschiedene Peptide
fur ein Protein [78, 79] nicht mdglich ist. In jedem biologischen Replikat konnten die
zur Quantifizierung ausgewahlten Rezeptoren Uber proteotypische Peptide detektiert

und mithilfe vom Datenbankabgleich eindeutig identifiziert werden.

5.1 TXP-Konzept

In quantitativen Proteinanalysemethoden ist der Einsatz von antikGrperbasierten
Methoden weit verbreitet, da eine Anreicherung der Analyten oft eine notwendige
Voraussetzung flr die Detektierbarkeit darstellt. Allerdings besteht bei vielen
Immunoassays das Problem von unzureichender Spezifitat, Kreuzreaktivitat (vor
allem zwischen Proteinisoformen) oder zu hohen unspezifischen Wechselwirkungen
der Antikorper. Darlber hinaus existieren fir einige Proteine keine Antikérper, da
beispielsweise aufgrund der Struktur der Proteine eine Antigenherstellung flir die
Antikorperherstellung nur sehr erschwert bis gar nicht mdglich ist. Nicht zuletzt stellt
auch die Variation der Antikdrper-Affinitat und Spezifitat in unterschiedlichen Spezies

in vielen Fallen ein Problem dar [14].
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Der Einsatz von TXP-Antikdrpern flihrt hingegen zu einer spezifischen Anreicherung
gewahlter Peptide und ermdoglicht die parallele Analyse verschiedener Peptide, wenn
diese das gleiche terminale Aminosauremotiv aufweisen. Zudem koénnen diese
Antikorper speziestibergreifend eingesetzt werden, sofern die Epitope von 3-4
Aminosauren in den entsprechenden Proteinen der jeweiligen Spezies
Ubereinstimmen. Tabelle 12 zeigt flir die ausgewahlten TXP-Epitope die Anzahl der
damit abgedeckten Analyte im Menschen, Maus und Ratte. Da G Protein-gekoppelte
Rezeptoren in ihrer Aminosauresequenz weitgehend stark konserviert sind, sind
gerade Peptide dieser Proteinfamilie geeignet, um durch denselben Antikérper aus
allen drei Spezies angereichert zu werden.

Fir die herkdmmliche Herstellung von Antikdrpern ist die native Struktur des
Zielproteins von groBer Bedeutung, da diese flir gewdhnlich gegen die Tertiar- bzw.
Quartarstrukturen der Proteine gerichtet sind. Gerade die Struktur von
Transmembranproteinen, wie GPCRs, ist jedoch sehr abhangig von ihrer
Plasmamembranumgebung. Da sie eingelagert in dieser Membrandoppelschicht, aber
kaum zuganglich sind, sind gangige Antikorperherstellungsverfahren ungeeignet.

Der geringe Anteil der Transmembranrezeptoren, der von der extrazellularen Seite
zuganglich ist, wird zudem standig dem Immunsystem prasentiert. Da GPCRs eine
starke Konservierung liber die Speziesgrenzen hinweg aufweisen, ist daher davon
auszugehen, dass dieser extrazellulare Teil nur eine geringe Immunantwort bei der
Immunisierung eines Wirtstieres hervorrufen kann.

Die in der hier vorgestellten Arbeit generierten TXP-Antikdrper binden an kurze
lineare N- oder C-terminale Epitope, die durch enzymatischem Verdau entstehen,
daher fir eine Antigen-Antikérper-Interaktion frei zuganglich und unabhangig von
der komplexen Tertidrstruktur des Proteins sind. Aus diesen Griinden sind sie
besonders gut geeignet flir die Anreicherung schwieriger Analyten, wie GPCRs, fir
die es bisher keine ausreichend spezifischen Antikérper oder geeigneten Methoden

zum Nachweis auf Proteinebene gibt.
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5.1.1 Anwendungen

Flr verschiedene Ansdtze und fir unterschiedliche Problemstellungen wurden TXP-
Antikérper aufgrund ihrer vorteilhaften Eigenschaften (Spezies-libergreifend, lineare
Epitope, Peptidgruppen-spezifisch) hergestellt und verwendet. Flr die Anreicherung
von Peptiden, die von G Protein-gekoppelten Rezeptoren stammen, stellten sich
diese Peptidgruppen-spezifischen TXP-Antikdrper als sehr geeignet heraus. Eine
Vielzahl von GPCRs konnte damit angereichert, mittels massenspektrometrischer
Methoden detektiert und mithilfe von Tandem-Massenspektrometrie und
Datenbanksabgleichen identifiziert werden [71].

In einer Plasma-Proteom-Studie wurden Antikdrper gegen 15 verschiedene C- oder
N-terminale Sequenzen generiert. Damit war es mdglich 37 Signaturpeptide aus
einem Plasmaproteinverdau anzureichern und anschlieBend zu identifizieren. Mit
einem einzelnen Antikdrper war die Anreicherung von 6 verschiedenen Peptiden
moglich [72]. Trotz der hohen Komplexitat des Plasmaproteoms und dem darin
enthaltenen Protein-Konzentrationsbereich von Uber 10 GréBenordnungen [41] war
dies moglich ohne vorherige Depletion der hochabundanten Plasmaproteine oder

einer flissigchromatographischen Trennung der Probe.

5.1.2 Charakterisierung der TXP-Antikorper

Mit verschiedenen Methoden wurden die verwendeten TXP-Antikérper auf ihre
Spezifitat getestet. Auf einer mikrosphdarenbasierten Plattform wurden den
Antikdrpern verschiedene kurze terminale Sequenzen zur Bindung angeboten. Eine
hohe Spezifitdt gegenuber ihren Zielstrukturen konnte dabei vor allem bei C-
terminalen Antikdrpern beobachtet werden. N-terminale TXP-Antikorper zeigten
hingegen eine geringere Spezifitat.

Zudem wurden auch ,geblockte" Sequenzen angeboten, bei denen die C-terminale
Carboxylgruppe amidiert vorlag. Mit dieser Modifikation wurde eine weitere
Peptidbindung imitiert, wie sie bei einer Ubersprungenen tryptischen Schnittstelle
vorliegen wiirde. Diese ,ungeschnittenen® Peptide flihrten im Ansatz zu wesentlich

geringeren Signalen als die ,freien™ Termini.
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Beide Beobachtungen zeigen, dass die freie Carboxylgruppe ein wichtiges Element
fur die Antikérperbindung darstellt. Diese Gruppe ist chemisch sehr polar und tragt
zudem bei physiologischem pH-Wert eine negative Ladung. Dadurch bietet sich eine
gute Mdoglichkeit fiir starke Antikdrper-Antigen-Wechselwirkungen. Fallt diese Gruppe
als Bindestelle flir den Antikdrper weg, liegt eine verringerte Affinitat des Antikdrpers
nahe.

Wenn mdglich, wurde durch Kompetitionsassays die apparente Bindungsaffinitat der
polyclonalen Antikdrper bestimmt. Die ermittelten Kd-Werte lagen zwischen 0,06 nM
und 18,79 nM. Diese Messungen verdeutlichen, dass eine Epitopldnge von 4
Aminosauren ausreicht, um eine starke Antikdrper-Antigen-Wechselwirkung zu
gewahrleisten.

Die TXP-Antikérper wurden in Antigenbindungsstudien hinsichtlich Selektivitat und
Spezifitdt analysiert. Neben den mikrosphdrenbasierten  Versuchen zur
Charakterisierung der Antikorper wurden auBerdem verschiedene MS-basierte
Versuche durchgefiihrt. Eine hohe Spezifitat der TXP-Antikdrper zu ihren
Zielsequenzen wurde festgestellt. Wenn das freie Ende des TXP-Epitops geblockt
wurde, konnte eine stark reduzierte Bindung beobachtet werden.

Zusatzlich zu diesen eher artifiziellen Charakterierungsansatzen, kdnnen
Immunprazipitationen aus Mischungen synthetischer Peptide, Peptidbibliotheken und
aus verschiedensten biologischen Proben (Zellkulturmaterial, Gewebelysate und
Plasmaproben) fir die Charakterisierung der Antikdrperspezifitdt als Grundlage
dienen. Wie bereits in friiheren Arbeiten beobachtet [45], gibt es Aminosauren in den
Epitopen, die eine wichtige Rolle bei der Antikérperbindung spielen und andere, die
offensichtlich eine untergeordnete Rolle spielen.

Durch die Experimente mit Peptidbibliotheken konnten die prominenten und weniger
prominenten Positionen eines Epitops festgestellt werden.

Mithilfe des entwickelten bioinformatischen Algorithmus ,MATERICS", zur
Charakterisierung der Antikorper mittels Immunprazipitation aus komplexen
biologischen Proben (Abbildung 15), wurde die Charakterisierung durch
Peptidbibliotheken erweitert. Dieses bioinformatische Werkzeug verwendet Signale

die in Massenspektren nach der Anreicherung von Peptiden durch einen Antikdrper
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detektiert werden. Nach einem Datenbankabgleich mit einer ausgewahlten /n silico
verdauten Proteindatenbank, ermdglicht MATERICS die Vorhersage, welches Epitop
der verwendete Antikérper wahrscheinlichsten bindet. Im Vergleich mit den
Peptidbibliotheken besteht der Vorteil, dass keine Bibliotheken aufwandig
synthetisiert werden miuissen. Isobare Peptide in den Peptidbibliotheken kdnnen
massenspektrometrisch nicht unterschieden werden, sodass eine bevorzugte
Antikdrperbindung an eines von zwei isobaren Peptide nicht von der anderen
abgegrenzt werden kann. Unter Verwendung einer Immunprazipitation aus
komplexen, biologischen Proben werden endogene Peptide angereichert, die sich
neben dem terminalen Epitop auch an anderen Aminosaurepositionen unterscheiden.
Die anschlieBende Auswertung der MS-Daten durch MATERICS zeigt beispielsweise
eine bevorzugte Bindung des Antikdrpers an Leucin und Isoleucin im Epitop. Der
groBte Vorteil der Antikdrpercharakterisierung durch MATERICS ist, dass die
Bestimmung der bevorzugten Antikérperbindung an ein Epitop unter ahnlichen
Bedingungen durchgeflihrt wird, wie sie bei der spateren Anwendung der Antikérper

vorliegen.

Durch die Kombination der Ergebnisse aus den beiden Epitop-
Charakterisierungsmethoden wurden die Epitope der TXP-Antikdrper ermittelt. Dabei
wurde festgestellt, dass je nach Antikdrper, einige Positionen im Epitop sehr wichtig
fur die Antikdrper-Antigen-Interaktion sind. Andere Positionen scheinen keinen
groBen Einfluss auf die Bindung zu haben. Ein Aminosaureaustausch an einer solchen
Position beeinflusst daher die Antikérperbindung nur wenig oder nicht.

Der TXP-Ansatz profitiert von dieser Variabilitdt, da sich die Anzahl der
anreicherbaren Peptide erweitert. So konnte beispielsweise mit dem ,anti-ISLDR-
Antikérper" auch ein Fragment des Oxytozin-Rezeptors mit der terminalen Sequenz
~MSLDR" angereichert werden.

Dennoch ist die Spezifitat noch hoch genug, um im Vergleich zum gesamten Proteom
eine deutlich verringerte Komplexitdt und somit eine gute massenspektrometrische

Analyse zu gewahrleisten.
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5.2 Western Blots

Die Western Blot Analyse mit kommerziell erhadltlichen Antikdrpern zeigt deutlich den
Bedarf nach neuen, alternativen Methoden zur Analyse von Membranproteinen, wie
beispielsweise GPCRs (Abbildung 23). Bei allen verwendeten Antikérpern sind sehr
viele starke Signale zu erkennen, die nicht im Bereich der erwarteten Masse liegen.
Zudem fehlt in den meisten Fallen ein Signal im Bereich der erwarteten Masse.

Nur ein Antikdrper von flinf getesteten zeigte neben unspezifischen Banden auch ein
spezifisches Signal auf der erwarteten Laufhdhe des Rezeptors. Dabei handelte es
sich um den Western Blot flir den Serotonin Rezeptor 1B. Flir diesen Rezeptor
wurden auch im immunoaffinitdts-MS Ansatz die hdchsten Konzentrationen aller
untersuchten Rezeptoren bestimmt. Besonders die Western Blot-Analyse flr den
Oxitozin Rezeptor ergab kein spezifisches Signal, sondern viele Nebenbanden. Dieser
Rezeptor ist auch nach den Ergebnissen der Immunoaffinitdts-MS Analyse am
geringsten in den drei Geweben exprimiert.

Unter Umstdnden konnten zusdtzliche Anreicherungen der Rezeptoren,
beispielsweise durch subzellulare Fraktionierung und Isolierung der Membranfraktion,
vor der Western Blot Analyse zu besseren Signalen flihren.

Da Western Blot Analysen keine eindeutige Identifikation der verschiedenen Banden
zulassen, ist die Aussagekraft eines solchen Blots sehr gering. In Allgemeinen werden
Proteine, die im Western Blot durch Antikérper detektiert werden, nicht weiter
identifiziert, sodass ein Antikérper nur dann als Western Blot tauglich klassifiziert
wird, wenn lediglich eine Bande auf der richtigen Laufhdhe sichtbar ist.
Massenspektrometrische Ausleseverfahren erlauben hingegen durch Sequenz-
information der Peptide eine eindeutige Zuordnung der Signale und Identifikation der
Proteine. Dadurch kénnen spezifische Signale von Hintergrund und anderen
unspezifischen Signalen abgegrenzt werden. Vor allem durch die unzureichende
Spezifitat der derzeit erhaltlichen (bzw. der getesteten) Antikérper sind Western Blot,
Radio Immunoassays, ELISAs oder auch die Immunhistochemie flir die Analyse von
G Protein-gekoppelten Rezeptoren und anderen Membranproteinen anscheinend

nicht geeignet.
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5.3 Immunoaffinitats-MS von Transmembran-Proteinen

Analysemethoden zum Nachweis von Membranproteinen beinhalten fir gewdhnlich
eine Anreicherung der Membranfraktion um die Gesamtkonzentration der
Membranproteine in der Probe zu erhdéhen [80, 81]. Dieser Schritt der
Probenvorbereitung zeigt generell eine hohe Variationsbreite und tragt somit stark
zur inter- und intra-Assay-Varianz bei. Durch die Affinitdtsanreicherung der
proteotypischen Peptide mittels TXP-Antikdrpern werden spezifische proteotypische
Zielpeptide gezielt angereichert und von sehr haufig vorkommenden Peptiden
abgetrennt. Daher bendtigt der hier gewdhlte Ansatz keine aufwandige
Membrananreicherung. Dies stellt einen groBen Vorteil dieser Methode dar, da
zusatzliche Arbeitsschritte zur Voranreicherung vermieden werden kénnen, die eine
zusatzliche Quelle fiir Artefakte darstellen [82, 83].

Die starke Anreicherung der GPCR-spezifischen Peptide durch den
Immunoaffinitatsschritt zeigt sich insbesondere darin, dass keines dieser Peptide in
empirischen Datenbanken, wie dem ,Peptide Atlas" [84] oder der ,Global Proteome
Machine" [85] bisher aufgefiihrt ist. Auch von den mdglichen GPCR Fragmenten, die
mittels eines /in silico Verdaus ermittelt wurden, konnten keine Ubereinstimmungen in
den Datenbanken gefunden werden. Bis dato wurde in den dort vorgestellten Daten
keiner der hier untersuchten GPCRs identifiziert.

Diese Beobachtung unterstreicht die Schwierigkeiten, die entstehen, wenn man
Membranproteine mit den etablierten Methoden der Proteinanalytik analysiert.
Insbesondere lange alpha-helikale Transmembranmotive werden in der Literatur als
schwer detektierbar und identifizierbar beschrieben [86]. Die Solubilisierung aus der
Plasmamembran durch Detergenzien, tryptischer Verdau und iTrag-Markierung
helfen dabei, proteotypische Peptide von Membranrezeptoren massen-

spektrometrisch identifizierbar und quantifizierbar zu machen.
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5.4 Quantifizierungsmethode

Die hier neu entwickelte Methode zur Quantifizierung von G Protein-gekoppelten
Rezeptoren durch die Kombination von Peptidgruppen-spezifischer Anreicherung
durch TXP-Antikérper mit iTRAQ-markierten Peptidstandards (Abbildung 3) weist
einige Vorteile auf, mit denen sie sich von anderen Ansatzen absetzt.

Der Einsatz der TXP-Antikorper fiihrt dazu, dass mehrere Rezeptoren gleichzeitig in
einer Probe analysiert werden kdnnen. Somit werden Zeit und Kosten gespart, da
nicht fir jeden Rezeptor ein Antikdrper generiert werden muss.

Durch die Verwendung von iTRAQ-markierten Standardpeptiden wird der Einsatz von
sehr teuren isotopenmarkierten Referenzpeptiden vermieden. Beispielsweise in
SRM/MRM-Ansatzen [87] oder fir die AQUA-Methode werden solche
isotopenmarkierte Peptide eingesetzt. Bei Quantifizierungen Uber die QconCAT-
Methode werden Concatamere aus schweren Peptiden verwendet, die bakteriell oder
durch /n vitro Proteinsynthese hergestellt werden [88, 89]. Im Gegensatz dazu
kénnen in der iTRAQ-Methode Standardpeptide verwendet werden. Sowohl die
synthetischen Peptide, als auch die biologische Probe werden mit den
entsprechenden iTRAQ-Reagenzien markiert. Diese sind isobar und weisen exakt
dieselben physikochemischen Eigenschaften auf. Daher verhalten sie sich identisch
bei der Fllssigchromatographie und im MS-Modus von Massenspektrometern. Erst im
MS/MS-Modus werden die einzelnen iTRAQ Reagenzien durch eine unterschiedliche
Isotopenverteilung der Reporterionen unterschieden. Dieser Ansatz ermdglicht den
Einsatz von 3 bis 7 Referenzpunkten (iTRAQ 4plex oder iTRAQ 8plex; AB Sciex, USA),
welche in die Probe eingebracht werden kénnen [90]. Diese Referenzpunkte kénnen
als interne Standardkurve in der Probe verwendet werden, mit der die Konzentration
des Zielpeptids, und somit auch die Konzentration des Proteins, in der Probe

berechnet werden kann.

Neben dem finanziellen Aspekt und der Mdglichkeit, mehrere Referenzpunkte in eine
Probe einzubringen, zeigten sich weitere technisch wichtige Vorteile. Vier der flinf
Signaturpeptide bestanden jeweils aus einer vollstandigen Transmembrandomane

und hatten eine Lange zwischen 21 und 24 Aminosauren. Diese Peptide wiesen in
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massenspektrometrischen Probemessungen generell eine schlechte Ionisierbarkeit
auf. Im Allgemeinen kann diese Eigenschaft der Peptide durch die chemische
Markierung verbessert werden [91]. Durch die Verwendung des iTRAQ-Reagenzes
konnte eine verbesserte Ionisierbarkeit der hier analysierten GPCR-spezifischen
Peptide beobachtet werden. Vor allem bei den langen und hydrophoben Peptiden
war dieser Effekt stark ausgepragt (Abbildung 16). Es ist anzunehmen, dass die
Modifikation durch das Reagenz die ansonsten sehr hydrophoben und unpolaren
Peptide aus den Transmembrandomadnen der Rezeptoren polarisiert und somit

bessere Ionisierungseigenschaften flir die massenspektrometrische Analyse haben.

Die iTRAQ markierten Standardpeptide unterscheiden sich im MS-Modus nicht von
den ebenfalls markierten endogenen Peptiden. Erst bei der Fragmentierung werden
sie durch die verschiedenen Reporterionen unterschieden. Dies fiihrt zu einer
Signaladdition im MS-Modus, und somit zu einer verbesserten Detektierbarkeit und
einer vereinfachten Selektion flir eine weitere Fragmentierung [35]. Vor allem bei
niedrig exprimierten Proteinen stellt dies einen groBen Vorteil dar. Den gleichen
Effekt kann man auch im MS/MS Modus beobachten, da sich auch hier die Signale
der Peptidfragmente aufsummieren, was zu einer verbesserten Sequenzabdeckung
fuhrt und damit auch die Identifikation des Peptids vereinfacht. Im MS/MS-Modus
werden die verschiedenen Reporterionen der IiTRAQ Reagenzien bei der
Fragmentierung der Peptide, durch eine ,Neutral Loss"-Abspaltung der Balance-
Gruppe unterscheidbar. Dadurch kénnen die Quantitaten der einzelnen Komponenten
diskriminiert werden. Parallel wird durch die Fragmentierung der Peptide eine
Unterscheidung von isobaren Peptiden und die Identifikation anhand eines

Datenbankabgleiches der MS/MS-Signale ermdglicht.
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5.5 Quantifizierungsergebnisse

In allen untersuchten Geweben konnten erfolgreich fiunf verschiedene G Protein-
gekoppelte Rezeptoren (5-HT R1B, 5-HT R1F, 5-HT R4, mAChR M2 und OxyR)
quantifiziert werden. Vor allem in Cerebellum und Cortex konnten hohe Spiegel an
Serotonin Rezeptoren festgestellt werden. Der Oxitozin Rezeptor und der
muskarinische Acetylcholinrezeptor M2 waren dagegen starker im Herzgewebe
vertreten.

Die Quantifizierungsversuche wurden in drei technischen Replikaten durchgeflihrt.
Ausgehend von einer Gewebeprobe wurden je drei enzymatische Verdaus
durchgefiihrt, die parallel behandelt wurden. Direkt nach dem Markierungsschritt mit
dem iTRAQ Reagenz wurden die ebenfalls markierten Standardpeptide zu den Proben
zugegeben und fortan exakt gleich behandelt, wie die endogenen Peptide, die in der
Probe durch tryptischen Verdau erzeugt wurden.

In den meisten Fallen konnten die Konzentrationen der Standardpeptide so gewahlt
werden, dass die Signale der endogenen Peptide innerhalb der Standardkurve lagen.
In den wenigen Fallen, bei denen dies nicht der Fall war, konnten die Werte dieser
Proben extrapoliert werden. Dabei war bei allen Proben der Faktor kleiner als 2.5x
Uber dem hoéchsten Signal der Standardreihe. In friiheren Studien wurde gezeigt,
dass in einfachen Proben (wie sie nach der Immunprazipitation durch TXP-Antikdrper
vorliegen) ein dynamischer Bereich von 1:50 eine solide Quantifizierung zuldsst [16].
Selbst in Relation zu dem am niedrigsten konzentrierten Standardpeptid der
Kalibrierkurve lag bei den Messungen maximal ein Faktor von 22.5x vor. Somit liegen
alle Verhaltnisse von endogenem Peptid zu Standardpeptid in einem akzeptablen
dynamischen Bereich.

Die Messungen der reinen Standardpeptide, ohne biologische Probe, wiesen eine
lineare Korrelation auf (zwischen 0.96 und 1; Tabelle 17). Der lineare
Korrelationskoeffizient bei den Messungen aus den Gewebeproben lag fir die
meisten Messungen zwischen 0,99 und 0,85.

In wenigen Ausnahmen wurde nur ein Korrelationskoeffizient zwischen 0,6-0,7

erreicht, sodass in diesen Fallen keine Linearitdt mehr anzunehmen ist. Zusatzliche
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Referenzpunkte der Standardkurve sollten in diesen Fallen bei zukilinftigen
Messungen zu einer verbesserten linearen Korrelation fihren, da Schwankungen der
einzelnen Messungen besser ausgeglichen werden kdnnen. Dadurch kdnnen
Unterschiede der Quantifizierungsresultate zwischen den Replikaten verringert
werden.

Die Ergebnisse der Analysen wiesen im Allgemeinen eine gute Prazision auf. Die
relativen Standardabweichungen der Quantifizierungsergebnisse lagen weitestgehend
unter 25%, in 3 Fallen zwischen 25% und 40% und in lediglich 2 Fallen bei Uber
40%.

Die Standardabweichungen der Replikate kénnen ihren Ursprung bei Artefakten des
tryptischen Verdaus, der Peptid-Wiederfindung, Probenstabilitdt oder auch der
Markierungseffizienz haben [35]. Die erhdhten Standardabweichungen traten vor
allem bei den Proben auf, bei denen die Reportersignalintensitdten der endogenen
Peptide auBerhalb der Standardkurve lagen. Um dies zu verbessern, waren zwei
Wege mdglich. Das hier verwendete iTRAQ 4plex-Kit lieBe sich durch ein iTRAQ
8plex-Kit zu ersetzen, um eine 7-Punkt Kalibrierkurve zu generieren und einen
breiteren Konzentrationsbereich abzudecken.

Alternativ kdnnten mithilfe eines iTRAQ 8plex-Kits die Triplikate der verschiedenen
Verdauansatze je mit einem unterschiedlichen Markierungsreagenz versehen werden,
sodass alle Proben in einem Arbeitsgang prozessiert und gemessen werden kénnten.
Somit kénnte die Varianz der Replikate weiter reduziert werden.

Mithilfe des vorgestellten Ansatzes wurden Rezeptor-Proteinmengen im Bereich von
femto- bis pikomol Rezeptor pro Milligramm Gewebelysat in einem multiplexen
Ansatz bestimmt. Ausgehend von einer Gesamtproteinkonzentration von ca. 500 pg
pro Zellaquivalten [92] liegt das Verhaltnis von GPCR zu Gesamtprotein im Schnitt bei
etwa 1:20000. Verschiedenste Methoden zur Analyse von GPCRs sind in der Literatur
beschrieben. Fir die Charakterisierung der Serotonin Rezeptoren sind beispielsweise
genetische Studien, funktionelle Assays, Bindungsstudien zur Agonist- und
Antagonisten-Bindung, Positronen Emissionen Tomographie (PET) oder Histochemie
bekannt [58-61]. In diesen Studien wird die regulatorische Funktion der 5-HT

Rezeptoren in Nerven- und Herzgewebe beschrieben. Vor allem im Cortex wurden
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durch die Bindung eines markierten Rezeptoragonisten und anschlieBender PET-
Scan-Analyse hohe Expressionsniveaus bestimmt [93]. Im Gegensatz zu der hier
vorgestellten Methode zur Quantifizierung von GPCRs auf Proteinebene, ergeben
diese Methoden jedoch keine quantitativen Ergebnisse und zudem, in den meisten
Fallen, keine eindeutige Rezeptoridentifikation, wie sie durch die
Massenspektrometrie ermdglicht wird. In Ratten-Gewebeproben aus dem Cortex
wurden beispielsweise sehr hohe Konzentrationen des 5-HT 1B Rezeptors
nachgewiesen.

Flr den muskarinischen Acetylcholinrezeptor wurden Konzentrationen zwischen 1,4
pmol/mg Cortexgewebe und 5,1 pmol/mg Herzgewebe bestimmt. Erste Studien zur
Charakterisierung des muskarinischen Acetylcholin Rezeptors wurden 1985
beschrieben. Dazu wurden die Rezeptoren aus Schweinearterien und Herzgewebe
angereichert [94, 95]. Der Einfluss dieser Rezeptorfamilie auf die Herzschlagrate, das
Schlagvolumen und somit auf den Blutdruck ist gut beschrieben [62, 63, 94, 95].
Diese Studien stehen im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit, bei denen im
Vergleich zu anderen Geweben eine erhdhte Rezeptorkonzentration des mAChR M2
im Herz festgestellt wurde.

Als weiterer Rezeptor wurde der Oxitozin Rezeptor analysiert. Oxitozin ist ein
Neuropeptid des Zentralen Nervensystems und ein Neurohormon, Neurotransmitter
und Neuromodulator [65]. Die niedrigsten Konzentrationen der untersuchten
Rezeptoren wurden fir den Oxitozin Rezeptor bestimmt. Hier lagen die ermittelten
Konzentrationen zwischen 0,7 und 3,1 pmol/mg Gewebe. Dies entspricht weniger als
250.000 Rezeptorkopien pro Zelle und einem Verhaltnis von 1 Rezeptor pro 25000
Proteine in den untersuchten Geweben. Die Standardabweichungen der
Quantifizierung des Oxytozinrezeptors lagen zwischen 24,5 und 60.6%. Diese starken
Schwankungen kdnnen dadurch erklart werden, dass bei diesen Messungen die
meisten iTRAQ-Reportersignale unter dem Detektionslimit lagen. Quantitative
Aussagen lassen sich daher nicht treffen. Eine groBere Menge an Gewebelysat und
hohere Konzentrationen der Standardpeptide koénnten bei zukilinftigen Analysen

eingesetzt werden, um Signale tber dem unteren Quantifizierungslimit zu erzielen.
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In einem immuno-SRM Ansatz zeigten Schoenherr et al. einen Quantifizierungsansatz
von ,Epidermal Growth Factor Receptor 2" (HER2) und ,Estrogen Receptor" (ER) in
menschlichen Proben [96] und damit ebenfalls eine erfolgreiche Methode flir die
Quantifizierung von Membranrezeptoren. Dabei handelt es sich jedoch um sehr gut
charakterisierte Proteine mit groBen extrazelluldaren Domanen und nur einer
Transmembrandomane. Im Vergleich dazu sind GPCRs wesentlich tiefer in die
Membran eingebettet und prasentieren nur einen sehr geringen Anteil ihrer Struktur
nach auBen, sodass nur ein kleiner Teil des Proteins als Antikdrperbindungsstelle zur
Verfigung steht. Zudem weist der GroBteil des Rezeptors eine sehr hohe
Hydrophobizitat auf. Diese Eigenschaften erschweren die Analyse von GPCRs, was
erklart wieso bislang noch keine quantitativen Peptid- oder Protein-basierten Daten
dieser Rezeptorsuperfamilie vorlagen. Erst durch den tryptischen Verdau der
Rezeptoren und eine Peptid-spezifische Anreicherung konnte eine Quantifizierung
von GPCRs durchgefihrt werden. Durch die vorgestellte Methode wird eine
Quantifizierung von Transmembranproteinen ermdglicht, sodass auch solche Proteine
beispielsweise in einem GPCR-Atlas erfasst werden koénnen. Ein solches Projekt
kdnnte bereits vorhandene Daten, wie sie beispielsweise im Protein Atlas [97]
gesammelt sind, erweitern. Die gewonnenen Daten und Informationen kénnen durch
weitere Antikdrper und Analysen erganzt werden und so zur Erstellung eines GPCR-
Atlas beitragen. Ein solcher Atlas ware ein wertvolles Werkzeug, um potentielle
Wirkungs- und Nebenwirkungsorte von Medikamenten zu identifizieren. Zudem
kdnnte ein solches Projekt groBe Liicken in systembiologischen Modellen und
Signalweg-Analysen flllen. Wichtige Informationen Uber die Expressionsmengen
verschiedener G Protein-gekoppelter Rezeptoren, die bei der Entstehung
unterschiedlicher Krebsformen beteiligt sind, kbnnen gewonnen werden. Nicht zuletzt
kann diese Methode auch zur besseren Charakterisierung von Modellorganismen (von

Zellkultur- bis hin zu Tiermodellen) verwendet werden.
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6. Zusammenfassung

Die hohe physiologische Bedeutung und das daraus resultierende groBe Interesse
der pharmazeutischen Industrie an G Protein-gekoppelten Rezeptoren unterstreichen
den Bedarf an neuen geeigneten Methoden zur Analyse der gréBten Gruppe von
Membranrezeptoren. Immunoaffinitdts- und massenspektrometrie-basierte Ansatze
bieten flir eine quantitative Analyse von Membranproteinen viele Vorteile gegenliber
Standardmethoden der Proteinanalytik. Wie in dieser Arbeit exemplarisch anhand von
Western Blot Analysen gezeigt, sind bisher keine geeigneten Antikdrper zum
Nachweis von GPCRs verfligbar. Dies liegt an der Vielzahl von Isoformen, der hohen
Homologie und den Schwierigkeiten, die sich bei der klassischen Herstellung von
Antikdrpern gegen Transmembranproteine ergeben. Es wurde gezeigt, dass das TXP-
Konzept fir den Einsatz in der Analyse von G Protein-gekoppelten Rezeptoren sehr
gut geeignet ist. Bioinformatische Berechnungen zeigten, dass es theoretisch mdglich
ist, mit nur 11 TXP-Antikérpern im Menschen 155 Peptide flir eine
massenspektrometrische Analyse anzureichen. Mit den gleichen TXP-Antikdrpern
kdnnen aus Mausgewebe 263 und aus Rattengewebe 309 proteo-typische Peptide
angereichert werden. Die in dieser Arbeit generierten TXP-Antikbrper wurden in
Bindungsstudien und in funktionellen Test mit Hilfe eines kompetitiven
Immunoassays und mit massenspektrometrischen Analysen ausgiebig charakterisiert.
Das neue bioinformatische Werkzeug MATERICS wurde verwendet, um Epitope von
TXP-Antikdrpern nach Immunprazipitationen aus komplexen, enzymatisch verdauten
Proben zu charakterisieren. Nach der Charakterisierung wurden die Antikdrper
erfolgreich flr die qualitative und quantitative Analysen von vier GPCR-Proteinen in
drei verschieden Rattengeweben eingesetzt. In der vorgestellten Arbeit wurde eine
schnelle und sensitive Methode etabliert, welche die quantitative Analyse von G
Protein-gekoppelten Rezeptoren ermdglicht. Diese Methode bietet die Moglichkeit
akkurat und effizient Messungen zur Quantifizierung von Transmembranproteinen
durchzufiihren. In dieser Arbeit konnten zum ersten Mal G Protein-gekoppelte
Rezeptoren auf Peptidebene quantifiziert werden. Dabei wurden unterschiedliche

Protein-Expressionen in verschiedenen Gewebeproben nachgewiesen.
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7. Anhang

Mikrospharenbasierte Assays zur Charakterisierung weiterer TXP-Antikorper
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anti-YNLK
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anti-YNLK
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H-CGSGFSGR-NH2
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anti-TSLG
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anti -YFC(Cam)V
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anti-YFCV
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Abbildung 24

Polyklonale Kaninchenantikdrper wurden auf einer mikrosphdrenbasierten Plattform auf ihre Spezifitdt Uberprift. Dazu wurden kurze

Antikérper wurden durch einen PE-markierten Sekundérantikdrper im Luminex'™ -System detektiert. Die Signale sind angegeben in Mittlere

Aminosauresequenzen auf farbcodierte Polystyren-Mikrospharen gekoppelt und diese den Antikdrpern als Zielstrukturen angeboten. Gebundene
Fluoreszenz Intensitat (MFI).
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