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Zusammenfassung

Reversible Proteinphosphorylierung ist ein Schliisselprinzip der intrazelluldren Signaltransduk-
tion. Hiufig wird eine Anderung des Phosphorylierungsstatus als relative Anderung zu einem
Anfangsstatus angegeben. Hingegen bietet der Phosphorylierungsgrad eine wesentlich infor-
mativere Systembeschreibung und eine fundierte Grundlage fiir Modellrechnungen.

One-source-Peptid-/Phosphopeptidstandards wurden mit dem Ziel entwickelt, Phosphory-
lierungsgrade von Proteinen positionsspezifisch und mit hoher Genauigkeit zu bestimmen.
Kernpunkt der Methode ist die Erzeugung einer Mischung eines stabilisotopenmarkierten
Peptid/Phosphopeptid-Standardpaars, dessen stochiometrisches Verhéltnis exakt bekannt ist.
Dazu wird eine Losung des Phosphopeptidstandards in zwei identische Aliquots geteilt. Ein
Aliquot wird mit antarktischer Phosphatase dephosphoryliert, wihrend das andere Aliquot
unbehandelt bleibt. Die Phosphatase wird anschliefend durch kurzzeitiges Erhitzen irrever-
sibel inaktiviert und aus beiden Losungen eine volumetrisch definierte Mischung hergestellt.
Die Standardpaare wurden den immunprézipitierten und mittels SDS-Gelelektrophorese gerei-
nigten Zielproteinen auf der Stufe des Verdaus zugegeben und die Analysen mittels nano-Ultra-
Hochleistungsfliissigchromatographie-Tandemmassenspektrometrie durchgefiihrt. Bei Peptiden
mit zwei Phosphorylierungsstellen erlaubte die Einfiithrung mehrerer Isotopenmarkierungen ei-
ne individuelle Quantifizierung aller vier moglichen Formen. Zunéchst wurde die Methode an-
hand der Parameter Wiederfindung, Richtigkeit und Reproduzierbarkeit erfolgreich validiert.
Der relative Fehler bei der Analyse technischer Replikate betrug durchschnittlich weniger als
10 %, bei biologischen Replikaten hingegen 29 %. Der lineare Messbereich umfasste etwa
zwei Groflenordnungen, und die untere Bestimmungsgrenze fiir Phosphopeptide lag bei 10 bis
20 fmol.

Die Methode wurde auf die Phosphorylierungsgradbestimmung der Signalproteine STATG,
Aktl, ERK1 und ERK2 in verschiedenen Zellsystemen angewandt. Im Vordergrund stand
die Analyse der dualen ERK1/2-Phosphorylierung durch die MAPK-Kinase MEK. Die ERK-
Signalkaskade spielt eine zentrale Rolle in der Antwort von Zellen auf extrazelluldre Stimuli
wie Wachstumsfaktoren und Zytokine. Dennoch sind die Mechanismen der dynamischen ERK-
Aktivierung und —Deaktivierung in vivo nicht vollstindig verstanden. Mit Hilfe von one-source-
Standards wurden HGF- und IL6-induzierte ERK1/2-Phosphorylierungskinetiken in priméren
Maushepatozyten und der Tumorkeratinozyten-Zelllinie HaCaT A5 analysiert. Es wurden zwei
mathematische Modelle erstellt, die die quantitativen Daten basierend auf einem prozessiven
oder distributiven ERK-Aktivierungsmechanismus beschreiben. Wie die experimentelle Vali-
dierung ergab, war nur das distributive Modell in der Lage, erfolgreich die Zeitspanne bis zur
vollstdndigen Dephosphorylierung des totalen ERK1/2-Pools in Hepatozyten bei Hemmung
der MEK-Aktivitit vorauszusagen. Somit wurde erstmals ein zweistufiger, distributiver ERK-
Phosphorylierungsmechanismus in priméren Maushepatozyten nachgewiesen.







Abstract

Reversible protein phosphorylation is a key mechanism for intracellular signal transduction. In
most studies changes in the phosphorylation status of a protein are analyzed as relative changes
compared to an initial state. On the contrary, knowledge of the phosphorylation degree offers
a more informative system description and a valuable basis for mathematical modeling.

One-source peptide/phosphopeptide standards have been developed for highly accurate and
site-specific phosphorylation degree determination of proteins. The main feature of this method
is the generation of a mixture of a stable isotopically labeled peptide/phosphopeptide stan-
dard pair with exactly defined molar ratio. For preparation, a solution of the phosphopeptide
standard is divided into two identical aliquots. One aliquot is quantitatively dephosphorylated
by antarctic phosphatase while the other aliquot remains untreated. After incubation, ant-
arctic phosphatase is irreversibly inactivated by gentle heat-treatment, and phosphorylated
and dephosphorylated standards are combined at the desired volumetric ratio. Appropriate
amounts were spiked into target protein digests generated after immunoprecipitation and SDS
gel electrophoresis for purification. Analyses were performed by nano ultra performance liquid
chromatography combined with tandem mass spectrometry. If the target peptide contained
two phosphorylation sites, introduction of multiple isotopic labels allowed for the individual
quantification of all four possible species. Firstly, recovery, accuracy and reproducibility of the
method were successfully validated. For technical replicates the relative error was below 10 %
on average. On the contrary, analysis of biological replicates resulted in a relative error of 29 %.
Measurements were performed within a dynamic range of about two orders of magnitude and
with a minimal phosphopeptide concentration of 10 to 20 fmol.

The method was applied to phosphorylation degree determination of the signaling proteins
STATG6, Aktl, ERK1 and ERK2 isolated from different cell systems. The main goal was to
characterize the mechanism of dual ERK1/2 phosphorylation catalyzed by its upstream ki-
nase MEK. The ERK signaling cascade plays a major role in cellular responses to extracellular
stimuli like growth factors and cytokines. However, mechanisms of dynamic ERK activation
and deactivation in vivo are not fully understood. Using one-source standards HGF and IL6
induced ERK1/2 phosphorylation kinetics in primary mouse hepatocytes and the tumor ke-
ratinocyte cell line HaCaT A5 were measured. Two mathematical models were established
describing the experimental data on the basis of either a processive or distributive mecha-
nism of ERK activation. Experimental validation revealed that only the distributive model
was able to successfully predict the time span for complete dephosphorylation of the total
ERK1/2 pool in the hepatocytes upon MEK inhibition. Thus, for the first time it was de-
monstrated that ERK phosphorylation in primary mouse hepatocytes occurs via a two-step,
distributive mechanism.
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1.1. Proteinphosphorylierung

Reversible Phosphorylierung ist eine der wichtigsten posttranslationalen Modifikationen von
Proteinen (Cohen, 2002a). Sie ist an der Regulation von vielen essentiellen zelluldren Prozessen
wie Metabolismus, Wachstum, Apoptose, Zellteilung oder Differenzierung beteiligt (Manning
et al., 2002; Robinson et al., 2000) und reguliert auf molekularer Ebene unter anderem Protein-
konformation, Enzymaktivitat, Protein-Protein-Interaktionen, Proteinstabilitéit und Proteinlo-
kalisierung innerhalb der Zelle (Holmberg et al., 2002). In Sdugetierzellen sind schitzungsweise
ein Drittel aller Proteine zu einem bestimmten Zeitpunkt phosphoryliert (Cohen, 2001). In Eu-
karyoten erfolgt die Phosphorylierung hauptséchlich an den Seitenketten der Aminoséurereste
Serin (Ser), Threonin (Thr) und Tyrosin (Tyr) (Yan et al., 1998). Deutlich seltener und
chemisch instabil ist die Phosphorylierung von Cystein-, Arginin-, Lysin-, Asparaginséure-,
Glutaminsdure- und Histidinresten, wobei letztere vorwiegend in Prokaryoten auftritt (Raggia-
schi et al., 2005; Sickmann & Meyer, 2001). Die Ubertragung der Phosphatgruppe wird durch
Proteinkinasen unter Verwendung von ATP als Phosphatdonor katalysiert und kann durch
Phosphatasen wieder riickgéingig gemacht werden (Quintaje & Orchard, 2008). Eine globale
Analyse des Phosphoproteoms in HeLa-Zellen ergab eine Verteilung zwischen Serin-, Threonin-
und Tyrosinphosphorylierung von etwa 86:12:2 (Olsen et al., 2006), obwohl die Gesamtvertei-
lung dieser Aminoséuren durchschnittlich etwa 43:37:20 betrigt (http://chemistry.umeche.mai-
ne.edu/CHY431/Basics/Aminoacids.html). Der geringe Anteil der Tyrosinphosphorylierung
liegt zum einen an der hohen Anzahl Ser-/Thr-spezifischer Proteinkinasen: sie umfassen beim
Menschen 428 Typen im Vergleich zu nur 90 Tyrosinkinasen (Manning et al., 2002; Robinson
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1.2. Zellulédre Signaltransduktion

et al., 2000). Zum anderen wird die Phosphorylierung an Tyrosin, die eine wichtige Rolle in
zelluldren Signalkaskaden spielt, von Phosphatasen streng kontrolliert. Die meisten Proteine
besitzen mehrere unterschiedlich regulierte Phosphorylierungsstellen, so dass dasselbe Pro-
tein verschiedene Funktionen aufweisen kann (Olsen et al., 2006). Storungen des dynamischen
Gleichgewichts zwischen Kinasen und Phosphatasen fithren zu abnormen Phosphorylierungser-
eignissen bzw. starken Verschiebungen von Phosphorylierungsgraden und sind damit Ursache
oder Konsequenz vieler menschlicher Krankheiten, unter anderem Krebs, Diabetes und Alz-
heimer (Blume-Jensen & Hunter, 2001; Cohen, 2001; Lin & Saitoh, 1995).

1.2. Zellulare Signaltransduktion

Unter zelluldrer Signaltransduktion versteht man den molekularen Mechanismus, durch den
Zellen extrazelluldre Signale in eine intrazellulire Antwort umwandeln und anschliefend das
Signal intrazelluldr weiterprozessieren. Diese Signalkette startet zum Beispiel durch Bindung
eines Liganden an die extrazellulire Doméne einer membrangebundenen Rezeptortyrosinkina-
se (RTK). Dies fiihrt zur Rezeptor-Dimerisierung, die wiederum zur Folge hat, dass sich die
intrazelluldren Doménen der RTK gegeseitig phosphorylieren. Dadurch entstehen an der intra-
zelluldren Rezeptordoméne neue Andockstellen, z.B. fiir Kinasen, Phosphatasen oder Adapter-
proteine (Lemmon & Schlessinger, 2010). Die Signaltransduktion beinhaltet in der Regel eine
Vielzahl von Protein-Protein-Interaktionen und enzymatischen Reaktionen, z.B. Phosphory-
lierung. Oft geschehen die Phosphorylierungsreaktionen in Serie, in der eine Kinase die néchste
aktiviert. Solche Kinasekaskaden dienen vor allem der schnellen Amplifizierung von Signalen
und der Kommunikation mit anderen Signaltransduktionswegen. Diese sind daher nicht als
lineare Wege, sondern als komplexe Netzwerke miteinander interagierender Proteine zu verste-
hen (Jordan et al., 2000). Am Ende der Signalkaskaden stehen verschiedene Effektormolekiile,
die in allen Zellkompartimenten lokalisiert sein kénnen (Dengjel et al., 2009). Das funktionelle
Ergebnis einer Signaltransduktionskette ist meist die Regulation der Proteinsynthese, wobei
die Genexpression aktiviert oder supprimiert werden kann.

Signaltransduktionswege sind an allen Aspekten des zelluldren Lebens, wie z.B. Zellteilung,
Zellbewegung, Wachstum oder Apoptose, beteiligt (Dengjel et al., 2009). Eine Dysregulation
steht oft in Zusammenhang mit Krankheiten wie Krebs (Cohen, 2001). Krebszellen zeich-
nen sich gegeniiber gesunden Zellen unter anderem durch die Unempfindlichkeit gegeniiber
Antiwachstumssignalen, durch Vermeidung von Apoptose und durch eine unbegrenzte Tei-
lungsfihigkeit aus (Hanahan & Weinberg, 2000).

1.3. MAPK/ERK-Signalkaskade

Die MAPK (mitogen-activated protein kinase)/ERK (extracellular signal-requlated kinase)-
Signalkaskade ist ein in eukaryotischen Zellen konservierter Signaltransduktionsweg (Widmann
et al., 1999), der durch Membranrezeptoren wie RTK und Zytokinrezeptoren als Reaktion auf
Wachstumsfaktoren und Zytokine aktiviert wird (Platanias, 2003). Die extrazelluldren Stimuli
werden von den Rezeptoren zu zytosolischen und nuklearen Zielproteinen weitergeleitet und
fiihren zu einer Vielzahl von zelluliren Antworten, z.B. Proliferation, Differenzierung und
Uberleben (Chang & Karin, 2001; Marshall, 1995).

Abhéngig vom Stimulus variieren die beteiligten Interaktionspartner. Im Fall der Aktivie-
rung einer RTK (Abb. 1.1 links auf Seite 14) beinhaltet der Signalweg spezifische Adapterpro-
teine (z.B. She (Sre homology 2 domain-containing transforming protein), Grb2 (growth fac-
tor receptor-bound protein 2)), die den Rezeptor mit dem Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor
SOS (son of sevenless) verbinden. Dieser leitet das Signal zu der kleinen membrangebundenen
GTPase Ras weiter, indem er deren Umsetzung von der inaktiven GDP-gebundenen Form
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1. Einleitung

zur aktiven GTP-Form katalysiert. Ras-GTP aktiviert den konservierten Kern des MAPK-
Signalwegs, der aus einer dreistufigen Kaskade besteht. In der ersten Stufe aktiviert die MAPK-
Kinase-Kinase Raf die MAPK-Kinase MEK (MAPK/ERK kinase) der zweiten Stufe durch
duale Phosphorylierung zweier Serinreste (Alessi et al., 1994). MEK phosphoryliert seinerseits
die MAPK ERK der dritten Stufe an den benachbarten Threonin- und Tyrosinresten inner-
halb eines konservierten TEY-Motivs im aktiven Zentrum (Anderson et al., 1990; Crews et al.,
1992). ERK ist eine Serin-/Threoninkinase, die nur im doppelt phosphorylierten Zustand aktiv
ist (Anderson et al., 1990) und eine Vielzahl von spezifischen zelluldren Substraten, darunter
Transkriptionsfaktoren, zytoplasmatische Enzyme und Zytoskelettproteine, phosphorylieren
kann. Insgesamt sind mehr als 160 verschiedene ERK-Substrate bekannt (Yoon & Seger, 2006).

Growth factor

Receptor
POCOOOOOOO00C00

Transcription

Abbildung 1.1.: Schematische Darstellung der Liganden-induzierten ERK-Aktivierung vermittelt
iiber eine RTK (links) (aus Kim & Bar-Sagi, 2004) oder iiber den IL6-Zytokinrezeptor
(rechts) (modifiziert aus Taub, 2004). Die Rezeptoren sind durch verschiedene Adap-
terproteine, z.B. Grb2 und SHP2, {iber die Proteine SOS und Ras mit dem konser-
vierten Kern des MAPK-Signalwegs verbunden. Gestrichelte Pfeile: Phosphorylie-
rungsreaktionen. Fiir Details siehe Text.

Im Fall der Zytokinrezeptor-vermittelten ERK-Aktivierung durch Interleukin 6 (IL6) bindet
dieses an die a-Untereinheit des Zytokinrezeptors (IL6Ra) und induziert so die Rekrutie-
rung der signalweiterleitenden Rezeptorkomponenten gpl30 sowie deren Homodimerisierung
(Abb. 1.1 rechts) (Murakami et al., 1993). Dies fiihrt zur Autophosphorylierung und somit
Aktivierung der mit gpl30 assoziierten Tyrosinkinasen JAK (Janus kinase) 1, JAK2 und
TYK2 (non-receptor tyrosine-protein kinase) (Lutticken et al., 1994; Narazaki et al., 1994;
Stahl et al., 1994), die auch den zytoplasmatischen Teil von gp130 phosphorylieren. Somit
werden neue Andockstellen fiir Signalproteine mit SH2 (Src homology 2)-Doméne, z.B. STAT
(signal transducer and activator of transcription)-Proteine (Gerhartz et al., 1996; Stahl et al.,
1995) und Phosphotyrosinphosphatase SHP2 (SH2 domain-containing tyrosine phosphatase),
erzeugt. Letztere fungiert als Adapterprotein, das die MAPK-Signalkaskade iiber Grb2 akti-
viert (Heinrich et al., 1998; Lehmann et al., 2003).

Die physiologische Zellantwort der MAPK-Signalkaskade wird unter anderem durch die
Stérke und Dauer der Kinaseaktivitdt (Marshall, 1995; Stork, 2002) sowie durch deren Ver-
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teilung zwischen verschiedenen Zellkompartimenten (Ebisuya et al., 2005) bestimmt. An der
Regulation der MAPK-Kaskade sind zahlreiche positive und negative Feedback-Mechanismen
beteiligt (zusammengefasst in Kholodenko et al., 2010; Kolch et al., 2005; Ramos, 2008). Bei-
spielsweise kann aktiviertes ERK MEK an Thr292 phosphorylieren, wodurch die MEK-ERK-
Komplexbildung und damit die Aktivierung von ERK reduziert wird (Eblen et al., 2004).
Demgegeniiber fiihrt die Phosphorylierung des Raf-Inhibitorproteins RKIP (Raf kinase inhi-
bitor protein) durch ERK zur Dissoziation des RKIP-Raf-Komplexes und so zur Aktivierung
von MEK (Cho et al., 2003; Yeung et al., 1999). Zu den dualen spezifischen Phosphatasen, die
die MAPK/ERK-Signalkaskade herunterregulieren, gehéren MKP-3 (mitogen-activated protein
kinase phosphatase 3) zur Dephosphorylierung von zytoplasmatischem (Muda et al., 1996) und
MKP-1/2 zur Dephosphorylierung von nuklearem ERK (Volmat et al., 2001). Die Dephospho-
rylierung an einem der beiden Aminosiurereste reicht zur Inaktivierung aus (Anderson et al.,
1990).

Die MAPK/ERK-Signalkaskade ist bei vielen menschlichen Krebsarten iiberaktiviert (Hilger
et al., 2002; Platanias, 2003; Roberts & Der, 2007) und daher ein potentieller Angriffspunkt
zielgerichteter Therapien (zusammengefasst in Roberts & Der, 2007). Neben ERK gehoren
JNK (c-Jun NH2-terminal kinase) und p38 zu den wichtigsten Mitgliedern der MAPK-Familie.
Diese spielen eine bedeutende Rolle in der zelluldren Stressantwort (Pearson et al., 2001).

1.4. Prozessiver und distributiver Phosphorylierungsmechanismus

Die Aktivierung von ERK erfolgt {iber eine duale Phosphorylierung der benachbarten Threonin-
und Tyrosinreste durch die MAPK-Kinase MEK. Dies kann iiber einen prozessiven oder einen
distributiven Mechanismus ablaufen.

Bei einem prozessiven Ablauf (Abb. 1.2A auf Seite 16) bindet ein einzelnes MEK-Molekiil
an ERK, katalysiert die Phosphorylierung an beiden Positionen und entlésst aktiviertes ERK
anschliefend wieder. Bei diesem Mechanismus wird die Geschwindigkeit der ERK-Aktivierung
hauptséchlich durch die Dauer der Komplexbildung bestimmt, denn die Phosphorylierungs-
reaktionen ereignen sich relativ schnell (Burack & Sturgill, 1997). Ein prozessiver Mechanis-
mus fithrt zur schnellen Signalweiterleitung, da die zeitlimitierende Bildung des MEK-ERK-
Komplexes nur einmal stattfinden muss.

Bei einem distributiven Mechanismus (Abb. 1.2B auf Seite 16) bindet MEK an ERK, phos-
phoryliert einen der beiden Aminoséurereste und entléisst ERK anschlieend wieder. Somit er-
fordert jeder Phosphorylierungsschritt eine separate Bildung des Kinase-Substrat-Komplexes
(Patwardhan & Miller, 2007). Ein distributiver Mechanismus zeichnet sich durch das Auftre-
ten von partiell phosphorylierten Intermediaten aus (Ferrell & Bhatt, 1997). Fiir die Akti-
vierungsrate von ERK ist die Konzentration von aktivem MEK bei einem distributiven Me-
chanismus wichtiger als bei einem prozessiven. Daraus resultieren eine groflere Sensitivitét
gegeniiber kleinen Anderungen und eine effizientere Signalamplifizierung (Huang & Ferrell,
1996). Zudem erschwert die Notwendigkeit der zweifachen Komplexbildung eine unspezifische
ERK-Aktivierung (Ubersax & Ferrell, 2007).

In wvitro-Untersuchungen zeigen, dass die Phosphorylierung von ERK in einer distributi-
ven Weise erfolgt (Burack & Sturgill, 1997; Ferrell & Bhatt, 1997). Allerdings konnten in
vivo Geriistproteine den MEK-ERK-Komplex stabilisieren und damit zur prozessiven ERK-
Aktivierung fiithren (Burack & Sturgill, 1997; Levchenko et al., 2000). Eine Studie an priméren
Saugetierzellen ergab, dass der distributive Mechanismus auch in vivo giiltig ist (Schilling
et al., 2009). Desweiteren wurde gezeigt, dass auch die Dephosphorylierung von ERK in einer
distributiven Weise erfolgt (Zhao & Zhang, 2001).

Prozessive und distributive Mechanismen koénnen als zwei Extremmodelle angesehen wer-
den. Der reale Ablauf ist auch als Ubergangsform zwischen beiden Modellreaktionen denkbar.
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Abbildung 1.2.: Mechanismen der dualen ERK-Phosphorylierung durch die MAPK-Kinase MEK. Bei
einem prozessiven Mechanismus wird der MEK-ERK-Komplex nur einmal gebildet,
um ERK zu aktivieren (A). Im Gegensatz dazu lost sich bei einem distributiven
Mechanismus der MEK-ERK-Komplex nach jedem Phosphorylierungsschritt wieder
auf, so dass die ERK-Aktivierung zwei separate Komplexbildungen erfordert (B).

Dabei wird der Grad der Prozessivitdt vom Zeitverhéltnis zwischen Enzymdissoziation und
katalytischer Reaktion bestimmt (Bambara et al., 1995; Burack & Sturgill, 1997).

1.5. Reihenfolge der dualen ERK-Phosphorylierung und
—Dephosphorylierung

Die Reihenfolge, in der der Threonin- und Tyrosinrest prozessiert wird, bestimmt die Anzahl
der moglichen Phosphorylierungsformen. Theoretisch kénnen beide Phosphorylierungsstellen
unabhéngig voneinander oder sequenziell in einer strengen Reihenfolge phosphoryliert werden
(Salazar & Hofer, 2007). Wenn sich sowohl Phosphorylierung als auch Dephosphorylierung
nacheinander in einer bestimmten Reihenfolge ereignen, fiithrt dies zu einer strikt sequenziellen
oder zyklischen Phosphorylierungsprozessierung. Dies hdngt davon ab, ob die Stelle, die zuletzt
phosphoryliert wird, die erste oder letzte Stelle der Dephosphorylierung ist (Abb. 1.3A, B auf
Seite 17). Alternativ kann eine Stelle unabhéngig vom Phosphorylierungsstatus der zweiten
Stelle modifiziert werden, wodurch die Reihenfolge von Phosphorylierung und Dephosphory-
lierung zufillig ist (Abb. 1.3C). Die genannten Mechanismen unterscheiden sich in der Anzahl
der moglichen Phosphorylierungszustéinde. Fiir zwei Phosphorylierungsstellen sind bei einem
strikt sequenziellen Mechanismus drei Zusténde und bei einem zyklischen oder zufélligen Me-
chanismus vier Zustédnde moglich.

Fiir ERK ist eine Kombination aus zufélligem und sequenziellem Mechanismus denkbar. In
vitro-Studien deuten darauf hin, dass die Phosphorylierung von Threonin und Tyrosin zufillig,
die Dephosphorylierung hingegen sequenziell ablauft (Burack & Sturgill, 1997; Ferrell & Bhatt,
1997; Zhao & Zhang, 2001). In vivo-Experimente indizieren eine distributive Phosphorylierung
mit Tyrosin-phosphoryliertem ERK als Intermediat (Schilling et al., 2009). Zhao und Zhang
wiesen ¢n vitro einen distributiven Dephosphorylierungsmechanismus nach, bei dem doppelt
phosphoryliertes ERK zuerst am Tyrosinrest dephosphoryliert wird (Zhao & Zhang, 2001).
Jedoch konnte sich die in vivo-Situation grundlegend von der Beobachtung in vitro unterschei-
den.
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Abbildung 1.3.: Reihenfolge der Prozessierung von zwei Phosphorylierungsstellen. Die Phosphory-
lierungsstellen konnen in einer strikten Reihenfolge modifiziert werden, wobei die
letzte Seite, die phosphoryliert wird, die erste (A) oder letzte (B) Seite sein kann,
die dephosphoryliert wird. Alternativ konnen beide Seiten unabhéngig voneinander
modifiziert werden (C)(angepasst aus Salazar & Hofer, 2007).

1.6. Funktionelle Unterschiede der Isoformen ERK1/2

In den Zellen von Sdugetieren wird ERK in zwei Isoformen exprimiert: ERK1 (44 kDa) und
ERK2 (42 kDa). Beim Menschen sind beide Sequenzen zu 84 % identisch (Lefloch et al.,
2009). Die Position des konservierten TEY-Aktivierungsmotivs ist zwischen den Isoformen
leicht verschoben; sie variiert aulerdem zwischen verschiedenen Organismen: wahrend mensch-
liches ERK1 und ERK2 an Thr202/Tyr204 und Thr185/Tyr187 phosphoryliert wird, sind es
bei murinem ERK1 und ERK2 die Positionen Thr203/Tyr205 und Thr183/Tyr185. Beide Iso-
formen teilen dieselben Aktivatoren und Substrate und zeigen in der Zelle dhnliche spezifische
Aktivitdten (Lefloch et al., 2009). Dennoch gibt es auch Anzeichen fiir isoformspezifische Funk-
tionen: ERK2-Knockout-M#use sterben wihrend der embryonalen Entwicklung (Saba-El-Leil
et al., 2003), ERK1-Knockout-M&use sind hingegen lebensféhig (Nekrasova et al., 2005; Pages
et al., 1999). Weiterhin wurden kiirzlich spezifische Effekte von ERK1 und ERK2 in priméren
Erythroid-Progenitorzellen demonstriert. Die Proliferation dieser Zellen wird ab einem be-
stimmten Aktivierungsstatus durch ERK1 verhindert, durch ERK2 hingegen stimuliert (Schil-
ling et al., 2009). In den meisten Fillen ist die individuelle Rolle der beiden ERK-Isoformen
jedoch unbekannt.

1.7. Systembiologie

Der einfache Aufbau der MAPK-Signalkaskade steht in Kontrast zu der Regulation einer Viel-
zahl von elementaren zelluldren Funktionen. Die Spezifitéit der biologischen Zellantwort wird
durch folgende Faktoren bestimmt: die Aktivierungskinetik der Signalkaskade, positive und
negative Feedbackmechanismen, Geriistproteine, intrazellulire Kompartimentalisierung und
Kommunikation mit anderen Signaltransduktionswegen (Kolch et al., 2005).

Die Systembiologie hat das Ziel, das komplexe Verhalten eines biologischen Systems durch
mathematische Modellierung zu entschliisseln und voraussagbar zu machen (Kolch et al., 2005).
Fin biologisches System kann dabei vieles sein: ein einfacher biochemischer Reaktionszyklus, ein
Genregulationsnetzwerk, ein Signaltransduktionsweg, eine Zelle, ein Gewebe oder ein ganzer
Organismus (Orton et al., 2005). Zur Klidrung von biologischen Fragen muss das Modell das
definierte System genau beschreiben und sein Verhalten vorhersagen konnen (Kolch et al.,
2005; Orton et al., 2005). Systembiologische Modellierungsansitze konnen in zwei Kategorien
unterteilt werden: Top-down und Bottom-up (Bruggeman & Westerhoff, 2007; Palsson, 2002;
Stark et al., 2003).

Beim Top-down-Ansatz werden molekulare Interaktionsnetzwerke auf der Grundlage von
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korreliertem molekularen Verhalten identifiziert. Die erforderlichen quantitativen Daten wer-
den in Hochdurchsatz-Studien erzeugt. Dieser Ansatz wird meist bei zelluldren Systemen ange-
wandt, deren mechanistische Details bislang wenig charakterisiert sind. Das vorrangige Ziel ist
die Identifizierung von unbekannten Interaktionen; molekulare Mechanismen werden hingegen
selten oder gar nicht beleuchtet (Bruggeman & Westerhoff, 2007).

Im Unterschied zum Top-down-Ansatz untersucht die Bottom-up-Stragegie Systeme, deren
mechanistische Details bereits zu einem hohen Grad charakterisiert sind. Thr Ziel ist die Be-
schreibung von Mechanismen, durch die funktionale Eigenschaften aus der Interaktion von be-
kannten Komponenten hervorgehen (Bruggeman & Westerhoff, 2007). Mechanistische Modelle
erlauben das Verhalten eines biologischen Systems zeitlich vorherzusagen. Um ein moglichst
umfassendes Bild zu erhalten, sollten Top-down- und Bottom-up-Anséitze parallel angewandt
werden (van Riel, 2006).

Biologisches Wissen
Widersprichliche
Sachverhalte

Design von Generierung
neuen von
Experimenten quantitativen

Daten
Experimentelle Mathematische
Validierung Modellierung
Vorhersagen

Abbildung 1.4.: Iterativer Zyklus zur Erstellung und Weiterentwicklung von mathematischen Model-
len in der Systembiologie. In enger Zusammenarbeit zwischen Experimentatoren und
Modellierern werden offene biologische Fragen in einem iterativen Zyklus adressiert.
Dieser umfasst die Erzeugung von quantitativen Daten, mathematische Modellie-
rung, n silico-Vorhersagen, experimentelle Validierung und das Design von neuen
Experimenten (modifiziert aus Kitano, 2002b).

Abb. 1.4 zeigt den iterativen Zyklus zur Erstellung und Weiterentwicklung eines Bottom-
up-Modells. Ausgangspunkt ist das gegenwértige biologische Wissen. Ein Hypothese-basiertes
experimentelles Design wird genutzt, um quantitative Daten zu erzeugen (Andrews & Arkin,
2006; Maiwald et al., 2007). Auf deren Grundlage wird ein mathematisches Modell erstellt,
das das beobachtete Verhalten beschreibt. Mit Hilfe des Modells werden Hypothesen iiber das
Systemverhalten unter verschiedenen Bedingungen formuliert und durch neue Experimente
validiert. Der Zyklus wird iterativ wiederholt, bis der Validierungsschritt als zufriedenstellend
betrachtet wird. Der Erfolg dieser Vorgehensweise wurde bereits in einigen Studien bewiesen
(Becker et al., 2010; Schilling et al., 2009; Swameye et al., 2003).

Am hiufigsten werden biologische Systeme auf der Grundlage von gewdhnlichen Differen-
zialgleichungen (ODE) modelliert. Eine ODE beschreibt die Konzentrationsdnderung einer
individuellen Proteinspezies iiber die Zeit. Es existieren zahlreiche ODE-basierte Modelle, die
den Kern der ERK-Kaskade hinsichtlich verschiedener biologischer Verhaltensaspekte unter-
suchen (zusammengefasst in Orton et al., 2005). Die meisten Parameter wurden allerdings aus
in vitro-Experimenten abgeleitet (Fujioka et al., 2006). Bislang gibt es nur wenig Modelle, die
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auf zeitaufgelosten quantitativen Daten aus in vivo-Studien beruhen (z.B. Birtwistle et al.,
2007; Fujioka et al., 2006; Schilling et al., 2009; Shankaran et al., 2009).

Durch die Beleuchtung von intrazelluldren Signaltransduktionsmechanismen eréffnet die Sy-
stembiologie neue Perspektiven: Sie unterstiitzt die Parameterwahl bei quantitativen Experi-
menten und reduziert die Anzahl biologischer Versuche (Kolch et al., 2005). Mathematische
Modelle koénnen dazu beitragen, komplexe Krankheiten wie Krebs besser zu verstehen. Letzt-
endlich kénnten durch Sensitivitdtsanalysen, die die Identifizierung der sensitivsten Reaktionen
ermoglichen, zielgerichtete Therapien entwickelt werden (Dengjel et al., 2009; Kitano, 2002a).

1.8. Klassische biochemische Methoden zur Quantifizierung von
Proteinphosphorylierung

Fiir die Entwicklung von genauen quantitativen Modellen sind experimentelle Daten beziiglich
Intensitét, Zeitpunkt und Dauer von Schliissel-Phosphorylierungsereignissen in Signalwegen
essentiell (Salazar & Hofer, 2009). Um die Phosphorylierungsdynamik der beteiligten Inter-
aktionspartner zu analysieren, werden oft biochemische Methoden wie quantitatives Immuno-
blotting (Schilling et al., 2005; Shankaran et al., 2009), quantitative Proteinmicroarrays (Chan
et al., 2004; Gembitsky et al., 2004; Korf et al., 2008; Lobke et al., 2008) oder Durchflusszyto-
metrie (Krutzik et al., 2004; Krutzik & Nolan, 2003; Santos et al., 2007) angewandt. Viele der
klassischen biochemischen Methoden héngen von der Verfiigbarkeit rekombinanter Kalibrator-
proteine und spezifischer Antikérper ab. Da die Sensitivitéit von antikérperbasierten Methoden
sehr hoch ist, sind diese optimal, wenn nur eine limitierte Probenmenge zur Verfiigung steht.
Kritisch ist hingegen die Spezifitdt der Antikorper (Michaud et al., 2003).

Ein élteres Verfahren zur Quantifizierung von Proteinphosphorylierung ist die in vitro- oder
in vivo-Markierung von Proteinen mit radioaktivem 32P-Orthophosphat gefolgt von gelelek-
trophoretischer Trennung und Visualisierung mittels Autoradiographie (z.B. Hathaway & Hae-
berle, 1985; Sun et al., 1998). Eine zweifache Radioisotopen-Markierung mit 2P fiir die Phos-
phatgruppe und 3°S oder 'C fiir das Proteinriickgrat wurde zur Bestimmung des Phosphory-
lierungsgrads in vivo angewandt (Cooper, 1991). Allerdings ist die Genauigkeit dieses Ansatzes
aufgrund der unvollstindigen Markierung fragwiirdig (Sefton, 1991).

1.9. Quantifizierung von Proteinphosphorylierung mittels
Massenspektrometrie

1.9.1. Warum Massenspektrometrie?

In den letzten Jahren hat sich die Massenspektrometrie (MS) zu einer der wichtigsten Tech-
niken in der Analyse von intrazelluldren Signaltransduktionswegen entwickelt. Eine besondere
Rolle spielt die Untersuchung der Proteinphosphorylierungsdynamik, da sie wichtige Einblicke
in das Zusammenspiel von Kinasen, Phosphatasen und ihren Substraten gewéhrt (Olsen et al.,
2006).

Die Massenspektrometrie bietet gegeniiber den klassischen biochemischen Methoden einige
Vorteile. Der Hauptvorteil ist die hohe Selektivitéit, die eine eindeutige Identifizierung von
Proteinen und ihrer Phosphorylierungsstellen auch in komplexen biologischen Proben erlaubt.
Die Selektivitéit wird durch die genauen Massen der Analytpeptide im MS-Spektrum sowie
ihrer spezifischen Fragmentionen im MS/MS-Spektrum gewihrleistet. Zudem werden keine
positionsspezifischen Antikorper bendtigt. Antikorper sind nur fiir ausgewéihlte, gut charakte-
risierte Proteine — meist Sdugetierproteine — kommerziell erhéltlich. Die Entwicklung von An-
tikorpern mit der gewiinschten Spezifitidt und Affinitdt kann zeit- und kostenaufwendig sein.
Hingegen kann die Massenspektrometrie genutzt werden, um neue Phosphorylierungsstellen zu
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analysieren und ihre biologische Funktion zu entschliisseln. Zahlreiche Methoden zur relativen
und absoluten Quantifizierung ermdoglichen die Erzeugung von genauen quantitativen Daten
mit einem relativen Fehler von ca. 10 % bis 30 % (Mayya et al., 2006; Melanson et al., 2006;
Wu et al., 2006). Im Fall von absoluter Quantifizierung kénnen Daten verschiedener Laborato-
rien direkt miteinander verglichen werden. Bei relativer Quantifizierung sind keine speziellen
Vorkenntnisse iiber das zu untersuchende System erforderlich.

Ein Nachteil der Massenspektrometrie ist die relativ hohe Probenmenge, die zur Analyse
von Proteinphosphorylierung benétig wird. Bei Proben, die nur in limitierter Menge verfiigbar
sind, z.B. murine Primérzellen, kann die Massenspektrometrie als Erginzung zu klassischen
biochemischen Methoden sowie zu deren Validierung angewandt werden. Andererseits fiihrte
die instrumentelle Weiterentwicklung der Massenspektrometrie-Systeme bislang zu standig ver-
besserten Nachweisgrenzen. Es wird erwartet, dass diese Entwicklung noch nicht abgeschlossen
ist.

1.9.2. Relative Quantifizierungsmethoden

Relative Quantifizierung bedeutet, dass die Proteinmenge in einer Probe relativ zur Menge
derselben Proteine in einer oder mehreren anderen Proben quantifiziert wird (Miyagi & Rao,
2007). Relative Methoden werden meist zur simultanen Quantifizierung vieler unbekannter
Proteine oder ihrer posttranslationalen Modifikationen eingesetzt. Alle Methoden, aufler der
markierungsfreien, basieren auf der Einfiihrung von leichten (1H, '2C, 14N, 60) oder schweren
(2H, 13C, 1PN, Q) stabilen Isotopen auf Protein- oder Peptidebene. Um methodische Varia-
tionen zu minimieren, werden die Proben unmittelbar nach der Isotopenmarkierung vereinigt,
gemeinsam aufgearbeitet und analysiert. Die leicht und schwer markierten Peptidanaloga ver-
halten sich bei jedem Probenaufarbeitungsschritt gleich, unterscheiden sich aber im Spektrum
durch eine charakteristische Massenverschiebung. Die Signalintensitéten sind proportional zu
den Héufigkeiten der Peptide in den verschiedenen Proben.

Es gibt zwei Klassen von relativen Quantifizierungsmethoden: Stabilisotopenmarkierung von
Proteinen durch metabolische Markierung in vivo und chemische oder enzymatische Stabil-
isotopenmarkierung von Proteinen oder Peptiden in wvitro. Fiir die positionsspezifische Quan-
tifizierung von Phosphoproteinen eignen sich nur solche Methoden, bei denen alle proteolyti-
schen Peptide eines Proteins markiert werden. Das am héaufigsten eingesetzte Verfahren der
ersten Klasse ist SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell culture) (Ong et al.,
2002), bei dem Zellen in einem N&hrmedium kultiviert werden, das entweder die leicht oder
schwer markierte Form einer oder mehrerer Aminosiuren (meist Arginin und Lysin) enthélt.
Durch Einbau der Aminoséduren in vivo werden alle neu synthetisierten Proteine markiert. Die
Kultivierung von Zellen in Medien mit drei verschiedenen Isotopenvarianten erlaubt die pa-
rallele Quantifizierung von drei Proben gleichzeitig (Blagoev & Mann, 2006). Ein wesentlicher
Vorteil von SILAC ist, dass die Proben schon zum frithestméglichen Zeitpunkt auf Zellebe-
ne vereint werden koénnen und alle Aufarbeitungsschritte gemeinsam erfolgen. Nachteile des
SILAC-Verfahrens sind die hohen Kosten und die limitierte Anwendbarkeit auf Zellen, die in
isotopenmarkierten Nahrmedien kultiviert werden konnen.

Zur Klasse der chemischen Markierungmethoden gehéren unter anderem iTRAQ (isobaric
tag for relative and absolute quantitation) (Ross et al., 2004), Methylveresterung (Goodlett
et al., 2001; He et al., 2004) und Dimethylierung (Hsu et al., 2003). Bei diesen Verfahren wer-
den freie Amino- oder Carboxylgruppen von Peptiden mit der leichten oder schweren Form
eines Reagenzes markiert. Die Quantifizierung erfolgt durch Signalhthenvergleich der Pepti-
de im MS-Spektrum oder im Fall von iTRAQ durch spezifische Reporterionen im unteren
Massenbereich des MS/MS-Spektrums. Auf diese Weise kénnen bis zu acht Proben parallel
quantifiziert werden (Choe et al., 2007). Alternativ konnen die C-Termini von Peptiden durch
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Einbau von 0O-Atomen aus Wasser mittels einer enzymatischen Austauschreaktion markiert
werden. Die Reaktion wird durch Trypsin wiahrend oder nach der proteolytischen Spaltung
katalysiert. Je nachdem, ob ein oder zwei '¥0O-Atome eingebaut werden, resultiert ein Massen-
unterschied von 2 Da oder 4 Da zwischen unmarkierten und markierten Peptiden (Schnolzer
et al., 1996; Stewart et al., 2001).

Chemische und enzymatische Markierungsmethoden auf Peptidebene kénnen auf alle Arten
von Proben angewandt werden. Fin Nachteil dieser Verfahren ist die spéte Vereinigung von
leicht und schwer markierten Peptiden nach dem Proteinverdau. Hierbei spielt die Reproduzier-
barkeit des Verdaus eine kritische Rolle. Im Fall der Stabilisotopenmarkierung mit Deuterium
wird zudem eine geringe Retentionszeitverschiebung zwischen deuterierten und wasserstoff-
haltigen Peptidanaloga bei der Umkehrphasen-Chromatographie beobachtet (Zhang et al.,
2002a). Bei der enzymatischen Markierung mit O kénnen Trypsinaktivitit oder ein saurer
pH-Wert zum Riicktausch von O gegen 0 nach Vereinigung der Proben fiithren und so die
Quantifizierung beeintrachtigen.

Bislang wurden verschiedene Strategien zur markierungsfreien Proteinquantifizierung vor-
geschlagen (Ong & Mann, 2005). Diese basieren entweder auf der Integration der Fliche im
extrahierten Ionenchromatogramm (Cao et al., 2007; Cutillas et al., 2005) oder auf der Anzahl
der fiir jedes Peptid oder Protein aufgenommenen Spektren (Ishihama et al., 2005; Rikova
et al., 2007). Im Vergleich zu Methoden, die auf Isotopenmarkierung basieren, sind markie-
rungsfreie Methoden zwar deutlich giinstiger und weniger aufwendig, aber auch weniger genau
(Nita-Lazar et al., 2008).

1.9.3. Absolute Quantifizierungsmethoden

Proteine und Phosphoproteine kénnen durch Verwendung synthetischer stabilisotopenmar-
kierter Peptide, die in bekannter Konzentration dem Proteinverdau zugegeben werden, auch
absolut quantifiziert werden (Gerber et al., 2003; Kirkpatrick et al., 2005). Dies erfordert Vor-
kenntnisse iiber die zu untersuchenden Proteine und die Synthese eines isotopenmarkierten
Standards fiir jedes Zielpeptid. Jede Probe wird separat analysiert. Die Quantifizierung erfolgt
durch Vergleich der Signalh6hen von Analyt- und Standardpeptiden. Die Verwendung von
absolut quantifizierten Peptiden als interne Standards wurde erstmals als AQUA (absolute
quantification)-Strategie bekannt. Dabei erfolgt die absolute Quantifizierung der Standard-
peptide nach Totalhydrolyse iiber die Aminoséureanalytik. Da Verunreinigungen die Quantifi-
zierung storen, miissen die Standardpeptide in hochreiner Form vorliegen. Alternativ werden
beim PASTA (phosphorus based absolute standard)-Verfahren phosphorylierte Standardpepti-
de mittels ICP (induktiv gekoppeltes Plasma)-MS iiber das Phosphorsignal absolut quantifi-
ziert. Zur Quantifizierung von unphosphorylierten Peptiden kénnen die Standards, sofern sie
mindestens einen Serin-, Threonin- oder Tyrosinrest enthalten, als Phosphopeptide syntheti-
siert und quantifiziert werden. Der Phosphatrest wird anschliefend mittels Flusssiure- oder
Phosphatasebehandlung abgespalten (Zinn et al., 2009).

Mit Hilfe der AQUA- oder PASTA-Methode kénnen absolute Konzentrationen von aus-
gewéhlten (Phospho-)Peptiden in proteolytischen Verdaus bestimmt werden (Mayya et al.,
2006; Zinn et al., 2009). Beide Methoden sind nicht unbedingt auf die Quantifizierung von
Proteinen in Zellen anwendbar, da Verluste, die vor der Standardaddition z.B. wihrend der
Proteinextraktion auftreten, nicht beriicksichtigt werden (Kirkpatrick et al., 2005; Schreiber
et al., 2008).
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1. Einleitung

1.9.4. Bestimmung des positionsspezifischen Phosphorylierungsgrads von
Proteinen

Der positionsspezifische Phosphorylierungsgrad eines Proteins gibt an, wie viel Prozent des
totalen Proteins an einer bestimmten Stelle phosphoryliert sind. Im Unterschied zur relati-
ven Quantifizierung, deren Ergebnis nur eine x-fache Anderung des Phosphorylierungsstatus
ist, liefert die Analyse des Phosphorylierungsgrads das absolute stochiometrische Verhéltnis
innerhalb eines Peptid/Phosphopeptid-Paars. Dies ist insbesondere bei mehreren Phospho-
rylierungsstellen wichtig: positionsspezifische Phosphorylierungsgrade erlauben einen direkten
Vergleich zwischen verschiedenen Phosphorylierungsereignissen eines Proteins und gewéhren
somit essentielle Einblicke in die Regulationsmechanismen von Proteinen (Mayya & Han, 2009).

Der einfachste Weg zur Bestimmung eines positionsspezifischen Phosphorylierungsgrads mit-
tels Massenspektrometrie ist die markierungsfreie Messung des Signalintensitéitsverhéltnisses
zwischen einem Phosphopeptid und dem unphosphorylierten Analogpeptid (Seidler et al.,
2009). Diese Methode hat den Nachteil, dass Unterschiede in der Ionisierungseffizienz zwi-
schen Peptiden und Phosphopeptiden (Gropengiesser et al., 2009; Marcantonio et al., 2008;
Mayya et al., 2006; Steen et al., 2006; Steen et al., 2005) nicht beriicksichtigt werden. Die
resultierenden Daten sind daher mit einem absoluten Fehler von etwa 10-30 % behaftet (He-
geman et al., 2004; Seidler et al., 2009). Etwas genauere Daten konnen erhalten werden, wenn
die relative Ionisierungseffizienz des Peptid/Phosphopeptid-Paars separat bestimmt und zur
Korrektur der experimentellen Tonenintensitéiten genutzt wird (Jin et al., 2010; Schilling et al.,
2009; Steen et al., 2005). Zhang et al. schlugen eine Kombination aus differenzieller Deriva-
tisierung und enzymatischer Dephosphorylierung als genaue Methode zur Bestimmung des
Phosphorylierungsgrads vor (Zhang et al., 2002b). Bei diesem Verfahren werden zwei Aliquots
eines Proteinverdaus mit einem leichten oder schweren Reagenz markiert. Ein Aliquot wird de-
phosphoryliert und 1:1 mit dem unbehandelten Aliquot gemischt. Die Phosphorylierungsgrad-
bestimmung erfolgt nur auf Basis der unphosphorylierten Peptide durch Signalhéhenvergleich
zwischen den leicht und schwer markierten Spezies. Das Verfahren wurde bereits mit verschie-
denen Methoden zur relativen Quantifizierung angewandt (Hegeman et al., 2004; Kanshin
et al., 2009; Smith et al., 2007; Zhang et al., 2002b). Der Ansatz hat jedoch zwei Nachteile:
erstens geht die positionsspezifische Information bei mehrfach phosphorylierten Peptiden verlo-
ren, und zweitens sind die Ergebnisse bei Phosphorylierungsgraden unter 10 % nicht verlésslich
(Mayya & Han, 2009). Domanski et al. kombinierten enzymatische Dephosphorylierung mit
der Verwendung von isotopenmarkierten, absolut quantifizierten unphosphorylierten Standards
(Domanski et al., 2010). Der wesentliche Nachteil dieses Verfahrens ist die Notwendigkeit,
die unbehandelte und dephosphorylierte Probe separat zu analysieren. Daraus resultiert eine
Verdopplung der Analysenzeit. Die schitzungsweise genaueste Methode zur Berechnung der
Phosphorylierungsstéchiometrie war bislang die absolute Quantifizierung von phosphorylierten
und unphosphorylierten Peptiden durch Zugabe von AQUA- oder PASTA-Standards zur Pro-
be (Atrih et al., 2010; Mayya et al., 2006; Zinn et al., 2009). Allerdings wird die Genauigkeit
dieses Ansatzes durch den Fehler der Standardquantifizierung limitiert. Dieser betrigt etwa
10 % (Zinn et al., 2009).

Obwohl die Kenntnis des Phosphorylierungsgrads essentielle Einblicke in intrazellulére Sig-
naltransduktionsmechanismen erlaubt, wird die absolute Stéchiometrie von Phosphorylierungs-
reaktionen bislang nur selten bestimmt (Jin et al., 2010; Mayya & Han, 2009).
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1.10. Aufgabenstellung

Fiir das Verstédndnis von komplexen zelluldren Prozessen sind akkurate quantitative Daten
beziiglich der Phosphorylierungsdynamik von Kinasen und ihren Substraten essentiell (Olsen
et al., 2006). Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine massenspektrometrische Methode
zu entwickeln, mit der der Phosphorylierungsgrad von Proteinen positionsspezifisch und mit
hoher Genauigkeit analysiert werden kann. Wie gezeigt wird, basiert die neue Methode auf
der Verwendung von isotopenmarkierten Peptidstandards, eliminiert aber den Fehler einer
absoluten Quantifizierung.

Die Methode soll auf die Phosphorylierungsgradbestimmung der Signalproteine STATG,
Aktl, ERK1 und ERK2 in verschiedenen Zellsystemen angewandt werden. Im Vordergrund
steht die Analyse der ERK-Aktivierung durch die MAPK-Kinase MEK. Obwohl die MAPK-
Kaskade zu den am besten untersuchten Signalwegen gehort, ist die individuelle Rolle von
ERK1 und ERK2 und deren einfach phosphorylierten Formen bislang nicht gut verstanden.
Dabher soll das dynamische Verhé&ltnis zwischen den verschiedenen Phosphorylierungszustéinden
isoformspezifisch quantifiziert werden. Basierend auf den experimentellen Phosphorylierungs-
profilen soll der Mechanismus der ERK1/2-Aktivierung in vivo — prozessiv oder distributiv —
durch mathematische Modellierung entschliisselt werden.
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2.1. Materialien

2.1.1. Reagenzien

o Acetonitril (ULC grade, Biosolve)

Ameisensdure (ULC grade, Biosolve)
Ammoniumhydrogencarbonat (> 99 %, p.a.,Carl Roth)
Antarktische Phosphatase-Puffer (10X, New England Biolabs)
DL-Dithiothreitol (99 %, Sigma-Aldrich)

Iodacetamid (SigmaUltra, Sigma)
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2.1. Materialien

Trifluoressigsdure (ULC grade, Biosolve)
Wasser (ULC grade, Biosolve)

Wasserstoffperoxid (30 %, Sigma-Aldrich)

2.1.2. Enzyme

Antarktische Phosphatase (New England Biolabs)
AspN (Roche)
LysC (Roche)

Trypsin (Roche)

2.1.3. Proteine und Peptide

Rekombinantes phosphoryliertes GST-ERK2-Fusionsprotein (Millipore)

MassPREP™ Enolaseverdau mit Phosphopeptid-Mischung (Waters)

Alle iibrigen synthetischen Peptide wurden von der Peptidsyntheseeinheit des DEUTSCHEN
KREBSFORSCHUNGSZENTRUMS unter Leitung von Dr. Pipkorn synthetisiert.

2.1.4. Spezielle Materialien zur Herstellung der biologischen Proben

Stimulanzien

Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor (R&D Systems)
Humanes rekombinantes Interleukin-13 (R&D Systems)
Humanes rekombinantes Interleukin-6 (R&D Systems)

Rekombinanter Hepatozytenwachstumsfaktor (R&D Systems)

Inhibitoren

4-(2-Aminoethyl)-Benzensulfonyl-Fluorid (Sigma)
Apoprotein (Sigma)

Aprotinin (Biomol)

Leupeptin (Biomol)

LY294002 (Cell Signalling Technology)
Natriumorthovanadat (Sigma)

Pefabloc SC (Biomol)

Pepstatin A (Biomol)

Proteaseinhibitor-Cocktail (Roche Diagnostics GmbH)

U0126 (Cell Signalling Technology)
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2. Material & Methoden

Antikérper

Akt-Antikorper (Cell Signalling Technology)
ERK1-Antikorper (Santa Cruz Biotechnology)
Interleukin-6-blockierender Antikérper (R&D Systems)

STAT6-Antikorper (R&D Systems)

Sonstige

Protein A-Sepharose™ CL-4B (GE Healthcare)
Rekombinantes phosphoryliertes ERK1 (Invitrogen)
Rekombinantes phosphoryliertes ERK2 (Invitrogen)
Rinderserumalbumin (Sigma-Aldrich)

SimplyBlue™ SafeStain (Invitrogen)

2.1.5. Gerateausstattung

Analysenwaage (Ohaus)

Borsilikat-Glaskapillaren (0.69 mm I.D., Harvard Apparatus)
Brutschrank (UNE200, Memmert)

C18-ZipTips (Millipore)

Gefrierschrank

Gelelektrophorese-Apparatur (Amersham Biosciences)
Kapillarenziehgerit (Sutter Instruments)

LC-ESI-Nadeln (PicoTip™ Emitter, Produkt-Nr.: FS360-20-10-D-20-C7 oder FS360-20-
10-N-20-20C, New Objective)

LTQ-Orbitrap XL-Massenspektrometer (Thermo)
nanoACQUITY UPLC (Waters)
PicoTip™.-Sprayer (Waters)
QTOF-2-Massenspektrometer (Waters)
QTOF-micro-Massenspektrometer (Waters)
Sputter (BAL-TEC, Balzers)

Tischzentrifuge

Thermomixer (Eppendorf)

Thermostat-Wasserbad (MGW Lauda MT)
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2.2. Methoden

nanoUPLC-Sdule (Waters nanoACQUITY UPLC Column, BEH130 C18, 100 x 100 mm,
1.7 pm)

nanoUPLC-Vorsidule (Waters nanoACQUITY UPLC TRAP Column, Symmetry C18,
180 pm x 20 mm, 5um)

Vakuumzentrifuge (Eppendorf)

Vortex

2.1.6. Software
e MASCOT 2.2.2 (Matrix Science)

e MassLynx V4.1 (Waters)
o Sheffield ChemPuter (http://winter.group.shef.ac.uk/chemputer/)

e Xcalibur 2.0.6 (Thermo)

2.2. Methoden

2.2.1. Herstellung von one-source-Peptid/Phosphopeptid-Standardpaaren

Alle isotopenmarkierten Phosphopeptide (Tab. 2.1 auf Seite 28) wurden im Haus mittels
Fluorenylmethylcarbonyl-Chemie synthetisiert. Es wurden isotopenmarkierte Phosphopeptid-
Stammldsungen von ca. 10 nmol/ul in 2 % Ameisenséure (FA)/50 % Acetonitril (ACN) her-
gestellt und bis zu deren Verwendung bei -20 °C eingefroren. Von der Stammlésung wurden
0.5 pl mit 25 pl Wasser, 18 pl 0.1 M NH4HCO3 und 5 ul 10X antarktische Phosphatase-Puffer
gemischt. Der pH wurde mit 2 % FA auf 6 eingestellt. Anschliefend wurde die Losung in zwei
identische Aliquots zu je 20 ul geteilt. Ein Aliquot wurde durch Zugabe von 2 ul antarktische
Phosphatase dephosphoryliert, das andere Aliquot hingegen lediglich mit 2 ul Wasser verdiinnt.
Beide Aliquots wurden 2 Stunden lang bei 37 °C inkubiert, dann 1:1 mit Wasser verdiinnt
und zur irreversiblen Inaktivierung der Phosphatase bzw. Kontrolle 4 min lang bei 65 °C er-
hitzt. Je 4 ul der phosphorylierten und dephosphorylierten Peptidlésung wurden entsalzt (Ab-
schnitt 2.2.3) und die Standards mittels nano-Elektrosprayionisierungs-Massenspektrometrie
(nanoESI-MS)-Analyse (Abschnitt 2.2.12) separat kontrolliert. Beide Peptidlosungen wurden
dann im gewiinschten volumetrischen Verhéltnis (meist 1:1) vereinigt und 1:100 mit Wasser
verdiinnt. Die one-source-Standardpaarlosung wurde bis zur Verwendung bei -20 °C eingefro-
ren.

Fiir die Triplex-Herstellung der ERK2-Standards wurden zu Beginn des Protokolls je 0.5 ul
Stammlosung der stabilisotopenmarkierten Phosphopeptide VA*DPDHDHTGFLpTEpYVATR,
VA*DPDHDHTGFLTEpYVA*TR und VA*DPDHDHTGF*LpTEYVA*TR verwendet. Die
iibrigen Schritte blieben unveréndert.

2.2.2. Kontrolle der Hitzeinaktivierung von antarktischer Phosphatase

Von der Stammlosung des ERK2-Phosphopeptidstandards VA*DPDHDHTGFLpTEpYVATR
wurden 2 pl mit 25 pl Wasser, 18 pl 0.1 M NH4HCO3 und 5 pl 10X antarktische Phosphatase-
Puffer gemischt, und der pH wurde mit 2 % FA auf 6 eingestellt. AnschlieBend wurde die
Losung in zwei identische Aliquots zu je 20 ul geteilt. Beide Aliquots wurden mit 2 ul ant-
arktischer Phosphatase 2 Stunden lang bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Aliquots 1:1
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2. Material & Methoden

Tabelle 2.1.: Isotopenmarkierte (*) Phosphopeptide fiir die Herstellung von one-source-Standards zur
positionsspezifischen Bestimmung des Phosphorylierungsgrads von Proteinen. Die ange-
gebenen Phosphorylierungsstellen beziehen sich auf die humanen Proteinspezies. Die
Massenverschiebung gibt die Differenz der monoisotopischen Masse des Standards von
der des endogenen Phosphopeptids an.

Protein  Phospho- Phosphopeptidstandard Isotopen- Massenver-
rylierungs- markierte schiebung
stelle Aminosiduren [Da]

Aktl Serd73 DSERRPHFPQF*pSYSASCGTA I3CE.F +6

ERK1  Thr202, IA*DPEHDHTGFLpTEpYVATR [**C3,'"N]-A +4
Tyr204

ERK1  Tyr204 IA*DPEHDHTGFLTEpYVA*TR ['3C3,""N]-A +8

ERK1  Thr202 IA*DPE*HDHTGFLpTEYVA*TR  [*3C3,'NJ-A, +14

[1305,15N]-E

ERK2  Thril85, VA*DPDHDHTGFLpTEpYVATR  [*3C3,'°NJ-A +4
Tyr187

ERK2  Tyrl87 VA*DPDHDHTGFLTEpYVA*TR  ['*Cs,'°NJ-A +8

ERK2  Thri85 VA*DPDHDHTGF*LpTEYVA*TR  [*3C3,'NJ-A, +14

[13 C6] -F

p333 Thr180, QADEEMpTGpYVA*TR [*3C3,'°N]-A +4
Tyr182

STAT6 Tyr641 DGRGpYV*PATIK [*3Cs,'°N]-V +6

STAT6 Tyr641 D*GRGpYVPATIKMTVER [*C4,' N]-D +5

mit 1X antarktische Phosphatase-Puffer verdiinnt. Zur Inaktivierung der Phosphatase wur-
de ein Aliquot 4 min lang bei 65 °C erhitzt; das andere Aliquot blieb hingegen unbehandelt
(Kontrolle). Zu beiden Aliquots wurden je 0.8 ul Stammlésung des Phosphopeptidstandards
VA*DPDHDHTGF*LpTEYVA*TR gegeben und die Mischungen erneut fiir 2 Stunden bei
37 °C inkubiert. Je 4 pl Losung wurden entsalzt (siehe néchster Abschnitt) und die Peptide
mittels nanoESI-MS analysiert (Abschnitt 2.2.12).

2.2.3. Entsalzung von Peptidlésungen

10 pl der zu entsalzenden Peptidlosung wurden zunichst mit 1 pl 15 % FA angesduert. Falls
die Peptide in weniger als 10 ul gelost waren, wurde das Volumen zuvor mit 2 % FA auf 10 ul
aufgefiillt. Ein C18-ZipTip wurde dreimal mit je 10 ul 2 % FA/50 % ACN gewaschen und
anschlieflend dreimal mit je 10 ul 2 % FA &dquilibriert. Um die Peptide an das C18-Material
zu binden, wurde die Peptidlosung 30mal aufgesaugt und wieder abgelassen; danach wurde
sie verworfen. Zur Entfernung von Salzen wurde das C18-ZipTip 10mal mit je 10 ul 2 % FA
gewaschen. Die Elution der Peptide erfolgte durch 30maliges Aufsaugen und Wiederablassen
in 4 pul 2 % FA/50 % ACN. Die entsalzten Peptidlésungen konnten direkt mit nanoESI-MS
analysiert werden.

2.2.4. Herstellung von definierten Referenzlésungen

Aus 0.5 pl Stammlosung des isotopenmarkierten p383-Phosphopeptids QADEEM-pTGpY-
VA*TR wurde wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben ein one-source-Standardpaar im 1:1-Verhilt-
nis hergestellt. Analog wurden aus der Stammlésung des zugehdrigen unmarkierten Phos-
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phopeptids QADEEMpTGpY VATR definierte Referenzmischungen in den Verhéltnissen 1:10,
1:5, 1:2; 1:1, 2:1, 5:1 und 10:1 erzeugt. Je 1.3 pl Referenzmischung wurden mit 1.0 ul one-
source-Standardlésung gemischt und mittels nano-Ultra-Hochleistungsfliissigchromatographie-
Tandem-Massenspektrometrie (nanoUPLC-MS/MS) analysiert (Abschnitt 2.2.13).

Eine 10 pmol/ul-Stammlssung der MassPREP™ Enolaseverdau- und Phosphopeptid-Mi-
schung wurde mit 0.1 % FA auf 100, 50, 20, 10 oder 5 fmol/ul verdiinnt und je 1 ul Losung
mit nanoUPLC-MS/MS analysiert.

2.2.5. Kultivieren von L1236- und MedB-1-Zellen, Stimulation und Detektion
von STAT6

Zur Quantifizierung des STAT6-Phosphorylierungsgrads (Tyr641) wurden die primér media-
stinales B-Zell-Lymphom (PMBL)-Zelllinie MedB-1 (Moller et al., 2001) und die klassisches
Hodgkin-Lymphom (cHL)-Zelllinie L1236 (Wolf et al., 1996) verwendet. Alle STAT6-Proben
wurden von Valentina Raia aus der Arbeitsgruppe von PD Dr. Ursula Klingmiiller zur Verfii-
gung gestellt. Beide Zelllinien wurden in RPMI 1640-Medium, das mit 10 % fotalem Kélberse-
rum (FCS), 1 % Penicillin-Streptomycin und 1 % L-Glutamin supplementiert war, bei 37 °C
und 5 % COq kultiviert.

Aufarbeitung von unbehandelten Zellen aus normalen Zellkulturkonditionen

L1236- und MedB-1-Zellen wurden auf Eis mit 2X Lysepuffer (2 % NP40, 300 mM NaCl, 40 mM
Tris pH 7.4, 20 mM NaF, 2 mM EDTA pH 8.0, 2 mM ZnCly pH 4.0, 2 nM MgCly, 2 mM NaVOy,
20 % Glycerol) zusammen mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren (Apoprotein (AP) und
4-(2-Aminoethyl)-Benzensulfonyl-Fluorid (AEBSF)) lysiert. Nach 20miniitiger Rotation bei
4 °C wurden die Lysate fiir 10 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. STAT6 wurde mit
Protein A-Sepharose und STAT6-Antikorper immunprézipitiert und mittels 10 % SDS/PAGE
gereinigt. Die Gele wurden mit SimplyBlue™ SafeStain gemifi der Anleitung des Herstellers
gefarbt.

Stimulation der Zellen mit Interleukin-13 (IL13)

MedB-1- und L1236-Zellen wurden 5 Stunden lang in RPMI 1640-Medium mit 1 mg/ml Rin-
derserumalbumin gehungert. Danach wurden beide Zelltypen fiir 10 bzw. 40 min mit 20 ng/ml
(MedB-1) oder 40 ng/ml (L1236) IL13 stimuliert. Als Kontrolle wurden jeweils unstimulier-
te Zellen verwendet. Zelllyse, STAT6-Immunpréizipitation und Gelelektrophorese wurden wie
oben beschrieben durchgefiihrt. Pro Gelbande wurden 4.4-10° bis 7.0-10% Zellen verwendet.

2.2.6. Kultivieren von HaCaT A5-Zellen, Stimulation und Detektion von
ERK1/2

Die humane gutartige Tumorkeratinozyten-Zelllinie HaCaT-ras A5 (Fusenig & Boukamp, 1998;
Gold et al., 2000) wurde zur Bestimmung der Aktivierungskinetik von ERK1 (Thr202, Tyr204)
und ERK2 (Thr185, Tyr187) verwendet. Die Zellkulturexperimente wurden von Dr. Sofia Dep-
ner aus der Arbeitsgruppe von Dr. Margareta Miiller durchgefiihrt. HaCaT A5-Zellen wurden
in 4X modifiziertem Eagle’s-Medium (MEM), 10 % FCS und 200 pug/ml Neomycin kultiviert.
2.10° Zellen /6 cm-Schale wurden ausgesiit und bis zur Konfluenz (1-10% Zellen/Schale) weiter-
kultiviert.
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Analyse der ERK2-Aktivierungskinetik bei Stimulation mit
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF)

Die Zellen wurden 24 Stunden lang in 4X MEM ohne FCS gehungert und dann fiir die an-
gegebenen Zeitpunkte mit 100 ng/ml GM-CSF zusammen mit 2 pg/ml IL6-blockierendem
Antikorper oder mit 100 ng/ml GM-CSF allein behandelt. Anschlielend wurden sie in 1X Ly-
sepuffer zusammen mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren (1 pg/ml Pepstatin A, 100 mM
Natriumorthovanadat, 1 pug/ml Leupeptin, 1 pg/ml Aprotinin und 10 mM Pefabloc SC) ly-
siert. Nach 20miniitiger Rotation bei 4 °C wurden die Lysate 10 min lang bei 13000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 450 pl mit 50 pl 10 % SDS gemischt, fiir 5 min bei
95 °C inkubiert und mit 1 ml Lysepuffer versetzt. ERK1/2 wurde iiber Nacht bei 4 °C mit
Protein A-Sepharose und ERK1-Antikorper immunprézipitiert und mittels 10 % SDS/PAGE
aufgetrennt. Die Gele wurden mit SimplyBlue™ SafeStain gemif der Anleitung des Herstel-
lers gefirbt. Pro Gelbande wurde eine Zellschale verwendet.

Analyse der dynamischen ERK1/2-Aktivierung fiir die mathematische
Modellierung

Die Zellen wurden 24 Stunden lang in 4X MEM ohne FCS gehungert und mit 100 ng/ml
Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) oder 100 ng/ml Interleukin-6 (IL6) fiir die angegebenen
Zeitpunkte stimuliert. Anschliefend wurden sie in 1X Lysepuffer mit AP und AEBSF lysiert.
Nach 20miniitiger Rotation bei 4 °C wurden die Lysate 10 min lang bei 14000 rpm und 4 °C
zentrifugiert. Vom Uberstand wurden 450 pl mit 50 pl 10 % SDS gemischt, fiir 5 min bei 95 °C
inkubiert und mit 1 ml Lysepuffer versetzt. Die ERK1/2-Immunprézipitation und Gelelek-
trophorese erfolgte wie oben beschrieben. Pro Gelbande wurde eine Zellschale verwendet. Als
Molekulargewichtskontrolle wurden je 50 ng rekombinantes phosphoryliertes ERK1 (ppERK1)
und ERK2 (ppERK2) mit auf das Gel aufgetragen.

2.2.7. Kultivieren von primiren Maushepatozyten, Stimulation und Detektion
von Aktl und ERK1/2

Primére Maushepatozyten wurden fiir die Phosphorylierungsgradbestimmung von Akt1l und
ERK1/2 verwendet. Die Proben wurden von Dr. Lorenza D’Alessandro aus der Arbeitsgruppe
von PD Dr. Ursula Klingmiiller zur Verfiigung gestellt. Die Hepatozyten wurden isoliert, wie
beschrieben kultiviert (Klingmuller et al., 2006) und 2-10°% Zellen/Schale in 6 cm-Schalen oder
5-10° Zellen/Schale in 10 cm-Schalen ausgeséit.

Bestimmung des Aktl-Phosphorylierungsgrads (Ser473)

Die Hepatozyten wurden 6 Stunden lang gehungert und dann fiir 10 min mit 40 ng/ml HGF
stimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen.

Vergleich von ERK1/2-Phosphorylierungsgraden mit und ohne Hemmung der
PI3K

Fiir die Aktivierung von ERK1 (Thr203, Tyr205) und ERK2 (Thr183, Tyr185) wurden die
Hepatozyten 6 Stunden lang gehungert und dann fiir 15 min mit 40 ng/ml HGF stimuliert. In
einem zweiten Experiment wurden die Zellen vor der HGF-Stimulation fiir 45 min mit 25 pM
des Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Inhibitors LY294002 (LY) behandelt. Zur Kontrolle
wurden jeweils unstimulierte Zellen verwendet.
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Analyse der dynamischen ERK1/2-Aktivierung fiir die mathematische
Modellierung

Die Hepatozyten wurden 6 Stunden lang gehungert und dann mit 100 ng/ml HGF oder
100 ng/ml IL6 fiir die angegebenen Zeitpunkte stimuliert.

Analyse der dynamischen ERK1/2-Deaktivierung bei Hemmung der
MEK1/2-Aktivitét

Fiir das MEK1/2-Inhibitor-Experiment wurden die Hepatozyten 6 Stunden lang gehungert, fiir
10 min mit 100 ng/ml HGF vorstimuliert und anschliefend mit 20 pM des MEK1/2-Inhibitors
U0126 fiir die angegebenen Zeitpunkte behandelt.

Die Hepatozyten wurden in 1X Lysepuffer mit AP und AEBSF lysiert. Nach 20miniitiger
Rotation bei 4 °C wurden die Lysate 10 min lang bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Vom Uberstand wurden 450 gl mit 50 pl 10 % SDS gemischt, fiir 5 min bei 95 °C inkubiert
und mit 1 ml Lysepuffer versetzt. Aktl wurde iiber Nacht bei 4 °C mit Protein A-Sepharose
und Akt-Antikoérper immunprézipitiert und mittels 10 % SDS/PAGE gereinigt. Die ERK1/2-
Immunprézipitation und Gelelektrophorese wurde wie fiir HaCaT A5-Zellen beschrieben durch-
gefiihrt. Fiir jeden Datenpunkt wurden eine (Akt1) oder zwei (ERK1/2) 10 cm-Zellschalen ver-
wendet. Als Molekulargewichtskontrolle fiir ERK1/2 wurden je 50 ng rekombinantes ppERK1
und ppERK?2 mit auf das Gel aufgetragen.

Immunprizipitation und Gelelektrophorese von rekombinantem
phosphorylierten GST-ERK2-Fusionsprotein (GST-ppERK?2)

Die Hepatozyten wurden wie oben beschrieben lysiert und die Lysate zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde in neue Geféfle iiberfithrt, und zu jedem Zelllysat wurden 25 oder 325 ng GST-
ppERK2 zugegeben. Die Lysate mit dem rekombinanten Protein wurden mit 50 pl 10 %
SDS gemischt, fiir 5 min bei 95 °C inkubiert und mit 1 ml Lysepuffer versetzt. Die Immun-
prézipitation mit ERK1-Antikorper wurde wie fiir HaCaT A5-Zellen beschrieben durchgefiihrt.
Fiir jede Probe wurde eine 10 cm-Zellschale (25 ng GST-ppERK2) oder 6 cm-Zellschale (325 ng
GST-ppERK2) verwendet. Als Kontrollproben dienten 25 oder 325 ng unbehandeltes GST-
ppERK2. Nach der Auftrennung mittels 10 % SDS/PAGE wurden die Gele mit SimplyBlue™
SafeStain geméfl der Anleitung des Herstellers gefiarbt.

2.2.8. In-Gel-Verdau von Proteinen und Aufarbeitung der Peptidproben

Die Banden der zu untersuchenden Proteine wurden aus den Gelen ausgeschnitten, mit einem
Skalpell in kleine Stiicke (1 mm?) geteilt und 15 min lang in 1 ml 0.1 M NH4HCO3/30 %
ACN unter Schiitteln entfirbt. Der Uberstand wurde verworfen, und die Gelstiicke wurden fiir
15 min mit 1 ml 0.1 % Trifluoressigsdure (TFA)/50 % ACN unter Schiitteln dehydriert. Nach
der Entfernung des Uberstands wurden die Gelstiicke fiir 10 min in der Vakuumzentrifuge
bei 30 °C getrocknet. Abhéngig von der Grofle der Gelbanden wurden die Proteine mit 200-
400 pl 10 mM Dithiothreitol (DTT)/0.1 M NH4HCO3 45 min lang im Thermomixer (56 °C,
750 rpm) inkubiert. Die DTT-Losung wurde entfernt und die Gelstiicke fiir 15 min bei 30 °C
in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Zur Alkylierung von Cysteinresten wurden die Gelstiicke
mit 200-400 pl 55 mM Iodacetamid/0.1 M NH4HCO3 fiir 30 min im Dunkeln inkubiert. Nach
der Entfernung des Uberstands wurden sie 15 min lang mit 500 xl 0.1 M NHy;HCO3 gewaschen
und in 1 ml ACN dehydriert. Anschlieend wurden die Gelstiicke fiir 10 min in der Vakuum-
zentrifuge bei 30 °C getrocknet.
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Fiir den in-Gel-Verdau wurden die Proteasen Trypsin, AspN oder LysC verwendet. Es wurde
eine Proteaselosung wie folgt hergestellt: Bei Verdau mit Trypsin wurden 10 ul einer Trypsin-
Stammlésung (100 ng/pl) mit 20 pl 0.1 M NH4HCO3 gemischt. Bei AspN-Verdau wurden 5 pul
einer AspN-Stammlosung (40 ng/ul) mit 25 ul 0.05 M NH4HCO3 gemischt. Bei kombiniertem
AspN- und LysC-Verdau wurden 5 ul AspN-Stammlésung mit 5 pl einer LysC-Stammlésung
(100 ng/pl) und 25 pl 0.05 M NH4HCOs3 gemischt. Von der Proteaselosung wurden 10 pl
zu den Gelstiicken gegeben. Nachdem die Losung aufgesaugt war, wurden die Gelstiicke mit
Proteasepuffer (Trypsin: 0.1 M NH4HCO3, AspN/LysC: 0.05 M NH4HCO3) vollstéindig be-
deckt. Fiir den Proteinverdau wurden die Proben 18 Stunden lang bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Peptidlésung abpipettiert, und die Peptide in den
Gelstiicken wurden nacheinander fiir 15 min mit jeweils 60 ul ACN, 5 % FA und ACN unter
Schiitteln extrahiert. Die Peptidextrakte wurden mit der Peptidlésung vereinigt, und das Vo-
lumen wurde durch Vakuumzentrifugation bei 30 oder 45 °C auf ca. 6 ul reduziert. Bei Bedarf
wurde die Probe entsalzt, das Eluat mit 12 ul Wasser verdiinnt und in der Vakuumzentrifuge
auf ca. 6 ul eingeengt. Die Analyse wurde mittels nanoUPLC-MS/MS durchgefiihrt.

2.2.9. Standardaddition

Zur Bestimmung von Proteinphosphorylierungsgraden wurden 0.5-2 ul einer one-source-Stan-
dardpaarlosung entweder wihrend des Verdaus oder nach der Peptidextraktion der Probe
zugegeben. Fiir die Bestimmung des Phosphorylierungsgrads von Aktl (Serd73) wurde die
Standardlésung zuvor 1:10 mit Wasser verdiinnt. Die Menge der one-source-Standardlésung
hing von der Konzentration der endogenen Peptide ab.

2.2.10. Herstellung von GST-ppERK2-Proben mit identischen und
verschiedenen Standards

2 x 200 ng GST-ppERK?2 wurden mittels 10 % SDS/PAGE gereinigt und das Gel mit Simply-
Blue™ SafeStain gemiB der Anleitung des Herstellers gefirbt. Die Gelbanden wurden ausge-
schnitten, mit Trypsin verdaut und die Losungen nach Extraktion der Peptide und Reduktion
des Volumens in je vier identische Aliquots geteilt. Zu den Aliquots der einen Bande wurden
ERK2-Standardpaare (Tab. 2.1 auf Seite 28) desselben Herstellungsansatzes und zu den Ali-
quots der anderen Bande Standardpaare aus verschiedenen Herstellungsansétzen zugegeben.
Die GST-ppERK2-Peptide und Standards wurden mittels nanoUPLC-MS/MS analysiert.

2.2.11. Methioninoxidation

Zur Eliminierung von Wechselwirkungen zwischen partieller Oxidation und Phosphorylierung
wurde die Probe bei Bedarf in 0.5 % H2O, aufoxidiert. Dazu wurden 10 ul wéssrige Pep-
tidlosung nach deren Entsalzung mit 0.53 pl 10 % HoOo gemischt. Die Losung wurde fiir
15 min inkubiert und unmittelbar im Anschluss mit nanoUPLC-MS/MS gemessen.

2.2.12. NanoESI-MS-Analyse

Die nanoESI-MS-Analysen wurden mit einem QTOF-micro- oder QTOF-2-Massenspektrome-
ter mit selbst hergestellten Borsilikat-Spraykapillaren, die mit einer semi-transparenten Gold-
schicht bespriiht waren, durchgefiihrt. Die Datenaufnahme erfolgte im MS-Modus bei einer
Kapillarspannung von etwa 1000 V und einer Kollisionsspannung von 1 V (QTOF-micro) oder
10 V (QTOF-2). Alle 5 Sekunden wurde ein Massenspektrum (m/z 350-2000) generiert.
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2.2.13. NanoUPLC-MS/MS-Analyse

Fiir die Analyse der Peptidproben mittels nanoUPLC-MS/MS standen zwei Systeme zur
Verfiigung: eine nanoACQUITY UPLC mit Kopplung an ein QTOF-2-Massenspektrometer
und eine nanoACQUITY UPLC mit Kopplung an eine LTQ-Orbitrap XL. Mit wenigen Aus-
nahmen wurden alle Proben mit dem nanoUPLC-LTQ-Orbitrap XL-System analysiert.

NanoUPLC-LTQ-Orbitrap XL-Analyse

Die nanoUPLC wurde mittels Vor- und Hauptsidulenschaltung betrieben. Nach der Proben-
injektion wurden die Peptide zunéchst auf der Vorsédule festgehalten. Das Injektionsvolumen
betrug 6 ul. Es wurden folgende mobile Phasen verwendet:

e Eluent A: 0.1 % FA/1 % ACN
e Eluent B: 0.1 % FA/100 % ACN

Die Vorsidule wurde 1 min lang mit einem linearen Gradienten von 0-5 % Eluent B bei
einer Flussrate von 10 p/min gespiilt und die mobile Phase in einem Abfallgefaf aufgefangen.
Durch Umschalten des Injektionsventils wurde der Fluss iiber die Hauptséule geleitet. Diese
wurde bei einer Temperatur von 35 °C und einer Flussrate von 400 nl/min betrieben. Die
Elution der Peptide erfolgte mit einem linearen Gradienten von 5-40 % Eluent B innerhalb
von 39 min. Der Sdulenausgang war mit der LC-ESI-Nadel verbunden. Fiir die Datenaufnahme
wurde das Massenspektrometer im DDA (data-dependent acquisition)-Modus betrieben. Jede
Sekunde wurde in der Orbitrap ein MS-Spektrum (m/z 350-2000) mit einer Auflésung von
R = 60000 aufgenommen; gleichzeitig wurden die drei intensivsten Molekiilionen mit einem
Ladungszustand > 2 in der LTQ fragmentiert. Die Fragmentierung erfolgte im CID (collision-
induced dissociation)-Modus bei einer relativen Kollisionsenergie von 35.

NanoUPLC-QTOF-2-Analyse

Das nanoUPLC-QTOF-2-System wurde bei einer Sdulentemperatur von 35 °C und einer Fluss-
rate von 400 nl/min betrieben. Pro Probe wurden 4 pl injiziert und direkt auf die Séule geleitet.
Folgende mobile Phasen wurden verwendet:

e Eluent A: 0.1 % FA
e Eluent B: 0.1 % FA/100 % ACN

Es wurde ein linearer Gradient von 1-30 % Eluent B innerhalb von 30 min angewandt. Der
Séulenausgang war iiber einen Teflonschlauch mit der LC-ESI-Nadel verbunden, die in einem
PicoTip?™-Sprayer fixiert war. Die Datenaufnahme erfolgte im DDA-Modus bei einer Kapil-
larspannung von 2400 V. Jede Sekunde wurde ein Spektrum generiert: abwechselnd ein MS-
Spektrum (m/z 400-2000) bei einer Kollisionsspannung von 10 V und zwei MS/MS-Spektren
(m/z 50-2000) bei massenspezifischen Kollisionsspannungen. Fiir die Fragmentierung wurden
automatisch die zwei hochsten Molekiilionen mit einem Ladungszustand > 2 ausgewéhlt.

2.2.14. Datenauswertung

Fiir die Auswertung der Spektren wurde die Software Xcalibur 2.0.6 (LTQ-Orbitrap XL) oder
MassLynx V4.1 (QTOF-2, QTOF-micro) verwendet. Die automatisierte Proteinidentifizierung
erfolgte mit der Suchmaschine MASCOT gegen die Datenbank SwissProt.
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Die Datenbanksuche wurde mit folgenden Parametern durchgefiihrt:

Organismus-Spezifitit (Taxonomie): Sdugetier

MS-Toleranz: 1.2 Da

MS/MS-Toleranz: 0.6 Da

Enzym: Trypsin, AspN oder AspN + LysC

Maximale Anzahl der ungespaltenen Stellen pro Peptid: 1

Fixe Modifikationen: Carbamidomethyl (C)

Variable Modifikationen: Oxidation (M), Phospho (ST), Phospho (Y)
Instrument: ESI-TRAP (LTQ-Orbitrap XL) oder ESI-QUAD-TOF (QTOF-2)
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3.1. Entwicklung von one-source-Peptid-/Phosphopeptidstandards zur
Bestimmung des Phosphorylierungsgrads von Proteinen

3.1.1. Methodisches Prinzip

Proteine konnen mittels synthetischer stabilisotopenmarkierter Peptidstandards sehr genau
quantifiziert werden. Diese Standards weisen im Vergleich zu den entsprechenden endogenen
Peptiden, die bei der Proteolyse entstehen, nahezu identische chemische und physikalische
Eigenschaften auf (De Leenheer & Thienpont, 1992). Im Massenspektrum koénnen isotopen-
markierte Peptide aufgrund der Verschiebung ihres Molekulargewichts zu hoheren m/z-Werten
von endogenen unmarkierten Peptiden unterschieden werden.

Die in der Literatur beschriebenen AQUA- (Gerber et al., 2003) oder PASTA-Peptidstan-
dards (Zinn et al., 2009) werden mittels Aminosdureanalyse oder ICP-MS absolut quantifiziert
und der Probe entweder vor oder nach dem Proteinverdau in bekannter Konzentration zuge-
geben. Die absolute Konzentration des Zielproteins ergibt sich aus einem Signalhéhenvergleich
zwischen endogenen Peptiden und Standardpeptiden. Bei Verwendung von phosphorylierten
und unphosphorylierten Standards nutzt man dieses Prinzip, um Peptide und deren phospho-
rylierte Analoga getrennt zu quantifizieren und daraus den positionsspezifischen Phosphory-
lierungsgrad zu berechnen (Atrih et al., 2010; Mayya et al., 2006). Da der Phosphorylierungs-
grad von Proteinen eine relative Grofle ist, hangt dessen Bestimmung nicht zwangslaufig von
der Verwendung absolut quantifizierter Peptidstandards ab. Entscheidend ist vielmehr das
molare Verhéltnis zwischen phosphoryliertem und unphosphoryliertem Standard. Abschnitt
3.1.3 zeigt, wie sich der Phosphorylierungsgrad von Proteinen positionsspezifisch durch isoto-
penmarkierte Peptid-/Phosphopeptidstandards mit bekanntem molaren Verhéltnis berechnen
ldsst. Das Verfahren ist schematisch in Abb. 3.1 auf Seite 37 dargestellt.

Das Herstellungsprinzip eines solchen Peptid/Phosphopeptid-Standardpaars ist in Abb. 3.2
auf Seite 37 gezeigt. Eine Losung des isotopenmarkierten Phosphopeptids wird in zwei iden-
tische Aliquots geteilt. Ein Aliquot wird mit Phosphatase vollstéindig dephosphoryliert; das
andere Aliquot wird hingegen nur einer Kontrollinkubation mit Wasser ausgesetzt. Nach der
Dephosphorylierung wird die Phosphatase irreversibel inaktiviert. Schliellich werden die Ali-
quots mit dem unphosphorylierten bzw. phosphorylierten Peptid vereinigt. Somit entsteht
ein Peptid/Phosphopeptid-Standardpaar mit definiertem molaren Verhéltnis, wobei letzteres
dem volumetrischen Mischungsverhéltnis entspricht. Das Grundmischungsverhéltnis ist 1:1.
Zur FErhohung der Genauigkeit der Phosphorylierungsgradbestimmung kann das Mischungs-
verhéltnis an den erwarteten Phosphorylierungsgrad angepasst werden. Die nach diesem Prin-
zip hergestellten Standardpaare wurden one-source-Standards genannt, da die eine Komponen-
te (das Standardpeptid) aus der anderen Komponente (dem Standardphosphopeptid) erzeugt
wird und somit beide Standards einen Ursprung haben.

3.1.2. Hitzeinaktivierung von antarktischer Phosphatase

Antarktische Phosphatase ist ein hitzelabiles Enzym, das sich sowohl durch Sdurezugabe als
auch durch kurzzeitiges Erhitzen auf 65 °C vollstindig inaktivieren ldsst (Angaben des Her-
stellers). Die Hitzelabilitéit wurde mit den isotopenmarkierten (*) ERK2-Phosphopeptiden
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Abbildung 3.1.: Quantifizierung von Proteinphosphorylierungsgraden mit isotopenmarkierten Pep-
tidstandards. Das Zielprotein eines Zelllysats wird immunprézipitiert (IP), mittels
SDS/PAGE gereinigt und in-Gel verdaut. Vor oder nach dem Verdau werden iso-
topenmarkierte Standards fiir das phosphorylierte und unphosphorylierte Zielpep-
tid in definiertem stochiometrischen Verhéltnis zugegeben und die Mischung mittels
nanoUPLC-MS analysiert. Durch Signalhthenvergleich der endogenen Peptide und
Standardpeptide kann der Phosphorylierungsgrad des Zielproteins positionsspezifisch
berechnet werden.
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Abbildung 3.2.: Herstellungsprinzip von one-source-Peptid/Phosphopeptid-Standardpaaren zur Be-
stimmung von Proteinphosphorylierungsgraden. Ein Aliquot einer isotopenmarkier-
ten Phosphopeptidlosung mit bekannter oder unbekannter Konzentration wird enzy-
matisch dephosphoryliert; ein identisches Aliquot bleibt unbehandelt. Anschlielend
wird die Phosphatase durch kurze Hitzebehandlung irreversibel inaktiviert. Die volu-
metrische Mischung der dquimolaren Peptid- und Phosphopeptidlosung erzeugt ein
one-source-Standardpaar in definiertem stochiometrischen Verhéltnis.
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VA*DPDHDHTGFLpTEpYVATR (Substrat 1) und VA*DPDHDHTGF*LpTEY VA*TR (Sub-
strat 2) getestet (Abb. 3.3A, B auf Seite 39). In einem Kontrollversuch wurde Substrat 1 zwei
Stunden lang mit antarktischer Phosphatase inkubiert; anschlieBend wurde Substrat 2 zuge-
geben und die Mischung erneut inkubiert. Die nanoESI-MS-Analyse zeigt die Dephosphorylie-
rung beider Substrate (Abb. 3.3C). Im zweiten Experiment wurde Substrat 1 fiir zwei Stunden
mit antarktischer Phosphatase inkubiert und die Lésung dann zur Phosphatase-Inaktivierung
4 min lang bei 65°C erhitzt. Substrat 2 wurde zugegeben und die Mischung erneut inkubiert.
Die nanoESI-MS-Analyse zeigt die vollstdndige Dephosphorylierung von Substrat 1, wohinge-
gen Substrat 2 unverdndert war (Abb. 3.3D). Dies bestitigte den Erfolg der Hitzeinaktivierung
von antarktischer Phosphatase. Die getesteten Bedingungen (4 min, 65 °C) wurden zur Her-
stellung aller one-source-Standardpaare verwendet.

3.1.3. Phosphorylierungsgradbestimmung von Peptiden mit einer
Phosphorylierungsstelle

Zur Bestimmung eines positionsspezifischen Phosphorylierungsgrads wurde das entsprechen-
de one-source-Standardpaar dem Phosphoproteinverdau zugegeben und die Mischung mittels
nanoUPLC-MS/MS analysiert. Abb. 3.4A auf Seite 40 zeigt exemplarisch die Ionenchroma-
togramme des endogenen Peptid/Phosphopeptid-Paars DGRG-[Y/pY]-VPATIKMTVER und
der zugehorigen one-source-Standards D*GRG-[Y/pY]-VPATIKMTVER. Wiahrend das Phos-
phopeptid mittels nanoUPLC vom unphosphorylierten Analogpeptid basisliniengetrennt wur-
de, eluierten die endogenen Peptide und Standardpeptide wie erwartet jeweils im gleichen
Zeitfenster.

Zur Berechnung des Phosphorylierungsgrads wurden zunéchst alle Massenspektren inner-
halb eines Elutionszeitfensters manuell gemittelt (Abb. 3.4B). Da das molare Verhéltnis zwi-
schen phosphoryliertem und unphosphoryliertem one-source-Peptid bekannt war, konnte der
Phosphorylierungsgrad des Zielproteins aus den Signalhthen der phosphorylierten und un-
phosphorylierten (Standard-)Peptide berechnet werden. Die Isotopenmuster innerhalb eines
Peptid /Phosphopeptid-Paars sind generell sehr dhnlich: bei ausgewihlten Sequenzen betrigt
die Abweichung zwischen den monoisotopischen Peakanteilen am totalen Isotopenmuster ma-
ximal 0.6 % (Tab. A.1 auf Seite 146f). Auf dieser Grundlage wurden nur die monoisotopischen
Signalintensitéten fiir die Phosphorylierungsgradberechnung herangezogen. Falls die Monoiso-
topenpeaks der Standardpeptide von den Isotopenmustern der endogenen Peptide iiberlagert
waren, wurden sie rechnerisch korrigiert.

Die Berechnung eines positionsspezifischen Phosphorylierungsgrads erfolgte in mehreren
Schritten (Abb. 3.5 auf Seite 41). Im ersten Schritt wurden die Analytsignale auf die Signale
der Standards normiert. Die so erhaltene normierte Signalintensitdt des Phosphopeptids wurde
im zweiten Schritt durch die normierte Peptidintensitéit geteilt. Bei einem 1:1-Verhéltnis von
phosphoryliertem zu unphosphoryliertem Standardpeptid entsprach das resultierende Signal-
verhiltnis dem molaren Verhiltnis von Phosphopeptid zu Peptid (MVp,p) in der Probe. Bei
einem abweichenden Standardverhéltnis wurde der Wert anschliefend noch mit dem Standard-
verhéltnis multipliziert. Im dritten Schritt wurde der Phosphorylierungsgrad wie angegeben
berechnet. Wie aus Abb. 3.5 hervorgeht, ist der ermittelte Phosphorylierungsgrad unabhéngig
von der absoluten Standardkonzentration.
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Abbildung 3.3.:

Kontrolle der irreversiblen Hitzeinaktivierung von antarktischer Phosphatase mit-

tels nanoESI-MS-Analyse; A) doppelt phosphoryliertes (pp-P*) ERK2-Peptid
VA*DPDHDHTGFLpTEpYVATR = Substrat 1; B) einfach phosphoryliertes (p-
p***) ERK2-Peptid VA*DPDHDHTGF*LpTEYVA*TR = Substrat 2; C) Sub-
strat 1 wurde mit antarktischer Phosphatase behandelt, anschliefend wurde Sub-
strat 2 hinzugefiigt und die Mischung ein zweites Mal inkubiert. D) Substrat 1 wurde
mit antarktischer Phosphatase behandelt und diese im Anschluss inaktiviert. Dann
wurde Substrat 2 zugegeben und die Mischung erneut inkubiert (unP: unphospho-
ryliert) (A* = [3C3,'5N]-Alanin; F* = [13Cg]-Phenylalanin).
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Abbildung 3.4.: Prinzip der Phosphorylierungsgradbestimmung bei Peptiden mit einer Phosphory-
lierungsstelle; A) extrahierte Ionenchromatogramme (EIC) des endogenen Peptids
(unP) (blau), des endogenen Phosphopeptids (P) (blau) und des entsprechenden one-
source-Standardpaars (unP*, P*) (dunkelrot); B) tiber den Elutionsbereich gemit-
telte Massenspektren der unphosphorylierten und phosphorylierten Peptiddubletts.
Das Intensitétsverhéltnis der Standardpeptide wurde entsprechend dem volumetri-
schen Verhéltnis auf 1:4 (unP*:P*) normiert. Die Berechnung des Phosphorylierungs-
grads basierte auf den monoisotopischen Signalintensitidten der endogenen Peptide
und Standardpeptide. Im Fall von partiell iiberlagerten Isotopenmustern wurden die
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Intensitdten der Standards rechnerisch korrigiert.
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Schritt 1: Schritt 2: Schritt 3:
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Abbildung 3.5.: Bestimmung eines positionsspezifischen Phosphorylierungsgrads bei Verwendung von
one-source-Standards mit 1:1-Verhéltnis von Peptid/Phosphopeptid; A) die Stan-
dardkonzentration entspricht in etwa der des Analyten; B) die Standardkonzentra-
tion ist um den Faktor 2 niedriger als in (A) (durchgehende Linien: Analytsignale;
gestrichelte Linien: Standardsignale).

Alternativ wurde das molare Verhéltnis MVp,p zwischen endogenem Phosphopeptid zu
Peptid graphisch ermittelt oder nach Formel 3.1 berechnet.

unP*-P-x
MV = —— 3.1
P/LHIP unP‘P* 'y ( )
mit
unP*/unP = Intensitdtsverhéltnis der korrigierten Monoisotopensignale von
Standardpeptid/Zielpeptid
p/p* = Intensitédtsverh&ltnis der korrigierten Monoisotopensignale von
Zielphosphopeptid /Standardphosphopeptid
x/y = molares Verhiltnis zwischen phosphoryliertem/unphosphorylier-

tem Standardpeptid

Bei graphischer Ermittlung von MVp,,p wurden die Peptidspektren normalisiert darge-
stellt, so dass die relativen Signalintensitéiten des one-source-Standardpaars dessen Mischungs-
verhéltnis reprisentierten. Das Intensitidtsverhiltnis des endogenen Phosphopeptid/Peptid-
Paars entsprach dann dessen molarem Verhéltnis.

Ausgehend von MVp /,p leitet sich der Phosphorylierungsgrad (P-Grad) wie in Formel 3.2
ab.
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MVP/unP

P Grad = — /P
ra 1"i_l\/I\/lF’/unP

-100 % (3.2)

Der Grad der unphosphorylierten Proteinfraktion (unP-Grad) wurde mit Formel 3.3 be-
stimmt.

1
P-Grad= ——— 1 .
wnP — Grad = ;- Vi 00% (3.3)

3.1.4. Korrektur der Signalh6he bei partiell iiberlagerten Isotopenmustern

Falls sich die Isotopenmuster von endogenen Peptiden und deren Standards teilweise iiber-
lagerten, wurden die monoisotopischen Signalintensitdten unP* und P* durch Subtraktion der
endogenen Isotopenmuster korrigiert. Dies traf zu, wenn sich die Massen der Standardpeptide
um weniger als 6 Da von denen der endogenen Peptide unterschieden. Endogene Isotopenmu-
ster konnen entweder in einem separaten nanoUPLC-MS-Lauf gemessen oder mit Hilfe des im
Internet verfiigbaren Programms Sheffield Chemputer (http://winter.group.shef.ac.uk/chem-
puter/) berechnet werden. Die Berechnung von Isotopenmustern erfolgt auf Grundlage der
natiirlichen Isotopenverteilung und benétigt lediglich die Summenformel des Peptids.

Tab. 3.1 zeigt den Vergleich zwischen berechneten und experimentellen Isotopenmustern
ausgewéhlter Peptid/Phosphopeptid-Paare. Die Intensitit des hochsten Isotopenpeaks wurde
jeweils als 100 % definiert und die Signalintensitéiten der iibrigen Peaks darauf normiert. Die
berechneten Intensitéiten unterschieden sich um maximal +4.1 % und -2.7 % von den expe-
rimentellen Werten. Diese vergleichsweise hohen Abweichungen traten allerdings nur bei den
ersten drei Isotopenpeaks auf. Da alle verwendeten one-source-Standards mindestens 4 Da
schwerer als das zugehorige endogene Peptid waren, trat eine Uberlagerung der Isotopenmu-
ster erst ab dem fiinften Isotopenpeak auf. In diesem Bereich lag die Abweichung zwischen
-0.1 % und +1.8 %.

Tabelle 3.1.: Vergleich von berechneten und experimentellen Isotopenmustern am Beispiel
von einigen Peptid/Phosphopeptid-Paaren zelluldrer Signalproteine. Die Iso-
topenmusterberechnung wurde mit der Internet-Software Sheffield ChemPuter
(http://winter.group.shef.ac.uk/chemputer/) durchgefiihrt.

Relative Intensitét

Peptidsequenz Summenformel Isotopen-  berechnet experi- Abwei-
(Protein) peak [%] mentell chung
[%] [%]

DGRGYVPATIK Cs2Hg5N15016 1 100.0 100.0 -
(STAT®6) 2 63.4 61.6 1.8

3 22.8 21.9 0.9

4 6.2 4.6 1.6

5 1.3 0.9 0.4
DGRGpYVPATIK Cs2HggN15019P 1 100.0 100.0 -
(STATS) 2 63.5 61.5 2.0

3 23.5 23.3 0.2

4 6.6 4.7 1.9

5 1.4 1.1 0.3

Fortsetzung ndchste Seite
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3.1. Entwicklung von one-source-Peptid-/Phosphopeptidstandards

Tabelle 3.1.: Vergleich von berechneten und experimentellen Isotopenmustern am Beispiel von einigen
Peptid /Phosphopeptid-Paaren zellulidrer Signalproteine (Fortsetzung).

Relative Intensitét

Peptidsequenz Summenformel Isotopen-  berechnet experi- Abwei-
(Protein) peak [%] mentell chung
[%] [%]
DSERRPHFPQFSYSASGTA Co3H134N25031 1 88.1 86.5 1.6
(AKT1) 2 100.0 100.0 -
3 61.7 63.2 -1.5
4 27.1 27.6 -0.5
5 9.6 9.1 0.5
6 2.7 2.5 0.2
7 0.7 0.6 0.1
8 0.1 0.3 -0.2
DSERRPHFPQFpSYSASGTA Co3H135N28034P 1 88.0 84.8 3.2
(AKT1) 2 100.0 100.0 -
3 62.3 63.7 -1.4
4 27.7 28.5 -0.8
5 10.0 9.1 0.9
6 2.9 2.8 0.1
7 0.8 0.9 -0.1
8 0.1 0.2 -0.1
TADPEHDHTGFLTEYVATR CoeH142N26032 1 86.0 81.9 4.1
(ERK1) 2 100.0 100.0 -
3 63.1 61.3 1.8
4 28.2 27.6 0.6
5 10.2 9.4 0.8
6 3.0 2.4 0.6
7 0.8 0.5 0.3
8 0.1 0.3 -0.2
IADPEHDHTGFLTEpYVATR Co6H143N26035P 1 85.9 87.3 -1.4
(ERK1) 2 100.0 100.0 -
3 63.7 64.7 -1.0
4 28.9 28.8 0.1
5 10.6 10.3 0.3
6 3.1 2.6 0.5
7 0.8 0.7 0.1
8 0.2 0.2 0.0
IADPEHDHTGFLpTEpYVATR CosH144N260338P2 1 85.8 85.5 0.3
(ERK1) 2 100.0 100.0 -
3 64.2 62.7 1.5
4 29.5 29.2 0.3
5 11.0 10.2 0.8
6 3.3 2.4 0.9
7 0.9 0.5 0.4
8 0.2 0.3 -0.1
VADPDHDHTGFLTEYVATR Co4H138N26032 1 87.7 86.2 1.5
(ERK2) 2 100.0 100.0 -
3 62.1 63.0 -0.9
4 27.4 27.5 -0.1
5 9.8 9.4 0.4
6 2.8 2.4 0.4
7 0.7 0.5 0.2
8 0.1 0.1 0.0
VADPDHDHTGFLTEpYVATR Co4H139N26035P 1 87.6 85.9 1.7
(ERK2) 2 100.0 100.0 -
3 62.7 64.0 -1.3
4 28.0 28.9 -0.9
5 10.2 10.1 0.1
6 3.0 2.6 0.4
7 0.8 0.6 0.2
8 0.1 0.1 0.0

Fortsetzung ndchste Seite
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Tabelle 3.1.: Vergleich von berechneten und experimentellen Isotopenmustern am Beispiel von einigen

Peptid /Phosphopeptid-Paaren zelluldrer Signalproteine (Fortsetzung).

Relative Intensitét

Peptidsequenz Summenformel Isotopen-  berechnet experi- Abwei-
(Protein) peak %] mentell chung
(%] (%]
VADPDHDHTGFLPTEPYVATR _ Coall120N26O3sP2 1 875 90.2 2.7
(ERK2) 2 100.0 100.0 -
3 63.3 63.7 -0.4
4 28.7 29.6 -0.9
5 10.6 10.7 -0.1
6 3.2 2.8 0.4
7 0.8 0.5 0.3
8 0.2 0.1 0.1
QADEEMTGYVATR CeoHosN17024S 1 100.0 100.0 -
(p388) 2 73.8 71.8 2.0
3 36.3 36.1 0.2
4 13.4 13.0 0.4
5 4.0 3.3 0.7
6 1.0 0.7 0.3
7 0.2 0.1 0.1
QADEEMpTGpYVATR CeoHo7N17030SP2 1 100.0 100.0 -
(p3883) 2 74.1 72.4 1.7
3 37.7 34.0 3.7
4 14.4 11.0 3.4
5 4.5 2.7 1.8
6 1.2 1.1 0.1
7 0.3 0.7 -0.4

Fiir die vorliegende Arbeit wurden sowohl experimentelle als auch berechnete Isotopenmu-
ster zur Korrektur der Standardintensitéiten verwendet. Die korrigierten Intensititen unP*
und P* der Monoisotopenpeaks von Standardpeptid und Standardphosphopeptid wurden wie

in Formel 3.4 und 3.5 berechnet.

unP* = unP} — Kf,pp - unP (3.4)
P*=P;.—Kfp-P (3.5)
mit
unP*,1s, P*.hs = Absolutintensitit des Monoisotopenpeaks von Standardpep-
tid bzw. Standardphosphopeptid
Kfuup, Kfp = Korrekturfaktor resultierend aus dem Isotopenmuster des
unphosphorylierten bzw. phosphorylierten Zielpeptids
unP, P = Intensitdt des Monoisotopenpeaks von Zielpeptid bzw.

Zielphosphopeptid

Die Bestimmung des Korrekturfaktors Kf wird an folgendem Beispiel deutlich: Bei dem
p388-Peptiddublett QADEEMTGYVATR und QADEEMTGYVA*TR (A* = A+ 4 Da) wird
der Monoisotopenpeak des Standards vom fiinften Isotopenpeak des unmarkierten Peptids
iiberlagert. Geméafi Tab. 3.1 betréigt der Korrekturfaktor Kf,,p 0.040 auf Grundlage des be-
rechneten oder 0.033 auf Grundlage des experimentellen endogenen Isotopenpatterns.
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3.1. Entwicklung von one-source-Peptid-/Phosphopeptidstandards

3.1.5. Validierung der Wiederfindung

Die Wiederfindung der one-source-Standardmethode wurde anhand von Referenzmischungen
mit definierten Phosphorylierungsgraden iiberpriift. Da kein kommerzielles Protein fiir die-
sen Zweck verfiighar war, wurden verschiedene, volumetrisch definierte Mischungen eines dop-
pelt phosphorylierten und unphosphorylierten Peptids in unmarkierter Form hergestellt. Dafiir
wurde das Peptidpaar QADEEMpTGpYVATR und QADEEMTGY VATR verwendet, das bei
tryptischem Verdau der MAPK p38/ entsteht. Wie ERK1/2 und JNK wird auch p384 durch
duale Phosphorylierung des Sequenzmotivs -TXY- aktiviert (Platanias, 2003).

Die Herstellung der Referenzmischungen in den Verhéltnissen 1:10, 1:5, 1:2, 1:1, 2:1, 5:1
und 10:1 erfolgte gem&fl dem one-source-Prinzip (Abb. A.1 auf Seite 121). Zu den Referenzmi-
schungen wurde das entsprechende isotopenmarkierte Standardpaar QADEEMpTGpYVA*TR
und QADEEMTGYVA*TR (Abb. A.2 auf Seite 121) im 1:1-Verhéltnis zugegeben. Alle Re-
ferenzmischungen wurden unabhéngig voneinander in vierfacher Ausfithrung hergestellt und
mittels nanoUPLC-MS analysiert (Abb. A.3 auf Seite 122). Im Anschluss wurden die molaren
Verhéltnisse und Phosphorylierungsgrade der unmarkierten Spezies bestimmt. Die Massen-
spektren von drei Referenzmischungsanalysen sind in Abb. 3.6 auf Seite 46 dargestellt.

Da die Standardintensitéiten auf gleiche Hohe normiert wurden, kann das molare Verhéltnis
zwischen phosphoryliertem und unphosphoryliertem Referenzpeptid (MVp,p) direkt abge-
lesen werden. Die Spektren zeigen eine gute Ubereinstimmung zwischen volumetrischen und
experimentellen MVp /,,p-Werten.

Die relative Standardabweichung bei der Analyse des molaren Verhéltnisses war bei einem
MVp /unp-Wert nahe 1 am kleinsten; bei MVp /,,p = 0.5 und MVp /,,p = 1.0 lag sie unter 5 %
(Tab. A.2 auf Seite 147). Wie in Abb. 3.7 auf Seite 47 ersichtlich, stimmten auch die expe-
rimentellen Phosphorylierungsgrade mit den volumetrischen sehr gut iiberein. Die maximale
Differenz zwischen den mittleren experimentellen und volumetrischen Phosphorylierungsgra-
den betrug 0.9 % (Tab. A.3 auf Seite 147). Alle Phosphorylierungsgrade wurden hoch repro-
duzierbar mit einer Standardabweichung < 1.6 % bestimmt. Die relative Standardabweichung
betrug selbst bei Phosphorylierungsgraden im unteren prozentualen Bereich maximal 10.4 %.

3.1.6. Validierung der Richtigkeit

Um die Richtigkeit der one-source-Standardmethode zu testen, wurde der Phosphorylierungs-
grad eines Proteins bei Verwendung von Proteasen mit unterschiedlicher Spezifitidt bestimmt.
Trotz unterschiedlicher Sequenzen der erzeugten Spaltpeptide sollten die Phosphorylierungs-
grade im Rahmen der Messgenauigkeit identisch sein. Fiir diese Analyse wurde endogenes
immunprézipitiertes STAT6 verwendet — ein Transkriptionsfaktor, der zur Familie der STAT-
Proteine gehort und in L.1236-Zellen exprimiert wurde. Sobald STAT6 durch Rezeptor-assozi-
ierte Kinasen phosphoryliert wird, kann es als Dimer in den Zellkern eindringen und dort die
Transkription von Zielgenen aktivieren (Schindler & Darnell, 1995). In L1236-Zellen ist ein
Teil der STAT6-Molekiile stiandig phosphoryliert.

Von sechs identischen STAT6-Gelbanden wurden drei Banden mit einer Kombination aus
AspN und LysC und drei Banden mit AspN allein verdaut (Abb. 3.8A auf Seite 48). Bei
Verwendung von AspN war die biologisch relevante STAT6-Phosphorylierungsstelle Tyr641
(Mikita et al., 1996) in dem 16mer Peptid DGRG-Y-VPATIKMTVER vorhanden, wohingegen
beim kombinierten AspN- und LysC-Verdau Tyr641 auf dem kiirzeren 11mer Peptid DGRG-Y-
VPATIK lokalisiert war. Fiir beide Peptide wurden die entsprechenden one-source-Standards
(Abb. A.4 und A.5, Seite 123), von denen das 16mer Peptid mit D* und das 11mer Peptid
mit V* markiert war, dreimal unabhiingig voneinander hergestellt und den Verdaus zugege-
ben. Da das AspN-generierte Peptid einen Methioninrest enthielt, wurden diese Proben vor
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Abbildung 3.6.: Reprisentative nanoUPLC-MS-Analyse einer 1:1-, 10:1- und 1:10-Referenzmischung
der synthetischen p385-Peptide QADEEMpTGpY VATR und QADEEMTGYVATR
in unmarkierter Form. Die Referenzmischungen wurden gemifl dem one-source-
Prinzip erzeugt und die isotopenmarkierten Standards QADEEMpTGpYVA*TR
und QADEEMTGYVA*TR, jeweils im 1:1-Verhéltnis zugegeben. Die Normierung
der Standardintensitéiten auf gleiche Hohe erlaubt die direkte Ablesung des molaren
Verhéltnisses zwischen phosphoryliertem und unphosphoryliertem Referenzpeptid
(MVp junp) zur Berechnung des Phosphorylierungsgrads (P-Grad) (A* = [t3C3,5N]-
Alanin).
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Abbildung 3.7.: Phosphorylierungsgrade von definierten Referenzmischungen der synthetischen Pep-
tide QADEEMpTGpYVATR und QADEEMTGYVATR. Die experimentellen Werte
wurden gegen die volumetrischen aufgetragen, die sich aus der Mischungszusammen-
setzung der beiden Peptide ergeben. Angezeigt sind die mittleren Phosphorylierungs-
grade aus vier unabhéngigen Messungen.

der nanoUPLC-MS/MS-Analyse mit Wasserstoffperoxid aufoxidiert. So wurde eine Aufspal-
tung des Signals in eine oxidierte und nicht-oxidierte Fraktion verhindert und eine eventuelle
Wechselwirkung zwischen Oxidation und Phosphorylierung ausgeschlossen. Abb. 3.8B zeigt
reprasentative Massenspektren fiir beide Verdaubedingungen.

Die quantitative Auswertung ergab einen Phosphorylierungsgrad fiir Tyr641 von 9.2 + 1.1 %
(Mittelwert £ SD, n=3) basierend auf dem 11mer Peptid und einen entsprechenden Wert von
8.3 + 1.4 % basierend auf dem 16mer Peptid (Tab. 3.2). Die Abweichung der Resultate war
nicht signifikant; sie lag innerhalb des experimentellen Fehlers. Die relative Standardabwei-
chung der phosphorylierten STAT6-Fraktion betrug maximal 16.8 % und die der unphosphory-
lierten Fraktion 1.5 %. Der Unterschied ist darauf zuriickzufiihren, dass bei gleicher absoluter
Standardabweichung die relative Standardabweichung bei einem niedrigeren Fraktionsanteil
hoher ist. Der mittlere Fehler beider Fraktionen lag unter 10 %.

Tabelle 3.2.: Prozentuale Anteile der unphosphorylierten und Tyr641-phosphorylierten STATG6-
Fraktionen bei AspN + LysC- oder AspN-Verdau. Angegeben sind die Ergebnisse aus
jeweils drei unabhiingigen technischen Replikaten. Bei der quantitativen Auswertung
des AspN-Verdaus wurde die Intensitdt des unphosphorylierten Standardpeptids nach
Formel 3.4 mit dem Faktor Kf,,p = 0.023 korrigiert.

Fraktion von totalem STAT6 [%)]

AspN + LysC-Verdau AspN-Verdau
Messung Nr. unP pY unP pY
1 92.1 7.9 93.2 6.8
2 90.1 9.9 90.4 9.6
3 90.4 9.6 914 8.6
Mittelwert £ SD  90.8 £ 1.1 9.2 + 1.1 91.7+14 83+14
RSD 1.2 11.6 1.5 16.8
Mittlere RSD 6.4 9.2
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Abbildung 3.8.: Analyse des Phosphorylierungsgrads von Tyr641 in STAT6 bei unterschiedlichen
Verdaubedingungen. Ein 1.1236-Zelllysat wurde in sechs identische Aliquots geteilt,
STATG6 jeweils immunprézipitiert und mit SDS/PAGE gereinigt. Je drei Gelban-
den wurden mit AspN + LysC oder mit AspN allein verdaut (A). Zu jedem Ver-
dau wurde das entsprechende one-source-Peptid/Phosphopeptid-Standardpaar im
1:1-Verhaltnis zugegeben, der AspN-Verdau zusétzlich aufoxidiert und die Mischun-
gen mit nanoUPLC-MS/MS analysiert. Gezeigt sind reprisentative Massenspektren
der STATG6-Peptide DGRG-[Y/pY]-VPATIK (AspN + LysC-Verdau) und DGRG-
[Y/pY]-VPATIKoxMTVER (AspN-Verdau), die auf das 1:1-Verhéltnis der Standard-
peptide normiert wurden (B). Die Standards enthielten [13C,,'"N]-Asparaginsiure
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oder [13C5, 5N]-Valin.
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3.1.7. Validierung der Reproduzierbarkeit bei Peptiden mit einer
Phosphorylierungsstelle

Als n#chstes wurde die Reproduzierbarkeit der Phosphorylierungsgradbestimmung mit one-
source-Standards getestet. Dazu wurden drei identische Gelbanden von STAT6, das aus MedB-
1-Zellen isoliert war, jeweils mit AspN verdaut und die Verdaus anschliefend in vier, drei oder
zwei Aliquots geteilt. Da ein relativ hoher Phosphorylierungsgrad an Position Tyr641 erwartet
wurde, wurde der Standard fiir das 16mer Peptid in einem Phosphopeptid/Peptid-Verhéltnis
von 4:1 den Aliquots zugegeben (Abb. 3.4 auf Seite 40). Anders als bei dem im letzten Ab-
schnitt beschriebenen Versuch, bei dem der Standard fiir jede Probe neu hergestellt wurde,
wurde hier derselbe Standardansatz fiir alle Aliquots verwendet. Die mittleren Phosphorylie-
rungsgrade der analysierten STAT6-Banden betrugen 66.3 % (n=4), 68.1 % (n=3) und 67.4 %
(n=2) (Tab. 3.3). Die Unterschiede der verschiedenen Banden waren nicht signifikant; sie lagen
innerhalb der Standardabweichung der Einzelwerte (0.6 %, 3.5 %). Die mittlere relative Stan-
dardabweichung betrug maximal 8.2 %; sie war mit derjenigen im letzten Abschnitt (9.2 %,
Tab. 3.2 auf Seite 47) vergleichbar. Wie die Resultate belegen, war sowohl der Prozess der
Probenaufarbeitung als auch die Herstellung von one-source-Standards hoch reproduzierbar.

Tabelle 3.3.: Prozentuale Anteile der unphosphorylierten und Tyr641-phosphorylierten STATG6-
Fraktionen dreier identischer Immunprézipitate. STAT6 wurde in-Gel mit AspN ver-
daut, die Peptidlosungen in 4, 3 oder 2 Aliquots geteilt und nach Zugabe von one-
source-Standards mit nanoUPLC-MS/MS gemessen. Die Fraktionsanteile wurden unter
Beriicksichtigung der Korrekturfaktoren Kf,,p = 0.022 und Kfp = 0.022 berechnet.

Fraktion von totalem STAT6 [%)]

1P1 P2 1P3
Messung Nr. unP pY unP pY unP pY
1 33.0 67.0 35.1 64.9 30.6 69.4
2 34.4 65.6 32.5 67.5 34.7 65.3
3 33.4 66.6 28.1 71.9
4 34.0 66.0
Mittelwert + SD  33.7 £ 0.6 66.3 + 0.6 31.9 £ 35 681+3.5 327 £21% 674+ 2.1¢
RSD 1.8 0.9 11.1 5.2
Mittlere RSD 1.4 8.2

%Anstelle der Standardabweichung ist die Differenz der Einzelwerte vom Mittelwert angegeben.

3.1.8. Phosphorylierungsgradbestimmung von Peptiden mit zwei
Phosphorylierungsstellen

Bei manchen Signalproteinen reicht die Phosphorylierung an einer Stelle aus, um ihre Funktion
zu &ndern (z.B. She et al., 2005; Shuai et al., 1993). Im Gegensatz dazu wird die Funktion vie-
ler anderer Proteine durch mehrere Phosphorylierungsereignisse reguliert (zusammengefasst
in Cohen, 2000; Salazar & Hofer, 2009). Nahe beieinander liegende Phosphorylierungsstel-
len kénnen auf demselben proteolytischen Peptid vorliegen. ERK?2 ist beispielsweise ein En-
zym, welches fiir seine vollstdndige Aktivierung zwei Phosphorylierungen an Thr183/185 und
Tyr185/187 (Maus/Mensch) benétigt. Der tryptische Verdau von ERK2 generiert das 19mer
Peptid VADPDHDHTGFLTEYVATR mit beiden Phosphorylierungsstellen. Das Peptid kann
in drei phosphorylierten Formen auftreten: den beiden einfach phosphorylierten Peptidisome-
ren und der doppelt phosphorylierten Spezies. Um den Phosphorylierungsgrad von Proteinen
spezifisch zu bestimmen, wird fiir jede Phosphorylierungsform ein eigenes Peptid/Phosphopep-
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tid-Standardpaar benotigt. Folglich erfordert die vollstdndige Charakterisierung des ERK2-
Peptids drei one-source-Standardpaare. Fiir die getrennte Detektion mehrerer one-source-
Standards ist eine individuelle Isotopenmarkierung essentiell, da die entsprechenden unphos-
phorylierten Komponenten die gleiche Sequenz aufweisen. Fiir das oben genannte ERK2-Peptid
wurde dies durch eine unterschiedliche Anzahl isotopenmarkierter Aminoséuren (Abb. 3.9A-D)
realisiert, so dass Standardpaare mit einer Massenverschiebung von +4, +8 und +14 Da er-
zeugt wurden (Abb. A.6-A.8 auf Seite 124). Die beiden einfach phosphorylierten Peptidisomere
wurden durch nanoUPLC vollsténdig getrennt (Abb. 3.9E und F). So war deren spezifische
Quantifizierung maoglich.

720.02 === =e JE 746.68
100~ 72036 768.98
90— ** *%
* 768.65 | *
80— 716.68 8l == - o —— 769.99 e — 744.68
§ 70— |
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Abbildung 3.9.: Prinzip der positionsspezifischen Phosphorylierungsgradbestimmung am Beispiel des

ERK2-Peptids VADPDHDHTGFLTEYVATR mit zwei Phosphorylierungsstellen.
Das Peptid kann in unphosphorylierter -TEY- (A), doppelt -pTEpY- (B), einfach
-TEpY- (C) und einfach -pTEY- (D) phosphorylierter Form auftreten. Die beiden
Phosphopeptidisomere wurden mittels nanoUPLC getrennt (E, F). Fiir jede Phos-
phopeptidspezies wurde ein one-source-Peptid /Phosphopeptid-Standardpaar im 1:1-
Verhiltnis (angedeutet durch gestrichelte Linien) zugegeben. Die relativen Signal-
intensitdten der endogenen Peptidspezies in den normalisierten Massenspektren re-
préasentieren deren molare Verhéltnisse. Die unterschiedlich phosphorylierten Formen
der ERK2-Peptidstandards wurden wie folgt markiert: -pTEpY- (= A*); -TEpY-
(=A*+A*); -pTEY- (=A*+A*+F*).

Die molaren Verhiltnisse MVp p, yup (n = 1, 2, 3) fiir drei unterschiedlich phosphorylierte
Spezies eines Peptids mit zwei Phosphorylierungsstellen wurden geméfi Formel 3.6 berechnet.
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MVP,n/unP unP - P .y, (36)
mit
unP™* /unP = Intensitétsverhéltnis der korrigierten Monoisotopensignale von indi-
viduellem unphosphorylierten Standardpeptid/Zielpeptid
p, /pm* = Intensitédtsverhéltnis der korrigierten Monoisotopensignale von
Zielphosphopeptidspezies n/individuellem Phosphopeptidstandard n
Xn/Yn = molares Verhiltnis des one-source-Standardpaars n

Der Phosphorylierungsgrad fiir eine Phosphopeptidspezies n sowie der Anteil der unphos-
phorylierten Fraktion wurde gemé&fl den Formeln 3.7 und 3.8 berechnet.

MVp , jun
P — Grad, = P00 9% (3.7)
1+ 3 7%=1 MVp . junp
1
unP — Grad = -100 % (3.8)

1+ 3321 MVp & junp

Um moglichst genaue Phosphorylierungsgrade zu erhalten, erfolgte eine rechnerische Korrek-
tur der monoisotopischen Standardintensitéten, sofern sie vom jeweiligen leichten Isotopenmu-
ster iiberlagert waren. Tab. 3.4 zeigt am Beispiel der Phosphorylierungsgradbestimmung von
ERK2, wie die Korrekturwerte berechnet wurden. Diese wurden von den Absolutintensititen
der monoisotopischen Standardpeaks subtrahiert. Es wurden nur die Standardintensitéten kor-
rigiert, bei denen die Differenz zum leichten Isotopenmuster < 5 Da war. Bei hoheren Mas-
sendifferenzen war der Anteil der Uberlagerung sehr gering (< 0.9 % des hochsten leichten
Isotopenpeaks, siche Tab. 3.1 auf Seite 42ff); sie wurde in diesen Fillen vernachlissigt.

Tabelle 3.4.: Korrekturwerte der monoisotopischen Peakintensitdten zur Phosphorylierungsgradbe-
stimmung von ERK2. Eckige Klammern beziehen sich auf die Signalintensitét des jeweils
angegebenen m/z-Werts.

ERK2-Peptidspezies Formelbezeichnung m/z (z=3) Korrekturwert
VADPDHDHTGFLTEYVATR unP 715.34 -
VADPDHDHTGFL pT E pY VATR P, 742.00 -
VADPDHDHTGFLTE pY VATR P; 742.00 -
VADPDHDHTGFL pT EYVATR Ps 768.65 -
VA*DPDHDHTGFLTEYVATR unpP* 716.68 0.098%-[715.68]
VA*DPDHDHTGFLTEYVA*TR unp** 718.01 0.085%[717.01]
VA*DPDHDHTGF*LTEYVA*TR unp*r* 720.02 -
VA*DPDHDHTGFL pT E pY VATR P* 769.99 0.106%-[768.98]
VA*DPDHDHTGFLTE pY VA*TR pP** 744.68 -
VA*DPDHDHTGF*L pT EYVA*TR  P*** 746.68 -

@Korrekturfaktor berechnet aus natiirlicher Isotopenverteilung (Tab. 3.1 auf Seite 42ff)
bKorrekturfaktor experimentell ermittelt
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Tabelle 3.5.: Reproduzierbarkeit der Phosphorylierungsgradbestimmung von GST-ppERK2 bei Vier-
fachmessung zweier Verdaus mit identischen oder jeweils neu hergestellten Standards.
Das verwendete GST-ppERK2 stammte aus verschiedenen Herstellungschargen.

Fraktion von totalem GST-ppERK2 [%]

identische Standards neue Standards
Replikat Nr. pTpY pY pT unP pITpY pY pT unP
1 36.4 351 11.8 16.7 23.3 43.8 12.0 21.0
2 36.5 32.1 134 18.1 27.0 44.5 109 17.6
3 36.8 343 12.0 16.9 26.7 475 102 156
4 36.6 334 126 174 234 483 10.8 17.5
Mittelwert 36.6 33.7 12,5 17.3 25.1 46.0 11.0 17.9
SD 0.2 1.3 0.7 0.6 2.1 2.2 0.8 2.2
RSD 0.5 39 59 36 8.2 4.8 69 124
Mittlere SD  absolut: 0.7 / relativ: 3.5 absolut: 1.8 / relativ: 8.1

3.1.9. Validierung der Reproduzierbarkeit bei Peptiden mit zwei
Phosphorylierungsstellen

Die Reproduzierbarkeit der Phosphorylierungsgradbestimmung bei Peptiden mit zwei Phos-
phorylierungsstellen wurde am Beispiel von aktivem GST-markierten ERK2 (GST-ppERK?2)
bei wiederholter Injektion desselben Proteinverdaus getestet. Dazu wurden zwei Gelbanden
von GST-ppERK2 (aus unterschiedlichen Herstellungschargen) getrennt verdaut und die Pep-
tidlosungen in jeweils vier identische Aliquots geteilt. Zu den Aliquots der ersten Bande wurden
one-source-Standards eines Herstellungsansatzes und zu denen der zweiten Bande jeweils neu
hergestellte Standards aus verschiedenen Ansétzen zugegeben. Nach der nanoUPLC-MS/MS-
Analyse wurden die Peptidfraktionen pTpY, pY, pT und unP quantitativ bestimmt (Tab. 3.5).
Die Vierfachmessung des Verdaus mit identischen Standards ergab fiir die verschiedenen Frak-
tionen eine mittlere absolute Standardabweichung von 0.7 %, was einer relativen Standard-
abweichung von 3.5 % entsprach. Die relative Standardabweichung bei dem Verdau, der mit
Standards aus verschiedenen Herstellungsansitzen analysiert wurde, betrug durchschnittlich
8.1 % und war damit um 4.6 % hoher als bei Verwendung identischer Standards. Die zugehérige
absolute Standardabweichung lag bei 1.8 %.

Im néchsten Schritt wurde die Reproduzierbarkeit der one-source-Standardmethode anhand
einer Messreihe gepriift, bei der die analysierten GST-ppERK?2-Verdaus aus verschiedenen Gel-
banden stammten. Zusétzlich wurde der Einfluss einer Immunprézipitation auf die Genauigkeit
der Phosphorylierungsgrade getestet. Dafiir wurden je 325 ng GST-ppERK2 vier identischen
Zelllysaten aus primédren Maushepatozyten zugegeben und mittels Immunprézipitation und
SDS/PAGE gereinigt. Als Kontrolle wurde viermal die gleiche Menge unbehandeltes GST-
ppERK2 auf das Gel aufgetragen. Durch die GST-Markierung war das Molekulargewicht des
rekombinanten Proteins um 26 kDa erhoht, so dass markiertes und endogenes ERK2 im Gel
vollsténdig voneinander getrennt wurden. Die GST-ppERK2-Banden wurden mit Trypsin ver-
daut, one-source-Standards eines Herstellungsansatzes zugegeben und die Proteinfraktionen
mittels nanoUPLC-MS/MS-Analyse quantifiziert.

Fiir die immunprézipitierten Proteinfraktionen wurde eine mittlere absolute Standardabwei-
chung von 1.6 % und eine relative Standardabweichung von durchschnittlich 7.6 % ermittelt
(Tab. 3.6 auf Seite 53). Bei den Kontrollbanden waren die Standardabweichungen vergleichbar
mit Werten von 1.6 % (absolut) und 6.8 % (relativ). Die Fraktionsanteile der verschiedenen
Spezies waren im Rahmen der Messgenauigkeit fiir beide Bedingungen identisch. Die Resul-
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Tabelle 3.6.: Reproduzierbarkeit der Phosphorylierungsgradbestimmung von 325 ng GST-ppERK?2
nach Immunprézipitation aus einem priméren Maushepatozyten-Lysat und in-Gel-
Verdau oder nach in-Gel-Verdau allein (Kontrolle). Zu den vier technischen Replikaten
wurden one-source-Standards desselben Herstellungsansatzes zugegeben.

Fraktion von totalem GST-ppERK2 [%]

aus Zelllysat isoliert Kontrolle
Replikat Nr. pTpY pY pT unP pTpY pY pT unP
1 40.7 294 116 18.2 38.4 30.1 12,6 18.9
2 378 314 125 183 40.0 31.3 136 15.1
3 372 326 14.0 16.2 36.4 351 11.8 16.7
4 423 314 105 154 36.5 321 134 18.1
Mittelwert 39.5 312 122 171 37.8 322 129 17.2
SD 24 1.3 15 1.3 1.7 21 08 1.7
RSD 6.2 42 120 7.8 4.5 6.6 64 9.7
Mittlere SD  absolut: 1.6 / relativ: 7.6 absolut: 1.6 / relativ: 6.8

tate belegen, dass die Immunprézipitation die Richtigkeit und Reproduzierbarkeit der Phos-
phorylierungsgradbestimmung kaum beeintrichtigte. Allerdings war die Standardabweichung
bei der Analyse der unbehandelten Verdaus aus mehreren identischen GST-ppERK2-Banden
(absolut /relativ: 1.6/6.8 %) etwa 2mal hoher als bei der Mehrfachmessung desselben Verdaus
mit Standards eines Herstellungsansatzes (absolut /relativ: 0.7/3.5 %) (Tab. 3.5 auf Seite 52).
Diese Zunahme war folglich auf den Prozess des in-Gel-Verdaus und der Peptidextraktion
zuriickzufithren.

3.1.10. Uberpriifung der Phosphatase-Aktivitit in Zelllysaten

Eine Grundvoraussetzung fiir die Richtigkeit der one-source-Standardmethode ist das Fehlen
jeglicher Phosphatase-Aktivitdt in den Zelllysaten. Nur dann kann davon ausgegangen wer-
den, dass die experimentell ermittelten Phosphorylierungsgrade den tatséchlichen Zustand in
vivo zum Zeitpunkt der Zelllyse widerspiegeln. Aus dem im letzten Abschnitt beschriebenen
Versuchsaufbau kann neben der Reproduzierbarkeit auch die Aktivitit von zelluldren Phos-
phatasen in Anwesenheit von Phosphatase-Inhibitoren abgeleitet werden. Zur Uberpriifung
der zelluldren Phosphatase-Aktivitdt wurde der Versuch leicht modifiziert: die GST-ppERK2-
Konzentration war mit 25 ng 13mal niedriger, und gleichzeitig wurden 2.5mal mehr Zellen fiir
das Lysat verwendet.

Wie die unterschiedlichen Intensitédten der GST-ppERK2-Banden nach der gelelektropho-
retischen Trennung (Abb. 3.10A auf Seite 54) zeigen, fithrte die Immunprézipitation zu einem
signifikanten Proteinverlust. Ein Vergleich der Peakhohen zweier GST-ppERK2-Peptide oh-
ne Phosphorylierungsstellen ergab, dass die Wiederfindung dieses Anreicherungsverfahren bei
nur etwa 30 % lag (Abb. A.9 auf Seite 125). Trotz des absoluten Konzentrationsunterschieds
stimmten die experimentellen Phosphorylierungsmuster zwischen dem immunprézipitierten
und unbehandelten Protein gut {iberein (Abb. 3.10B und Abb. A.10 auf Seite 125). Im Durch-
schnitt waren die Anteile der pTpY- und pY-Fraktion nach der Immunprézipitation zwar um
2.8 und 2.9 % niedriger und die der pT- und unP-Fraktion um 1.1 und 4.5 % héher im Ver-
gleich zur Kontrolle (Tab. A.4 auf Seite 148); jedoch lagen alle Unterschiede im Bereich der
zweifachen Standardabweichung.

Aufgrund der vorliegenden Daten konnte eine Restaktivitdt von zelluliren Phosphatasen
trotz Phosphatase-Inhibitoren nicht génzlich ausgeschlossen werden. Allerding waren die be-
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Abbildung 3.10.: Test auf Phosphatase-Aktivitdt in Zelllysaten; A) SDS/PAGE von GST-ppERK2

nach Immunprézipitation und ohne Behandlung. Je 25 ng GST-ppERK2 wurden
vier identischen Lysaten aus primé#ren Maushepatozyten zugegeben, mit ERK1-
Antikérper immunprézipitiert und vom endogenen ERK2 mittels SDS/PAGE
getrennt. Als Kontrolle wurde viermal die gleiche Menge unbehandeltes GST-
ppERK2 auf das Gel aufgetragen. Die annotierten Proteinbanden wurden mittels
nanoUPLC-MS/MS-Analyse und Mascot-Datenbanksuche identifiziert. Die gestri-
chelten Linien zeigen die Grofle der ausgeschnittenen Banden fiir die weitere Pro-
zessierung; B) Prozentuale Anteile der verschiedenen Fraktionen von GST-ppERK2
mit und ohne Immunprézipitation. Die Fehlerbalken geben die einfache Standard-
abweichung der vier Replikate an.
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obachteten Unterschiede sehr gering; sie wurden daher bei der Auswertung biologisch relevanter
Daten nicht beriicksichtigt.

3.1.11. Bestimmung von Phosphorylierungsgraden im unteren Prozentbereich

Ziel der néchsten Untersuchung war es, festzustellen, ob mit Hilfe von one-source-Standards
auch Phosphorylierungsgrade im unteren Prozentbereich von ca. 1-10 % genau bestimmt wer-
den konnen. Dafiir wurde die Aktivierungskinetik von ERK2 in der menschlichen Keratino-
zytenzelllinie HaCaT A5 nach in vitro-Stimulation mit GM-CSF gemessen. Ahnlich der Akti-
vierung durch RTK kann die MAPK-Signalkaskade durch Zytokinrezeptoren aktiviert werden
(Kapitel 1.3). Im Unterschied zu RTK aktiviert der GM-CSF-Zytokinrezeptor die MAPK auf
einem niedrigen Niveau.

Die Stimulation der HaCaT Ab5-Zellen mit GM-CSF wurde einmal mit und einmal ohne
IL6-Blockade durchgefiihrt. Zu den angezeigten Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert; ERK2
wurde isoliert und fiir die Addition von one-source-Standards vorbereitet. Anschlieflend wur-
den die Proben mittels nanoUPLC-MS/MS analysiert. Bei dem tryptischen ERK2-Peptid
VADPDHDHTGFLTEYVATR wurde eine Phosphorylierung innerhalb des TEY-Motivs an
Thr185 und Tyrl87 eindeutig nachgewiesen (Abb. A.11 und A.12 auf Seite 126). Die quan-
titative Auswertung der phosphorylierten ERK2-Fraktionen ergab folgende Ergebnisse: Die
GM-CSF-Stimulation fithrte bei gleichzeitiger IL6-Blockade zu einer méfiigen Aktivierung.
Nach einem steilen initialen Anstieg wurden die héchsten Phosphorylierungsgrade bei 10 min
beobachtet (Abb. 3.11A auf Seite 56). Die Anteile von totalem ERK2 betrugen maximal 6.1 %
fiir die pTpY- und 10.2 % fiir die pY-Fraktion (Tab. A.5 auf Seite 148). Im weiteren Verlauf
nahm deren Phosphorylierung wieder ab, wobei die Ausgangswerte innerhalb von 90 min nicht
wieder erreicht wurden. Zusétzlich zur pTpY- und pY-Fraktion wurde ein kleiner Anteil der
pT-Spezies mit einem maximalen Phosphorylierungsgrad von 2.3 % beobachtet. Dieser Anteil
lag nur zwischen 10 und 20 min bei > 1 %. Trotz der niedrigen Phosphorylierungsgrade, die
in dieser Stimulationsstudie erzielt wurden, war das dynamische Verhalten der verschiedenen
ERK2-Fraktionen deutlich erkennbar.

Als Folge der GM-CSF-Stimulation ohne IL6-Blockade waren die experimentellen ERK2-
Phosphorylierungsgrade mit Werten zwischen 0.6 und 5.4 % extrem gering (Tab. A.6 auf Seite
148). Erneut wurden alle drei Phosphopeptidfraktionen detektiert; ihre Aktivierungsprofile
waren sehr dhnlich (Abb. 3.11B auf Seite 56). Nach einem geringen Anstieg im Zeitintervall
von 5 bis 20 min lagen die Anteile der verschiedenen Phosphopeptidspezies ab 25 min niedriger
als das Ausgangsniveau. Nur die pY-Fraktion stieg bei 90 min wieder etwas hoher an. Auch
bei dieser Kinetik konnte in Folge der GM-CSF-Stimulation ein Aktivierungsprofil — auf sehr
niedrigem Niveau — beobachtet werden.

3.1.12. Multiplex-Herstellung von one-source-Standards

Wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben, wird bei der Herstellung eines one-source-Standardpaars
das unphosphorylierte Standardpeptid durch Dephosphorylierung des Standardphosphopep-
tids erzeugt. Anders als bei absolut quantifizierten AQUA- (Gerber et al., 2003) oder PASTA-
Peptiden (Zinn et al., 2009) storen vorhandene Verunreinigungen wie Fehlsynthesen die Stan-
dardherstellung nicht: sie unterscheiden sich in ihrer Masse von den Standardpeptiden (Abb.
A.24 auf Seite 133). Auf dieser Basis wurde untersucht, ob mit antarktischer Phosphatase
mehrere Phosphopeptidstandards zeitsparend in einem Ansatz dephosphoryliert und kon-
trolliert werden konnen. Die Effizienz einer Triplex-Dephosphorylierung wurde anhand der
ERK2-Standards VA*DPDHDHTGFLpTEpYVATR, VA*DPDHDHTGFLTEpYVA*TR und
VA*DPDHDHTGF*LpTEYVA*TR getestet. Abb. 3.12 auf Seite 57 zeigt die nanoESI-MS-
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Abbildung 3.11.: ERK2-Phosphorylierungsprofile in HaCaT Ab5-Zellen als Antwort auf Stimula-
tion mit 100 ng/ml GM-CSF. ERK2-Immunprizipitate wurden denaturiert und
fiir die Zugabe von one-source-Standards vorbereitet. Nach der nanoUPLC-
MS/MS-Analyse wurden die Phosphorylierungsgrade der drei Phosphopeptidspe-
zies pTpY-, pY- und pT-ERK2 bestimmt; A) GM-CSF-Stimulation bei gleichzeiti-
ger Antikorperblockade von IL6; B) GM-CSF-Stimulation ohne IL6-Blockade. Die
Daten resultieren aus den Einzelmessungen je einer biologischen Zeitreihe.

Analyse der Standards vor und nach gemeinsamer Dephosphorylierung. Wie in den Massen-
spektren ersichtlich, waren alle Phosphopeptidstandards nach der Phosphatasebehandlung vir-
tuell zu 100 % dephosphoryliert. Die Daten demonstrieren, dass die Herstellung verschiedener
one-source-Standardpaare auch als Multiplex moglich ist.

3.2. Charakterisierung der quantitativen
Orbitrap-Massenspektrometrie-Daten

3.2.1. Bestimmung des linearen Messbereichs

Der lineare Messbereich eines Massenspektrometer-Detektors gibt den Bereich an, in dem
Signalintensitédten linear proportional dem Zuwachs der Ionenintensitéiten folgen. Solange die
Messung im linearen Bereich stattfindet, werden quantitative Daten mit hoher Genauigkeit
erzeugt, auch wenn die Intensitdten von Analyt- und Standardpeptiden deutlich verschieden
sind.

Basierend auf der guten Ubereinstimmung zwischen experimentellen und berechneten Iso-
topenmustern (Tab. 3.1 auf Seite 42ff) wurde deren Messgenauigkeit als Maf} fiir die Linea-
ritdt des Orbitrap-Massenspektrometers verwendet. Von 78 mittels Mascot in verschiedenen
nanoUPLC-MS/MS-Analysen identifizierten Peptiden mit einem Score > 14 wurde jeweils ein
iiber den gesamten Elutionsbereich gemitteltes Massenspektrum erstellt, die Signalintensitét
des monoisotopischen Peaks als 100 % definiert und die Intensitit des zweiten Isotopenpeaks
darauf normiert. Mit der Internet-Software Sheffield ChemPuter wurde die prozentuale Héhe
des zweiten Isotopenpeaks berechnet und mit der experimentellen Hohe verglichen (Tab. A.7
auf Seite 149ff). Der Betrag der Abweichung wurde in Abhéngigkeit der mittleren absoluten
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3.2. Charakterisierung der quantitativen Orbitrap-Massenspektrometrie-Daten
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Abbildung 3.12.: Triplex-Herstellung von one-source-Peptid /Phosphopeptid-Standard-

paaren; A) nanoESI-MS-Analyse  der ERK2-Phosphopeptidstandards
VA*DPDHDHTGFLpTEpYVATR (pp-P*), VA*DPDHDHTGFLTEpYVA*TR
(p-P**) und VA*DPDHDHTGF*LpTEYVA*TR (p-P***); B) nanoESI-MS-
Analyse der ERK2-Peptidstandards (unP*, unP** unP***) nach gemeinsamer
Dephosphorylierung mit antarktischer Phosphatase.

Signalintensitdt des Monoisotopenpeaks dargestellt (Abb. 3.13 auf Seite 58). Diese variier-
te bei den untersuchten Peptiden von 2.4-107 bis 5.1-10% counts und umfasste somit einen
Bereich von etwa vier Gréflenordnungen. Die Abweichungen nahmen mit abnehmender Sig-
nalintensitit kontinuierlich zu. Der maximale Abweichungsbetrag betrug 25.5 % bei einer
Signalintensitit von 7.0-103 counts. Im Bereich der hochsten experimentellen Intensitéiten von
2.4-107 bis 4.5-10% counts streuten die Abweichungsbetrige allerdings nur zwischen 0.0 und
2.4 %. Bis 3.6-10° counts war der Betrag der Abweichung bei allen Peptide < 5 %; erst bei
geringeren Intensititen traten auch hohere Werte auf. Definiert man eine Abweichung bis 5 %
als akzeptabel, so ergibt sich ein linearer Messbereich von etwa zwei Groéflenordnungen.

3.2.2. Schitzung der unteren Quantifizierungsgrenze fiir Phosphopeptide

Die untere Quantifizierungsgrenze fiir Phosphopeptide wurde mit Hilfe der kommerziellen,
absolut quantifizierten MassPREP™ Enolaseverdau- und Phosphopeptidmischung geschiitzt.
Diese enthielt eine einfach und doppelt phosphorylierte Version des tryptischen Enolase-Pep-
tids VNQIGTLSESIK in einer dquimolaren Enolaseverdau-Matrix. Die Phosphopeptide wur-
den auf verschiedene Konzentrationen von 100 bis 5 fmol verdiinnt, und die Losungen nach-
einander — beginnend mit der niedrigsten Konzentration — mittels nanoUPLC-MS/MS analy-
siert. Die experimentellen Isotopenmuster des einfach phosphorylierten Peptids stimmten im
Bereich von 100 bis 10 fmol und die des doppelt phosphorylierten Peptids von 100 bis 20 fmol
gut iiberein (Abb. 3.14 auf Seite 59). Im Gegensatz dazu wurden bei einer Konzentration von
5 bzw. 10 fmol jeweils nur noch die ersten beiden Isotopenpeaks detektiert. Diese Messungen
fanden folglich auflerhalb des linearen Bereichs statt. Bei 5 fmol war das zweifach phosphory-
lierte Peptid nur noch im Untergrund nachweisbar. Wie die Ergebnisse zeigen, betrégt die fiir
eine robuste Quantifizierung minimal erforderliche Phosphopeptidkonzentration abhéingig von
der Anzahl der Phosphorylierungsstellen etwa 10 bis 20 fmol.
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Abbildung 3.13.: Ermittlung des linearen Messbereichs des Orbitrap-Massenspektrometers. Von 78
identifizierten Peptiden (Mascot-Score > 14) wurde jeweils ein iiber das gesamte
Elutionszeitfenster gemitteltes Massenspektrum erstellt, die monoisotopische Sig-
nalintensitét als 100 % definiert und die prozentuale Hohe des zweiten Isotopen-
peaks ermittelt. Diese wurde von dem aus der natiirlichen Isotopenverteilung be-
rechneten Wert subtrahiert; A) typisches Isotopenmuster; B) Betrag der Abwei-
chung in Abhéngigkeit der monoisotopischen Signalintensitét. Die gestrichelte Linie
markiert eine Abweichung von 5 % und die grau hinterlegte Fliche den Bereich, in
dem Abweichungen > 5 % auftraten. Die x-Achse ist logarithmisch dargestellt.

3.3. Anwendungsbeispiele von
one-source-Peptid-/Phosphopeptidstandards

3.3.1. Bestimmung von STAT6-Phosphorylierungsgraden in den
Lymphomzelllinien MedB-1 und L1236

STAT6 gehort zur Familie der STAT-Proteine und spielt eine wichtige Rolle im JAK/STAT-
Signaltransduktionsweg. In normalen B-Zellen induzieren die Liganden Interleukin-4 (IL4) und
Interleukin-13 (IL13) die Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs iiber den IL4-Rezeptor «
und den IL13-Rezeptor al. Diese leiten das Signal zu den assoziierten Kinasen JAK2 und
Tyk2 und die Transkriptionsfaktoren STAT5 und STAT6 weiter (Murata & Puri, 1997; Rol-
ling et al., 1996). STAT6 wird durch Phosphorylierung an Tyr641 aktiviert (Mikita et al.,
1996). Im aktiven Zustand kann es als Dimer in den Zellkern wandern, wo es die Transkription
spezifischer Zielgene reguliert (Schindler & Darnell, 1995). Eine konstitutive Aktivierung des
JAK/STAT-Signalwegs wird héufig bei zwei klinisch verschiedenen malignen Lymphomen be-
obachtet: priméir mediastinales B-Zell-Lymphom (PMBL) und klassisches Hodgkin-Lymphom
(cHL). STAT6 ist bei etwa 80 % aller PMBL- (Guiter et al., 2004) und cHL-Patienten (Skinni-
der & Mak, 2002) hyperphosphoryliert. Hingegen ist STAT5 bei etwa 30 % der cHL-Patienten
phosphoryliert (Martini et al., 2008). Die jeweilige Rolle von STAT5 und STAT6 bei der ab-
normen Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs in Lymphomen wurde kontrovers diskutiert
(Guiter et al., 2004; Rolling et al., 1996; Scheeren et al., 2008; Skinnider & Mak, 2002; Weni-
ger et al., 2006). Welches der beiden STAT-Molekiile primér das IL13-Signal weiterleitet, ist
bislang nicht eindeutig gekldrt (Raia et al., 2010).

Ziel der Untersuchung war es, mit Hilfe von one-source-Standards den Phosphorylierungs-
grad von STAT6 in der cHL-Zelllinie L1236 und der PMBL-Zelllinie MedB-1 zu bestimmen.
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Abbildung 3.14.: NanoUPLC-MS-Analyse zweier Enolase-Phosphopeptide in verschiedenen Konzen-
trationen; A) VNQIGpTLSESIK; B) VNQIGTLpSEpSIK.
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Eine erste markierungsfreie Quantifizierung der STAT6-Phosphorylierung in unbehandelten
Zellen ergab extrem hohe Phosphorylierungsgrade von etwa 80 % fiir L1236- und 90 % fiir
MedB-1-Zellen (Abb. A.13 auf Seite 127). Um den Einfluss von Wachstumsfaktoren und Zyto-
kinen des Nahrmediums zu minimieren, wurden die Zellen im néchsten Experiment zunéichst
fiinf Stunden lang gehungert. AnschlieSend wurden sie fiir 10 oder 40 min mit IL.13 stimuliert;
als Kontrolle wurden jeweils unstimulierte Zellen verwendet. Nach Immunprézipitation wurde
das endogene STATG6 mittels SDS/PAGE gereinigt und mit den Proteasen AspN und LysC
oder AspN allein verdaut. Fiir die Analytpeptide mit der Phosphorylierungsstelle Tyr641 wur-
den one-source-Standards (Abb. A.4 und A.5 auf Seite 123) zugegeben und die Mischungen
mittels nanoUPLC-MS /MS analysiert. Bei beiden Lymphom-Zelllinien wurde STAT6 mit einer
Sequenzabdeckung von etwa 30 % nachgewiesen (Abb. A.14 auf Seite 127) und die Phospho-
rylierung an Tyr641 verifiziert (Abb. A.15 auf Seite 128).

Die Massenspektren in Abb. 3.15 auf Seite 61 zeigen beispielhaft die Phosphorylierungsgrad-
analyse von STAT6 in unstimulierten L1236-Zellen.

Das AspN-generierte Peptidpaar DGRG-[Y/pY]-VPATIKMTVER enthielt einen Methio-
ninrest in partiell oxidierter Form (oxM). Die Methioninoxidation betraf sowohl die Analyt-
als auch die Standardpeptide. Aufgrund der unterschiedlichen Vorgeschichte waren die Analyt-
peptide zu ungefihr 50 %, die Standardpeptide hingegen nur zu etwa 9 % oxidiert. Es wurde
der Phosphorylierungsgrad der nicht-oxidierten und oxidierten endogenen Peptidspezies indi-
viduell berechnet. Dafiir wurden die Signalhthen der Standardpeptide, wie in Abschnitt 3.1.4
beschrieben, korrigiert. Die ermittelten Phosphorylierungsgrade waren mit 84.8 % basierend
auf der nicht-oxidierten und 84.9 % basierend auf der oxidierten Peptidspezies im Rahmen der
Messgenauigkeit identisch. Die Werte zeigen einen extrem hohen konstitutiven Phosphorylie-
rungsgrad von STAT6 in der Lymphom-Zelllinie 1.1236. Die Phosphorylierung wurde durch
die Methioninoxidation nicht beeinflusst.

Abb. 3.16 auf Seite 62 zeigt die prozentualen Anteile der phosphorylierten und unphospho-
rylierten STAT6-Fraktionen in 1.1236- und MedB-1-Zellen in unstimuliertem und stimuliertem
Zustand. Bei beiden Zelllinien war STATG6 selbst nach mehrstiindigem Hungern und ohne
IL13-Stimulation zu einem hohen Anteil phosphoryliert (> 25 % bei L1236- und > 38 %
bei MedB-1-Zellen) (Tab. 3.7 auf Seite 62). Der Phosphorylierungsgrad wurde durch die
Stimulation um hochstens 15 % bei L1236-Zellen und 13 % bei MedB-1-Zellen erhsht. So-
mit war der STAT6-Phosphorylierungsstatus bei beiden Lymphom-Zelllinien in unstimulier-
tem und in stimuliertem Zustand jeweils dhnlich hoch. Die Chromatogramme aller STATG6-
Phosphorylierungsgradanalysen sind in Abb. A.16 auf Seite 129 dargestellt.

3.3.2. Bestimmung von Aktl-Phosphorylierungsgraden in priméiren
Maushepatozyten

Akt spielt eine wichtige Rolle in der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K)-Signalkaskade, die
viele zellulire Prozesse, wie Uberleben, Proliferation (Luo et al., 2003), Metabolismus und
Mobilitdt (Dummler & Hemmings, 2007; Whiteman et al., 2002), steuert. Die Aktivierung
der PI3K-Signalkaskade erfolgt unter anderem durch RTK- oder Zytokinrezeptor-vermittelte
Aktivierung der PI3K, die daraufhin membrangebundenes Phosphatidylinositol-Bisphosphat
zum Phosphatidylinositol-Trisphosphat (PIP3) phosphoryliert. PIP3 rekrutiert und aktiviert
PDK-1 (phosphoinositide-dependent protein kinase 1) (Alessi et al., 1997; Mora et al., 2004),
das seinerseits eine Reihe von nachgeschalteten Proteinkinasen, z.B. Akt, durch Phospho-
rylierung aktiviert (zusammengefasst in Cantley, 2003). Die Aktivitit des PI3K-Signalwegs
wird durch die Lipidphosphatasen PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted on chro-
mosome 10) und SHIP (SH2 domain-containing inositol phosphatase) negativ reguliert (Liu
et al., 1999; Stambolic et al., 1999). Akt existiert in drei Isoformen, die in verschiedenen
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Abbildung 3.15.: Phosphorylierungsgradanalyse von STAT6 an Position Tyr641 bei Verwendung ei-
nes one-source-Peptid /Phosphopeptid-Standardpaars mit einem stéchiometrischen
Verhiiltnis von 1:1. L1236-Zellen wurden gehungert; STAT6 wurde isoliert, in-Gel
mit AspN verdaut und nach der Standardaddition mit nanoUPLC-MS/MS analy-
siert. Gezeigt sind die individuellen Isotopenmuster der Analyt- und Standardpep-
tide; A) Spezies mit Y und M; B) Spezies mit pY und M; C) Spezies mit Y und
oxM; D) Spezies mit pY und oxM. Die Signalhthen wurden auf das 1:1-Verhiltnis
des Standards normiert. Der Standard enthielt [**Cy,'°N]-Asparaginsiure.
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Abbildung 3.16.: Prozentuale Anteile der unphosphorylierten und Tyr641-phosphorylierten STAT6-

Fraktionen in MedB-1- und L1236-Zellen ohne Stimulus oder nach Stimulation
(10 min, 40 min) mit 20 ng/ml (MedB-1) oder 40 ng/ml (L1236) IL13. Die Frak-
tionsanteile wurden mit one-source-Standards und nanoUPLC-MS/MS-Analyse er-
mittelt.

Tabelle 3.7.: Prozentuale Anteile der unphosphorylierten und Tyr641-phosphorylierten STATG6-

Fraktionen in L1236- und MedB-1-Zellen ohne Stimulus oder nach Stimulation
(10 min, 40 min) mit IL13. Immunprézipitiertes STAT6 wurde in-Gel mit AspN oder
AspN + LysC verdaut und nach der Standardaddition mittels nanoUPLC-MS/MS ana-
lysiert. Bei den AspN-Verdaus wurden die Fraktionsanteile unter Beriicksichtigung der
Korrekturfaktoren Kf,,p = 0.022 und Kfp = 0.022 berechnet.

Fraktion von totalem STAT6 [%]

L1236 MedB-1°
10 min® 40 min? 10 min? 40 min?
unP  pY unP  pY unP pY unP  pY
- 1L13 15 85 75 25 48 52 62 38
+ IL13 2 98 60 40 41 59 49 51
Anderung +13 +15 +7 +13

@ Stimulation mit 40 ng/ml IL13
b Stimulation mit 20 ng/ml IL13
¢ Verdau mit AspN

4 Verdau mit AspN und LysC
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Sdugetiergeweben unterschiedlich exprimiert werden (Le Page et al., 2006; Stambolic & Wood-
gett, 2006). In den meisten Geweben iiberwiegt Aktl, dessen Aktivitéit durch zwei Phospho-
rylierungsereignisse an Thr308 und Ser473 reguliert wird (Alessi et al., 1996). Die Phosphory-
lierung von Thr308 durch PDK-1 geht der von Serd73 voraus und reicht zur Aktivierung aus;
fiir die maximale Aktivierung ist jedoch die Phosphorylierung beider Stellen nétig (Sarbas-
sov et al., 2005). Die PI3K-Signalkaskade ist bei vielen Krankheiten wie Krebs oder Diabetes
hochreguliert (Cantley, 2003). Die genaue Kenntnis des Akt-Phosphorylierungsgrads gibt Ein-
blick in den Aktivierungsstatus der Signalkaskade und koénnte zudem fiir die Beurteilung der
Effektivitit von PI3K-Inhibitoren in der Krebstherapie herangezogen werden (Atrih et al.,
2010).

Es sollte der Phosphorylierungsgrad von Akt in priméren Maushepatozyten vor und nach Sti-
mulation mit Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) bestimmt werden. HGF aktiviert den HGF-
Rezeptor Met, der den PI3K-Signalweg iiber das Adapterprotein Gabl (GRB2-associated-
binding protein 1) induziert (Birchmeier et al., 2003). Fiir das Experiment wurden die Zellen
10 min lang mit HGF stimuliert; als Kontrolle wurden unstimulierte Zellen verwendet. An-
schlieflend wurde Akt mittels Immunprézipitation und SDS/PAGE isoliert (Abb. A.17 auf
Seite 130) und mit AspN verdaut. Die Protease AspN kann Peptidbindungen N-terminal
von D und E spalten, wobei die erstgenannte Spaltung oft bevorzugt ablauft (Tetaz et al.,
1990). Bei den in silico-generierten Peptiden DGATMKpTFCcavGTPEYLAPEVL(E) und
(DS)ERRPHFPQFpSYSASGTA mit den Phosphorylierungsstellen Thr308 und Ser473 sind
die Phosphorylierungsstellen um mindestens sechs Aminoséurereste von der néchstmdoglichen
Spaltstelle entfernt. Somit kann eine Beeintréchtigung der Verdaueffizienz durch die Phospho-
rylierung (Winter et al., 2009a) ausgeschlossen werden.

Zur Identifizierung der Akt-Isoformen und —Phosphopeptide wurde in einem ersten Versuch
der Proteinverdau nach Zellstimulation ohne Standards analysiert. Insgesamt wurden fiinf Akt-
Peptide mit einem Mascot-Score > 16 identifiziert (Abb. A.18 auf Seite 130). Darunter war
auch das Aktl-spezifische Peptid DSERRPHFPQFSYSASGTA, das die Phosphorylierungs-
stelle Serd73 enthélt. Dieses Peptid wurde ausschliefilich in der lingeren Variante mit den
Aminosdureresten D und S am N-Terminus detektiert. Ein Peptid mit dem Thr308-Rest konn-
te weder durch Mascot-Datenbanksuche noch durch manuelle Spektrenauswertung identifiziert
werden. Ebenso wurden die Isoformen Akt2 und Akt3 nicht eindeutig nachgewiesen, da fiir
diese Proteine keine isoformspezifischen Peptide detektiert wurden.

Aufgrund der relativ geringen Signalintensitit des AspN-generierten Aktl1-Phosphopeptids
DSERRPHFPQFpSYSASGTA wurde von diesem kein Fragmentionenspektrum erzeugt. Statt-
dessen wurde es anhand der spezifischen Masse (m/z=740.7; z=3) und des charakteristischen
Isotopenpatterns manuell identifiziert. Durch Vergleich der Elutionszeiten konnte ausgeschlos-
sen werden, dass es sich um das Tyr474-phosphorylierte Isomer handelt (Abb. A.19 auf Seite
131).

Zur Bestimmung des Akt1-Phosphorylierungsgrads an Serd73 wurde das entsprechende one-
source-Standardpaar (Abb. A.20 auf Seite 131) den Verdaus zugegeben und diese mittels
nanoUPLC-MS/MS analysiert. Abb. 3.17 auf Seite 64 zeigt die Massenspektren der Analyt-
und Standardpeptide. Im unstimulierten Zustand war der Phosphorylierungsgrad < 1 %; nach
der Stimulation betrug er hingegen 23 %. Da sich die Isotopenmuster zwischen endogenen
Peptiden und Standardpeptiden nur minimal iiberlagerten (Tab. 3.1, Seite 42f), wurden fiir
die Phosphorylierungsgradberechnung keine Korrekturfaktoren beriicksichtigt. Die mittlere
monoisotopische Signalintensitdt des endogenen Phosphopeptids nach der Stimulation war
mit 4.72-10* counts relativ gering und lag auBerhalb des linearen Messbereichs (Abschnitt
3.2.1). Trotzdem betrug der Betrag der Abweichung zwischen dem experimentellen und be-
rechneten zweiten Isotopenpeak nur 2.6 %. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die
Signalintensitidten proportional zu den Haufigkeiten waren.
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Abbildung 3.17.: Phosphorylierungsgradanalyse von Aktl an Ser473. Primére Maushepatozyten blie-
ben unbehandelt oder wurden 10 min lang mit 40 ng/ml HGF stimuliert. Akt1 wur-
de isoliert und mit AspN verdaut. Fiir die Peptide DSERRPHFPQFSYSASGTA
und DSERRPHFPQFpSYSASGTA wurde ein one-source-Standardpaar im 1:1-
Verhiiltnis zugegeben und die Mischung mittels nanoUPLC-MS/MS analysiert. Ge-
zeigt sind die normierten Massenspektren der Aktl-Peptide; A) ohne Zellstimula-
tion; B) nach Stimulation mit HGF. Der Standard enthielt '3Cg-Phenylalanin.
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3.3.3. Vergleich von ERK1/2-Phosphorylierungsgraden in priméren
Maushepatozyten mit und ohne Hemmung der PI3SK

Die MAPK-Signalkaskade spielt eine Schliisselrolle bei der Zellproliferation und wird durch
den Wachstumsfaktor HGF, vermittelt iiber die RTK Met, stark induziert (vgl. Kapitel 1.3).
Am Ende der dreistufigen Kaskade steht die Kinase ERK, die in den Isoformen ERK1 und
ERK2 existiert und im doppelt phosphorylierten Zustand vollstdndig aktiv ist. Neben der
MAPK-Signalkaskade wird bei der Aktivierung von Met auch die PI3K-Signalkaskade induziert
(Rosario & Birchmeier, 2003) (siehe vorheriger Abschnitt). Bislang ist unklar, ob zwischen
den beiden Signalwegen eine Kommunikation stattfindet oder der Rezeptor Met die alleinige
Schnittstelle ist.

Um einen genauen Einblick in die Aktivierung der MAPK-Signalkaskade als Antwort auf
HGF-Stimulation zu erhalten, sollte der positionsspezifische Phosphorylierungsgrad von ERK1
(Thr203, Tyr205) und ERK2 (Thr 183, Tyrl85) in priméren Maushepatozyten vor und nach
der Stimulation bestimmt werden. Obwohl die Sequenzen beider Isoformen gréfitenteils iden-
tisch sind, unterscheiden sich zwei Aminoséurereste nahe dem Aktivierungsmotiv -TEY- (Abb.
A.21 auf Seite 132). Dadurch haben die tryptischen Peptide unterschiedliche molekulare Mas-
sen, und eine individuelle Analyse der ERK1/2-Aktivierung wird vereinfacht.

Primére Maushepatozyten wurden 15 min lang mit HGF stimuliert, oder sie blieben unbe-
handelt. Fiir die individuelle Quantifizierung von ERK1 und ERK2 wurden je drei one-source-
Standardpaare verwendet (Abb. A.6-A.8 und A.22-A.24 auf Seite 124ff), und der Anteil der
vier Fraktionen (unP, pT, pY und pTpY) wurde wie in Abschnitt 3.1.8 bestimmt. Die Korrek-
tur der monoisotopischen Standardintensitéiten erfolgte geméfl Tab. 3.4 (Seite 51) und Tab. A.8
(Seite 152). Abb. 3.18A auf Seite 66 zeigt die Ergebnisse des Stimulationsexperiments.

Die HGF-Behandlung fiihrte zu einem drastischen Anstieg der doppelt phosphorylierten, ak-
tiven Proteinfraktionen. Vor der Stimulation lagen beide Isoformen vor allem unphosphoryliert
vor, und zwar 81 % ERK1 und 97 % ERK2 (Tab. A.9 auf Seite 152). Nach der HGF-Stimulation
betrug der Anteil des doppelt phosphorylierten Proteins je 75 %. Die unphosphorylierten und
einfach phosphorylierten Spezies wurden ebenfalls detektiert; deren Anteile lagen nach der
Stimulation zwischen 3 und 12 %.

Um zu testen, ob die ERK1/2-Phosphorylierung von dem Aktivierungsstatus des PI3K-
Signalwegs abhéngig ist, wurde derselbe Versuch bei gleichzeitiger Behandlung mit dem PI3K-
Inhibitor LY294002 (LY) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.18B auf Seite 66 dar-
gestellt. Ohne HGF-Stimulation iiberwogen wieder die unphosphorylierten Spezies: je 91 %
beider Isoformen waren unphosphoryliert (Tab. A.10 auf Seite 152). Nach der Stimulation
stieg der Anteil der doppelt phosphorylierten Fraktion auf 48 % fiir ERK1 und 44 % fiir ERK2
(Tab. A.11 auf Seite 153). Im Vergleich zum ersten Versuch ohne PI3K-Inhibierung war der
Aktivierungsstatus von ERK1/2 somit erheblich niedriger. Demgegeniiber war der unphospho-
rylierte Anteil bei beiden Isoformen relativ hoch: er betrug 37 % des totalen ERK1 und 38 %
des totalen ERK2. Die Anteile der einfach phosphorylierten ERK1/2-Spezies lagen zwischen 6
und 12 %. Bei allen Bedingungen waren die Phosphorylierungsmuster von ERK1 und ERK2
sehr &hnlich (siehe auch Abb. A.25-A.28 auf Seite Seite 134ff).

3.4. Analyse der rezeptorspezifischen ERK1/2-Phosphorylierungsdynamik
in verschiedenen Zellsystemen und deren mathematische Modellierung

3.4.1. Versuchsbeschreibung

Die MAPK/ERK-Signalkaskade kann sowohl iiber RTK als auch iiber Zytokinrezeptoren sti-
muliert werden (ndheres dazu in Kapitel 1.3). Um den Unterschied zwischen rezeptor- und
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Abbildung 3.18.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in priméiren Maushepa-

tozyten; A) vor und nach HGF-Stimulation (40 ng/ml); B) vor und nach HGF-
Stimulation bei gleichzeitiger Inhibierung der PI3K mit LY. Die vier moglichen
unphosphorylierten und phosphorylierten ERK1/2-Formen wurden mit one-source-
Peptid-/Phosphopeptidstandards quantifiziert. Die Daten in (A) sind das Ergeb-
nis zweier Einzelanalysen. Fiir (B) wurden je zwei technisch-biologische Replikate
analysiert (vgl. Abschnitt 3.4.2). Gezeigt sind die mittleren Fraktionsanteile; die
Fehlerbalken geben die Abweichungen der Einzelwerte an.
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Priméare Maushepatozyten HaCaT A5
= +1L6 S +HGF S S +1L6 S +HGF =
yob2L3Yge Wor2LRBZRY WekekR8R U °P2LR8BRY
Q. - Q. - a o - a - a

Abbildung 3.19.: Reprisentative SDS/PAGE von ERK1/2 nach Immunprizipitation aus priméren
Maushepatozyten oder HaCaT Ab5-Zellen. Beide Zellsysteme wurden mit 1L6 oder
HGF bis zu 120 min lang stimuliert und die Zellen zu den angezeigten Zeitpunkten
lysiert. Zur Identifizierung des endogenen ERK1/2 wurden auch die rekombinanten
Proteine (ppERK1/2) auf das Gel aufgetragen. Die gestrichelte blaue Linie markiert
beispielhaft die Grofle der ausgeschnittenen Banden fiir die weitere Prozessierung.

zelltypspezifischen Mechanismen der ERK-Aktivierung zu beleuchten, sollte die Dynamik der
reversiblen ERK1/2-Phosporylierung in priméiren Maushepatozyten und in der humanen gut-
artigen Keratinozytenzelllinie HaCaT A5 untersucht werden. Dafiir wurden die Zellen mit zwei
unterschiedlichen Stimuli behandelt: HGF und IL6. IL6 ist ein multifunktionales Zytokin, das
unter anderem die Proliferation von Keratinozyten und die Produktion von Akutphasenpro-
teinen in Hepatozyten stimuliert (Castell et al., 1988; Gauldie et al., 1987; Grossman et al.,
1989; Yoshizaki et al., 1990). Wihrend HGF ERK iiber die RTK Met aktiviert (Rosario &
Birchmeier, 2003), induziert IL6 die ERK-Aktivierung iiber den IL6-Zytokinrezeptor (Mura-
kami et al., 1993). Bislang wurde bei der ERK-Aktivierung in vivo nur ein distributiver Me-
chanismus (Kapitel 1.4) beobachtet (Schilling et al., 2009).

Zwei Fragen waren von besonderem Interesse:
1. Ist die distributive ERK-Aktivierung ein generelles Merkmal von Zellsystemen?

2. Gibt es einen zelltypspezifischen Unterschied zwischen starken und schwachen Auslésern
der MAPK/ERK-Signalkaskade?

Zur Klarung der Fragen wurden zeitaufgeloste quantitative Daten erzeugt. Dazu wurden
die Zellen kontinuierlich bis zu 120 min lang stimuliert und in verschiedenen Zeitabstédnden
lysiert. ERK1 und ERK2 wurden isoliert (Abb. 3.19) und die Anteile der phosphorylierten
und unphosphorylierten Fraktionen mit one-source-Standards bestimmt. In der Regel wur-
den die dreifach geladenen Molekiilionen fiir die Auswertung beriicksichtigt. Falls diese von
einem Storsignal iiberlagert waren, wurde stattdessen das Muster der vierfach geladenen Mo-
lekiilionen verwendet (Abb. A.29 auf Seite 137). Ziel der Untersuchung war die Erstellung eines
Modells, das die quantitativen Daten beschreibt und die zelltypspezifischen Mechanismen der
ERK1/2-Aktivierung und —Deaktivierung entschliisselt.

3.4.2. Bestimmung des technisch-biologischen Fehlers innerhalb einer Kinetik

Zur Beurteilung, welche Anderungen in einem Phosphorylierungsprofil als signifikant zu bewer-
ten sind, wurde zunéchst der technisch-biologische Fehler der Phosphorylierungsgradbestim-
mung innerhalb einer zeitlichen Messreihe untersucht. Dazu wurden beide Zelltypen viermal fiir
10 min mit HGF stimuliert und die Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen quantitativ
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.20 auf Seite 68 dargestellt. Nach der HGF-Behandlung
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Abbildung 3.20.: Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in priméiren Maushepatozyten oder
HaCaT Ab-Zellen nach 10miniitiger Stimulation mit 100 ng/ml HGF. Gezeigt sind
die Mittelwerte und die Standardabweichungen von vier technisch-biologischen Re-
plikaten.

war der ERK1/2-Aktivierungsstatus in priméren Maushepatozyten hoher als in HaCaT A5-
Zellen: 48.0 % des totalen ERK1 und 51.8 % des totalen ERK2 waren in den Hepatozyten
doppelt phosphoryliert. Bei HaCaT A5-Zellen betrugen die Anteile der aktiven Formen nach
10miniitiger Stimulation 28.5 % (ERK1) und 28.6 % (ERK2). Die Einzelwerte der ERK1- und
ERK2-Fraktionen waren stark korreliert. Die absolute Standardabweichung des Phosphory-
lierungsgrads fiir die ERK1/2-Fraktionen in Hepatozyten variierte zwischen 0.5 und 5.5 %;
dies entsprach einer relativen Standardabweichung zwischen 5.2 und 24.8 %. Die relativen An-
teile der pY-Spezies wiesen die hochsten relativen Standardabweichungen auf (ERK1/ERK2:
21.5 %/24.8 %); diese waren mehr als doppelt so hoch wie die der iibrigen Fraktionen. Die
genauen Werte kénnen Tab. 3.8 auf Seite 69 entnommen werden.

Bei HaCaT Ab5-Zellen betrugen die Standardabweichungen maximal 2.3 % (absolut) und
16.0 % (relativ) (Tab. 3.9 auf Seite 69). Mit Ausnahme der pY-Fraktion von ERK1 lagen alle
relativen Standardabweichungen unter 10 %. Insgesamt war der technisch-biologische Fehler
bei HaCaT Ab-Zellen niedriger als bei den Hepatozyten.
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Tabelle 3.8.: Reproduzierbarkeit der ERK1/2-Phosphorylierungsgradbestimmung nach Stimulation
von priméren Maushepatoyten fiir 10 min mit HGF (100 ng/ml). Zu den vier technisch-
biologischen Replikaten wurden one-source-Standardpaare desselben Herstellungsansat-
zes zugegeben. Der Fehler beinhaltet die Vorgénge Stimulation, Probennahme, IP, Gel-
elektrophorese, Ausschneiden der Proteinbanden, Verdau, Peptidextraktion, Standard-
zugabe und nanoUPLC-MS/MS-Analyse.

Fraktion von totalem ERK1 [%)] Fraktion von totalem ERK2 [%)]

Replikat Nr.  pTpY pY pT unP pTpY pY pT unP
1 441 185 8.9 28.5 46.5 204 10.0 23.0

2 52.3 129 10.1 24.7 59.1 11.6 10.6 18.8

3 449 19.6 10.1 254 488 18.7 9.7 22.8

4 50.8 134 103 25.5 53.0 143 109 21.8
Mittelwert 48.0 16.1 9.9 26.0 51.8 16.3 10.3 21.6
SD 4.1 3.5 0.6 1.7 5.5 4.0 0.5 2.0
RSD 8.6 215 64 6.5 10.6 248 5.2 9.1
Mittlere SD absolut: 2.5 / relativ: 10.8 absolut: 3.0 / relativ: 12.4

Tabelle 3.9.: Reproduzierbarkeit der ERK1/2-Phosphorylierungsgradbestimmung nach Stimulation
von HaCaT Ab5-Zellen fiir 10 min mit HGF (100 ng/ml). Zum Versuchsaufbau siehe

Tab. 3.8.
Fraktion von totalem ERK1 [%)] Fraktion von totalem ERK2 [%)]
Replikat Nr. pTpY pY pT unP pITpY pY pT unP
1 27.9 7.8 172 47.1 270 81 19.2 45.6
2 29.3 8.7 191 43.0 269 74 16.6 49.2
3 264 113 164 45.9 28.7 8.6 15.8 46.9
4 30.6 91 179 42.4 31.6 8.0 16.0 44.4
Mittelwert 28.5 9.2 17.6 44.6 28,6 8.0 16.9 46.5
SD 1.8 1.5 11 2.3 2.2 05 1.6 2.0
RSD 6.4 16.0 6.4 5.2 77 6.1 94 4.4
Mittlere SD absolut: 1.7 / relativ: 8.5 absolut: 1.6 / relativ: 6.9
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3.4.3. Schitzung des biologischen Fehlers

Im néchsten Schritt wurde der biologische Fehler der ERK1/2-Phosphorylierungsgrade un-
ter Beriicksichtigung der Tag-zu-Tag-Variation geschéitzt. Die Fehlerschiatzung beruhte auf
der Annahme, dass der biologische Fehler bei beiden Zelltypen, Stimuli und ERK-Isoformen
gleich ist. Es wurden folgende Kinetiken mit jeweils acht Datenpunkten beriicksichtigt: Zell-
typ/Stimulus: primére Maushepatozyten/HGF, priméire Maushepatozyten/IL6 und HaCaT
Ab5-Zellen/HGF. ERK1 wurde jeweils als Triplikat, ERK2 hingegen als Duplikat analysiert.
Fiir die Fehlerschitzung wurden daher nur ERK1-Daten verwendet (Tab. A.12-A.14 auf Seite
154ff). Die experimentellen Standardabweichungen der verschiedenen ERK1-Fraktionen wur-
den iiber deren mittlere prozentuale Héaufigkeiten aufgetragen (Abb. 3.21 auf Seite 71) und
mittels linearer (pTpY-, pY-, pT-Fraktion) oder polynomischer (unP-Fraktion) Regression die
zugehorigen Trendlinien ermittelt. Bei der linearen Regression entspricht die Steigung m dem
relativen biologischen Fehler. Dieser betrug 23 % fiir die pTpY-, 31 % fiir die pY- und 43 %
fir die pT-Fraktion. Die Werte enthalten die gesamte biologische und technische Variabilitét
und sind damit deutlich hoher als die entsprechenden relativen Standardabweichungen, die bei
der Analyse technisch-biologischer Replikate ohne Beriicksichtigung der Tag-zu-Tag-Variation
ermittelt wurden (Tab. 3.8 und 3.9 auf Seite 69).

Fiir die unphosphorylierte ERK1-Fraktion konnte das lineare Regressionsverfahren nicht
angewandt werden. Die experimentellen absoluten Standardabweichungen stiegen im Bereich
von 0 bis ca. 60 % Haufigkeit zwar an, zeigten aber im weiteren Verlauf einen Abwirtstrend.
Als Ausgleichslinie wurde ein Polynom vierter Ordnung gewihlt, das sowohl den positiven als
auch den negativen Trend beschreibt. Mit Hilfe der angezeigten Formel wurde die absolute
Standardabweichung abhéngig von der Haufigkeit berechnet.

Die fiir die ERK1-Fraktionen ermittelten Fehler wurden auch auf die ERK2-Fraktionen
angewandt.

3.4.4. Analyse von rezeptorspezifischen ERK1/2-Phosphorylierungsprofilen in
primiren Maushepatozyten

Um die ERK1/2-Phosphorylierungsprofile in primiren Maushepatozyten quantitativ moglichst
genau abzubilden, wurde fiir beide Stimuli eine Kinetik mit jeweils 15 Datenpunkten erzeugt.
Abb. 3.22 auf Seite 72 stellt die Phosphorylierungsprofile als Antwort auf die HGF- oder 1L6-
Behandlung dar. HGF induzierte einen steilen Anstieg der doppelt phosphorylierten ERK1/2-
Fraktionen. Bereits nach 5 min waren 58 % des totalen ERK1 und 68 % des totalen ERK2
aktiv. Danach nahm der Aktivierungsgrad innerhalb von 5 min um 16 % (ERK1) bzw. 15 %
(ERK2) rapide ab. Bei 12.5 min erreichte die doppelt phosphorylierte ERK2-Fraktion ein
zweites Maximum. Im weiteren Verlauf sank der Aktivierungsgrad wieder, erreichte aber nicht
mehr das Ausgangsniveau: 35-38 % des totalen ERK2 blieben dauerhaft aktiv. Die Kurve
der doppelt phosphorylierten ERK1-Fraktion ist der von ERK2 sehr &hnlich, weist aber einen
signifikanten Unterschied auf: das Maximum bei 12.5 min fehlt. Verglichen mit den aktiven
Proteinspezies dnderten sich die Anteile der pY- und pT-Fraktionen iiber die Zeit hinweg nur
wenig. Deren Profile stimmten bei beiden Isoformen nahezu perfekt iiberein.

Wie erwartet induzierte die Behandlung von priméren Maushepatozyten mit IL6 im Ver-
gleich zu HGF eine schwichere und kiirzere ERK1/2-Aktivierung. Ein signifikanter Anstieg des
Aktivierungsgrads war erst nach 5 min erkennbar, und dieser erreichte maximal 40 %. Zudem
war die Aktivierung nur voriibergehend, da das Ausgangsniveau ab 50 min wieder erreicht wur-
de. Die Anteile der pY- und pT-Fraktionen &nderten sich, wie schon bei der HGF-Stimulation
beobachtet, im zeitlichen Verlauf geringfiigig: die Abweichungen waren < 6 % fiir die pY- und
< 9 % fiir die pT-Fraktionen. Die Profile der spezifischen ERK1/2-Fraktionen stimmen jeweils
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Abbildung 3.21.: Schitzung des biologischen Fehlers fiir die verschiedenen ERK1/2-Fraktionen zwi-

schen identischen unabhéngigen Kinetiken. Von drei unterschiedlichen ERK1-
Aktivierungskinetiken (Versuchsanordnung: Zellsystem/Stimulus: primire Maus-
hepatozyten/HGF, priméire Maushepatozyten/IL6 und HaCaT A5-Zellen/HGF)
wurden jeweils drei biologische Replikate gemessen und fiir jeden Zeitpunkt die
Standardabweichungen der pTpY-, pY-, pT- und unP-Fraktionshiufigkeiten in
Abhéngigkeit der mittleren Haufigkeiten dargestellt. Die Trendlinien wurden mit-
tels linearer oder polynomischer Regression an die Datenpunkte angepasst.
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ERK1/2-Phosphorylierungsprofile in primiren Maushepatozyten als Antwort auf

HGF- oder IL6-Stimulation (je 100 ng/ml). Die Daten resultieren aus 15 Einzel-
messungen pro Kinetik. Die Balken geben den technisch-biologischen Fehler fiir die
verschiedenen ERK1/2-Fraktionshéufigkeiten an (aus Tab. 3.8 auf Seite 69).
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sehr gut {iberein.

Insgesamt wurden die Phosphorylierungsprofile beider Stimuli fiir ERK1 dreimal und fiir
ERK2 zweimal gemessen. Um den Bedarf an biologischem Material zu verringern, wurde
bei den iibrigen Zeitreihen nur jeder zweite Datenpunkt analysiert. Die Einzeldaten sind in
Tab. A.12 und A.13 auf Seite 154ff zusammengefasst und in Abb. A.30 und A.31 auf Seite
138f graphisch dargestellt. Abb. 3.23 auf Seite 74 zeigt die mittleren Profile der verschiedenen
ERK1/2-Fraktionen sowie deren geschétzte Standardabweichungen als Antwort auf die HGF-
Behandlung. Der Aktivierungsgrad beider Isoformen stieg innerhalb der ersten 5-7.5 min stark
an und fiel im weiteren Verlauf langsam wieder ab. Das Ausgangsniveau wurde innerhalb des
Beobachtungsintervalls von 120 min aber nicht mehr erreicht. Der maximale Aktivierungsgrad
von ERK2 war mit ca. 61-68 % etwas hoher als der von ERK1. Verglichen mit den doppelt
phosphorylierten Fraktionen waren die Profile der pY-Fraktionen deutlich weniger markant.
In den Einzeldaten (Abb. A.30 auf Seite 138) ist im Bereich von 2.5-5 min ein unterschiedlich
stark ausgeprigtes Maximum gefolgt von einem unregelméfiigen Kurvenverlauf erkennbar. Die
pT-Fraktionen von ERK1 und ERK2 nahmen zwischen 0 und 12.5 min kontinuierlich zu und im
weiteren Verlauf langsam wieder ab. Im Bereich der maximalen Aktivierung waren die Anteile
der beiden einfach phosphorylierten Spezies etwa drei- bis viermal niedriger als die der doppelt
phosphorylierten. Die Profile der unphosphorylierten Proteinfraktionen zeigen zwischen 0 und
ca. 7.5 min einen starken Einbruch um > 61 % und eine langsame kontinuierliche Zunahme
im weiteren Verlauf. Insgesamt sind die Profile der spezifischen ERK1/2-Fraktionen einander
sehr dhnlich.

Abb. 3.24 auf Seite 75 zeigt die mittleren Profile und Standardabweichungen der ERK1/2-
Fraktionshéufigkeiten als Antwort auf die IL6-Behandlung. Im Intervall von 5-10 min stieg der
ERK1/2-Aktivierungsgrad auf etwa 40 % an und nahm anschliefend langsam ab. Nach 60 min
war das Ausgangsniveau wieder erreicht. Die Anteile der pY-Fraktionen zeigen bis 15 min
(ERK1) oder 17.5 min (ERK2) einen Aufwirtstrend gefolgt von einer langsamen Abnahme.
Die pT-Fraktionsanteile stiegen bis etwa 12.5 min kontinuierlich an, blieben im Rahmen der
Messgenauigkeit bis 25 min konstant und sanken anschlieffend ebenfalls wieder ab. Auch hier
waren die Profile der einfach phosphorylierten Spezies im Vergleich zu den doppelt phosphory-
lierten weniger markant. Die Anteile der unphosphorylierten Fraktionen zeigen einen schnellen
Einbruch um > 41 % gefolgt von einer langsamen Zunahme bis zum Ausgangsniveau. Die
Phosphorylierungsprofile der spezifischen ERK1/2-Fraktionen stimmen auch hier wieder sehr
gut iiberein.

3.4.5. Analyse von rezeptorspezifischen ERK1/2-Phosphorylierungsprofilen in
HaCaT A5-Zellen

Als zweites Zellsystem wurden HaCaT Ab5-Zellen mit HGF und IL6 behandelt und jeweils eine
Kinetik mit 15 Punkten analysiert. Abb. 3.25 auf Seite 76 zeigt die Phosphorylierungsprofile als
Antwort auf beide Stimuli. Nach 2.5 min fithrte die HGF-Stimulation zu einem rapiden Anstieg
der ERK1/2-Aktivierung. Der Aktivierungsgrad erreichte bei 7.5 min mit 36 % (ERK1) bzw.
35 % (ERK2) ein Maximum und fiel anschliefend exponentiell wieder ab. Das Ausgangsniveau
wurde jedoch nicht mehr erreicht: je 11 % des totalen ERK1 und ERK2 waren auch nach
120 min noch aktiv. Die Anteile der pT-Fraktionen nahmen zwischen 2.5 und 15 min ebenfalls
stark zu und dann langsam wieder ab. Nach 120 min entsprach ihr Niveau ungefihr dem der
doppelt phosphorylierten ERK1/2-Spezies. Die Anteile der pY-Fraktionen stiegen innerhalb
der ersten 5 min auf 9-10 % an, blieben dann im Rahmen der Messgenauigkeit nahezu konstant
und nahmen ab 60 min wieder ab.

Die Stimulation mit IL6 induzierte eine im Vergleich zu HGF signifikant schwiichere ERK1/2-
Aktivierung. Der Aktivierungsgrad stieg bis 10 min (ERK1) bzw. 15 min (ERK2) kontinuierlich
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Abbildung 3.23.: HGF-induzierte Hiufigkeitsprofile der verschiedenen ERK1- und ERK2-Fraktionen
in priméren Maushepatozyten. Gezeigt sind die mittleren prozentualen Haufigkeiten
resultierend aus der Messung von drei (ERK1) bzw. zwei (ERK2) biologischen
Replikaten sowie die geschétzten Standardabweichungen.
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Abbildung 3.24.: IL6-induzierte Haufigkeitsprofile der verschiedenen ERK1- und ERK2-Fraktionen in
priméren Maushepatozyten. Gezeigt sind die mittleren prozentualen Haufigkeiten
resultierend aus der Messung von drei (ERK1) bzw. zwei (ERK2) biologischen
Replikaten sowie die geschatzten Standardabweichungen.
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Abbildung 3.25.: ERK1/2-Phosphorylierungsprofile in HaCaT A5-Zellen als Antwort auf HGF- oder
IL6-Stimulation (je 100 ng/ml). Die Daten resultieren aus 15 Einzelmessungen pro
Kinetik. Die Balken geben den technisch-biologischen Fehler fiir die verschiedenen
ERK1/2-Fraktionshaufigkeiten an (aus Tab. 3.9 auf Seite 69).
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an und erreichte im Durchschnitt maximal 15 %. Nach 15 min nahm er rapide ab und war
bei 40 min dhnlich niedrig wie das Ausgangsniveau. Aufgrund der geringen Aktivierungsstirke
liegen die Profile der doppelt und einfach phosphorylierten ERK1/2-Fraktionen auf einem
dhnlichen Niveau. Auch bei den pT- und pY-Fraktionen ist der zeitliche Zu- und Abnahme-
trend deutlich erkennbar. Die Profile der spezifischen ERK1/2-Fraktionen stimmen sehr gut
iiberein.

Die Phosphorylierungsprofile der HGF-Stimulation wurden fiir ERK1 insgesamt dreimal und
fiir ERK2 zweimal gemessen. Fiir die IL6-Stimulation wurden jeweils zwei unabhéngige Ki-
netiken erzeugt. Zur Verringerung der benétigten Zellzahl wurden bei den iibrigen Kinetiken
nur 8 anstelle der 15 Datenpunkte analysiert. Die Einzeldaten sind in Tab. A.14 und A.15 auf
Seite 158ff zusammengefasst und in Abb. A.32 und A.33 auf Seite 140f graphisch dargestellt.
Abb. 3.26 auf Seite 78 zeigt die mittleren Héufigkeiten der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen
als Antwort auf die HGF-Behandlung sowie deren geschiitzte Standardabweichungen. Bei-
de Isoformen wurden im Zeitintervall von 2.5-10 min stark aktiviert. Der Aktivierungsgrad
nahm anschliefend wieder ab; allerdings blieben etwa 20 % beider Isoformen dauerhaft aktiv.
Die Schwankungen der Datenpunkte innerhalb der ersten 25 min der pTpY-ERKI1-Kinetik
sind auf unterschiedliche Aktivierungsstiarken, die in den einzelnen Kinetiken erzielt wurden,
zuriickzufithren (Abb. A.32 auf Seite 140). Auch die mittleren Anteile der pY-Fraktionen waren
fiir beide Isoformen nicht konsistent. Aus den Einzelzeitreihen fiir ERK1 geht hervor, dass der
Anteil der pY-Fraktion bei etwa 5-7.5 min und bei 20 min ein Maximum erreichte und dann
mit geringer Geschwindigkeit wieder abfiel. Bei den Einzelprofilen von ERK2 stieg der Anteil
der pY-Fraktion innerhalb der ersten 5 min an und blieb im weiteren Verlauf nahezu konstant.
Die Phosphorylierungsgrade der pT-Fraktionen nahmen bis 12.5 min (ERK2) bzw. 17.5 min
(ERK1) zu und dann bis 25 min (ERK2) bzw. 30 min (ERK1) kontinuierlich ab. Im weiteren
Verlauf stagnierten sie. Im Bereich der maximalen Aktivierung waren die einfach phosphory-
lierten Spezies etwa zwei- bis dreimal niedriger konzentriert als die doppelt phosphorylierten.
Die Anteile der unphosphorylierten ERK1/2-Fraktionen nahmen bis 10 min rapide auf 32—
39 % ab, stiegen im weiteren Verlauf bis etwa 30 min wieder an und stagnierten anschlieflend
bei etwa 40-60 %. Die Profile der spezifischen ERK1/2-Fraktionen sind einander sehr dhnlich.

In Abb. 3.27 auf Seite 79 sind die mittleren IL6-induzierten Profile der spezifischen ERK1/2-
Fraktionen sowie deren geschitzte Standardabweichungen dargestellt. Der ERK1/2-Aktivie-
rungsstatus wies ein Maximum zwischen 10 und 15 min auf. Im Durchschnitt wurden héchstens
21 % des totalen ERK1 und 16 % des totalen ERK2 aktiviert. Nach 45 min war der Aktivie-
rungsgrad wieder dhnlich niedrig wie zu Beginn der Kinetik. Der Anteil der pY-Fraktionen am
totalen ERK1/2-Pool dnderte sich iiber die Zeit hinweg nur wenig: zwischen 2.5 und 10 min
ist eine geringfiigige Zunahme und im weiteren Verlauf bis etwa 25 min eine Abnahme zuriick
zum Ausgangsniveau erkennbar. Die maximalen Phosphorylierungsgrade der pT-Fraktionen
waren etwas hoher als die von pY. Bei beiden Isoformen stieg der Anteil der pT-Spezies bis
etwa 17.5 min kontinuierlich an, bis nach héchstens 45 min das Ausgangsniveau wieder erreicht
wurde. Im Gegensatz zu den phosphorylierten Fraktionen ist das Profil von unphosphorylier-
tem ERK1/2 durch ein Minimum zwischen 10 und 15 min gekennzeichnet. Das Ausgangsniveau
wurde nach 45 min wieder erreicht. Die IL6-induzierten Profile der spezifischen ERK1- und
ERK2-Spezies dhneln einander sehr stark.

3.4.6. Die Aktivierungsstirke der MAPK/ERK-Signalkaskade hingt vom
Rezeptor ab

FEin bedeutendes Ziel der Studie war die Kldrung der Frage, ob es einen zelltypspezifischen
Unterschied zwischen starken und schwachen Auslésern der MAPK /ERK-Signalkaskade gibt.
Abb. 3.28 auf Seite 80 zeigt die HGF- und IL6-induzierten Aktivierungsprofile von ERK1/2 in
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HGF-induzierte Haufigkeitsprofile der verschiedenen ERK1- und ERK2-Fraktionen
in HaCaT A5-Zellen. Gezeigt sind die mittleren prozentualen Héufigkeiten resultie-
rend aus der Messung von drei (ERK1) bzw. zwei (ERK2) biologischen Replikaten

sowie die geschatzten Standardabweichungen.
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Abbildung 3.27.: IL6-induzierte Hiufigkeitsprofile der verschiedenen ERK1- und ERK2-Fraktionen
in HaCaT Ab-Zellen. Gezeigt sind die mittleren prozentualen Hiufigkeiten resul-
tierend aus der Messung von zwei biologischen Replikaten sowie die geschétzten

Standardabweichungen.
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Abbildung 3.28.: Aktivierungsprofile von ERK1/2 in priméren Maushepatozyten und in HaCaT A5-
Zellen induziert durch HGF- (griin) oder IL6-Stimulation (blau) (je 100 ng/ml).
Gezeigt sind die mittleren prozentualen Héufigkeiten der doppelt phosphorylierten
ERK1/2-Fraktionen und die geschitzten Standardabweichungen von zwei oder drei
biologischen Replikaten.

priméren Maushepatozyten und in HaCaT A5-Zellen. Ein Vergleich der Profile aller Fraktionen
ist in Abb. A.34 und A.35 auf Seite 142f dargestellt. Unabhéngig vom Zelltyp wurde ERK1/2
durch den HGF-Rezeptor Met (RTK) stérker als durch den IL6-Rezeptor (Zytokinrezeptor)
aktiviert: die Aktivierung setzte frither ein, erreichte ein hoheres Niveau und hielt ldnger an.
Obwohl beide Stimuli zu einer durchschnittlich stérkeren ERK1/2-Aktivierung in Hepatozyten
fithrten, war der relative Aktivierungsstatus nach der HGF-Stimulation bezogen auf IL6 bei
beiden Zelltypen dhnlich hoch. Zelltypspezifisch war hingegen der Zeitpunkt, zu dem die HGF-
induzierte Signalleitung ERK1/2 erreichte: der Phosphorylierungsstatus stieg bei HaCaT A5-
Zellen ungefihr 2.5 min spéter als bei den Hepatozyten an. Interessanterweise wurde bei der
IL6-induzierten Signalleitung diesbeziiglich kein signifikanter Unterschied beobachtet.

Wie die Resultate belegen, wird die relative Aktivierungsstirke der MAPK/ERK-Signalkas-
kade hauptsichlich durch den Liganden und seinen Rezeptor und weniger durch den Zelltyp
bestimmt.

3.4.7. Die mathematische Modellierung offenbart kinetische Parameter der
ERK-Phosphorylierung in primiren Maushepatozyten

Zur Modellierung der quantitativen Daten wurden diese auf die Gesamtheit aller zelluldren
ERK1/2-Molekiile normiert. Der totale ERK1/2-Pool einer Zelle wurde dabei als 100 % de-
finiert. Da das Expressionslevel von ERK1 und ERK2 signifikant von einem #quimolaren
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Verhéltnis abweicht (Lefloch et al., 2008), wurde die Stochiometrie zwischen den beiden Iso-
formen experimentell bestimmt: in primiren Maushepatozyten betrug sie 1:2.04 und in Ha-
CaT Ab5-Zellen 1:2.62 (ERK1:ERK2) (Iwamoto, 2010). Zur Beschreibung der HGF- und IL6-
induzierten ERK1/2-Phosphorylierungsdynamik wurde fiir beide Zellsysteme jeweils ein Mo-
dell fiir einen distributiven und eins fiir einen prozessiven Aktivierungsmechanismus erstellt
(Iwamoto, 2010). Eine kiirzliche Studie an priméren Maus-Erythroid-Progenitorzellen belegt
einen distributiven Mechanismus in vivo (Schilling et al., 2009). Dies bedeutet, dass sich der
MEK-ERK-Komplex zwischen den beiden Phosphorylierungsereignissen, die fiir die Aktivie-
rung von ERK erforderlich sind, wieder 16st und einfach phosphoryliertes ERK freigesetzt wird.
Abb. A.36 auf Seite 144 zeigt die Modellierung der experimentellen Daten unter der Annah-
me eines distributiven Aktivierungsmechanismus. Das zugehorige Modellschema fiir primére
Maushepatozyten ist in Abb. 3.29 auf Seite 82 dargestellt. Die wichtigsten Erkenntnisse, die
sich daraus ableiten, sind im Folgenden erléutert:

Der distributive Mechanismus ist durch eine langsame MEK-ERK-Komplexbildung gekenn-
zeichnet; nach der Komplexbildung laufen die Phosphorylierungreaktionen jeweils sehr schnell
ab. Die Geschwindigkeiten der positionsspezifischen Phosphorylierungsreaktionen sind un-
abhingig vom Phosphorylierungsstatus der jeweils anderen Position. Mit Ausnahme der Kom-
plexbildung, die fiir ERK1 und ERK2 unterschiedlich schnell ablduft, sind alle Reaktionen
isoformunspezifisch. Ausgehend von unphosphoryliertem ERK entstehen beim ersten Phos-
phorylierungsschritt beide einfach phosphorylierten ERK-Isomere (pT-ERK und pY-ERK).
Der iiberwiegende Anteil wird danach sofort wieder dephosphoryliert, wobei die Dephosphory-
lierung von pT-ERK um ein Vielfaches schneller als die von pY-ERK ablduft. Die vollstédndige
Aktivierung erfolgt ausgehend vom pY-Intermediat durch eine zweite Phosphorylierungsreak-
tion an Threonin; zwischen MEK und pT-ERK findet hingegen keine neue Komplexbildung
statt. Die Geschwindigkeit des zweiten Phosphorylierungsschritts wird hauptséchlich durch die
Assoziationsrate zwischen aktivem MEK und ERK bestimmt. Im Gegensatz zur Aktivierung
ist die Inaktivierung des doppelt phosphorylierten ERK unspezifisch: es gibt keine Priferenz,
ob zuerst Threonin oder Tyrosin dephosphoryliert wird. Die erste Dephosphorylierungsreak-
tion erfolgt sehr langsam. Die resultierenden einfach phosphorylierten ERK-Spezies sind vor
einer weiteren Komplexbildung mit MEK geschiitzt, d.h. sie miissen erst vollsténdig dephos-
phoryliert werden, bevor sie in einen neuen Phosphorylierungszyklus eintreten kénnen. Der
zweite Dephosphorylierungsschritt fiillt den unphosphorylierten ERK-Pool wieder auf; dieser
Schritt 1auft ca. fiinfmal schneller als der erste ab.

Zusammengefasst ergibt sich folgendes: Die distributive ERK-Aktivierung erfordert zwei
getrennte Phosphorylierungsreaktionen. Auch die Inaktivierung erfolgt in zwei Schritten, die
miteinander aufgrund der fiinfmal schnelleren Geschwindigkeit der zweiten Dephosphorylie-
rungsreaktion ein prozessiv-dhnliches Verhalten zeigen. Aktivierung und Inaktivierung von
ERK sind getrennte Prozesse: die einfach phosphorylierten ERK-Intermediate, die beim er-
sten Dephosphorylierungsschritt entstehen, miissen erst vollstdndig dephosphoryliert werden,
bevor sie fiir einen neuen Phosphorylierungszyklus zur Verfiigung stehen. Unphosphoryliertes
ERK ist sehr schnellen Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungszyklen ausgesetzt; hin-
gegen braucht die aktive Spezies bis zu zehnmal ldnger, um einen Zyklus zu durchlaufen.
Abb. 3.30 auf Seite 82 zeigt schematisch den Kreislauf der ERK-Prozessierung.

Der Hauptunterschied zwischen dem prozessiven und distributiven Modell ist das Verhalten
von pT- und pY-ERK nach der ersten Dephosphorylierungsreaktion: im prozessiven Modell
sind diese nicht geschiitzt, sondern stehen fiir eine erneute MEK-ERK-Komplexbildung zur
Verfiigung (Iwamoto, 2010).

Das Modell der ERK1/2-Phosphorylierungsdynamik in HaCaT A5-Zellen befand sich zum
Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit noch in der Entwicklung.
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Abbildung 3.29.: Modell der distributiven ERK1/2-Aktivierung und —Deaktivierung in priméren
Maushepatozyten (aus Iwamoto, 2010). Die Dicke der Pfeile ist proportional zu den
Reaktionsgeschwindigkeiten. Die Geschwindigkeitskonstanten k der verschiedenen
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Abbildung 3.30.: Kreislauf der ERK-Prozessierung in priméiren Maushepatozyten (modifiziert aus
Iwamoto, 2010, Seite 56). Der ERK-Phosphorylierungsmechanismus ist distribu-
tiv; die Aktivierung erfolgt {iber Tyrosin-phosphoryliertes ERK als Intermediat.
Niheres dazu im Text. Die farbigen Pfeile représentieren verschiedene Reaktions-
typen: orange, Phosphorylierung; grau, Dephosphorylierung.
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3.4.8. Die Modellvalidierung bestétigt die distributive ERK-Phosphorylierung in
primiren Maushepatozyten

Zur Validierung des prozessiven und distributiven Modells wurde gepriift, ob mit deren Hilfe
experimentelle Daten vorhergesagt werden konnen. Ziel der Untersuchung war die endgiiltige
Klarung der Frage, ob die Aktivierung von ERK in priméren Maushepatozyten einem distribu-
tiven oder prozessiven Mechanismus folgt. Zu diesem Zweck wurde ein Stimulationsexperiment
unter verédnderten Bedingungen durchgefiihrt: Die Hepatozyten wurden 10 min lang mit HGF
vorstimuliert und anschlieffend mit dem MEK1/2-Inhibitor U0126 fiir die angezeigten Zeit-
punkte behandelt. U0126 inhibiert MEK1/2, indem es entweder dessen Aktivierung verhindert
oder die Katalyse hemmt (VanScyoc et al., 2008). Nach Lyse der Zellen wurden die Anteile
der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen mit one-source-Standardpaaren bestimmt. Insgesamt
wurden drei biologisch-technische Replikate analysiert.

Durch die Hemmung der MEK1 /2-Aktivitét sollte die Phosphorylierungsdynamik ausschlief3-
lich auf die Dephosphorylierung und damit Inaktivierung von ERK1/2 durch zellulédre Phos-
phatasen zuriickzufiihren sein. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.31 auf Seite 84 dargestellt und in
Tab. A.17 auf Seite 163f zusammengefasst. Bei 0 min variierte der Anteil der aktiven ERK1/2-
Spezies von 22-29 % (ERK1) bzw. von 30-39 % (ERK2). Er nahm mit einer Halbwertszeit
von ungefihr 60 s kontinuierlich ab und lag nach 6 min nahe 0 %. Der Anteil der pY-Fraktion
betrug bei beiden Isoformen zu Beginn der Kinetik zwischen 16 und 29 %. In zwei der drei
Einzelzeitreihen wurde eine kontinuierliche Abnahme auf < 2 % innerhalb von 6 min beob-
achtet. Bei der Zeitreihe mit dem niedrigsten Ausgangswert wurde hingegen ein Maximum bei
0.5 min detektiert; erst dann nahm der Phosphorylierungsgrad kontinuierlich auf das gleiche
Endniveau ab. Die Halbwertszeit der pY-Fraktion war mit derjenigen der doppelt phospho-
rylierten ERK1/2-Fraktion vergleichbar. Auch der Anteil der pT-Fraktion beider Isoformen
verringerte sich im zeitlichen Verlauf; im Vergleich zur pY- und pTpY-Fraktion war die De-
phosphorylierungsrate mit einer Halbwertszeit von ungefihr 2.5 min niedriger. Wie erwartet
zeigt das Profil der unphosphorylierten ERK1/2-Spezies eine kontinuierliche Zunahme, bis
nach 6 min 97-98 % des totalen ERK1 und 96-97 % des totalen ERK2 im unphosphorylierten
Zustand vorlagen. Die Einzeldaten der spezifischen ERK1- und ERK2-Fraktionen innerhalb
der verschiedenen Zeitreihen waren stark korreliert.

Abb. A.37 auf Seite 145 zeigt die Modellvorhersagen beziiglich der verschiedenen ERK1/2-
Spezies fiir den prozessiven und distributiven Aktivierungsmechanismus. Die Datenpunkte
werden durch das distributive Modell besser als durch das prozessive beschrieben, da nur
der erstgenannte Mechanismus die Zeitspanne bis zur vollstdndigen Dephosphorylierung aller
ERK1/2-Fraktionen erfolgreich vorhersagte. Bei einem prozessiven Mechanismus wire die pT-
Fraktion beider Isoformen nach 6 min nur unvollstdndig dephosphoryliert. Hingegen liegen die
Kurven des distributiven Modells am Ende der Kinetik jeweils auf dem gleichen Niveau wie
die experimentellen Datenpunkte.

Die Modellvalidierung zeigt den Erfolg der mathematischen Modellierung. Wie die Resultate
bestétigen, basieren Aktivierung und Deaktivierung von ERK1/2 in priméren Maushepatozy-
ten auf einem distributiven Mechanismus.

3.4.9. Der technische Fehler ist signifikant niedriger als der biologische

In Abschnitt 3.1.9 wurde die Reproduzierbarkeit der Phosphorylierungsgradbestimmung an-
hand des rekombinanten GST-ppERK2-Fusionsproteins untersucht. Dieser Abschnitt vergleicht
die Fehler von technischen und biologischen Replikaten.

Abhéngig von der Vorgeschichte der Proben setzte sich deren Aufarbeitungsprozedur aus
verschiedenen Teilschritten zusammen. Im Unterschied zu rein technischen Replikaten beinhal-
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Abbildung 3.31.: In wvivo-Dephosphorylierungskinetik von aktivem ERK1/2 bei Hemmung der
MEK1/2-Aktivitidt. Priméire Maushepatozyten wurden 10 min lang mit HGF
(100 ng/ml) vorstimuliert; anschliefend wurde MEK1/2 durch Zugabe von U0126
inhibiert und die Phosphorylierungsgrade der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen
iiber 6 min isoformspezifisch bestimmt. Es wurden drei technisch-biologische Re-
plikate analysiert.
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3.4. Analyse der rezeptorspezifischen ERK1/2-Phosphorylierungsdynamik in verschiedenen
Zellsystemen und deren mathematische Modellierung

teten technisch-biologische Replikate die Probenvorbereitungsschritte Stimulation und Proben-
nahme. Biologische Replikate beriicksichtigten zusétzlich den Fehler der Zellkultur. Abb. 3.32
auf Seite 86 zeigt exemplarisch die mittleren relativen Fehler aller ERK2-Fraktionen abhéngig
von der Probenvorgeschichte. Die von-Tag-zu-Tag-Variation biologischer Replikate bestimmte
mit durchschnittlich 29 % die mit Abstand grofite Fehlerquelle (Abb. 3.32A, G). Bei technisch-
biologischen Replikaten von gleich behandelten Zellen war der relative Fehler mit etwa 12 %
weniger als halb so grof3 (Abb. 3.32B, G). Wie erwartet wurde der niedrigste relative Fehler von
3.5 % bei Mehrfachinjektion desselben Verdaus mit identischen Standards erzielt (Abb. 3.32F,
G). Wurde ein Verdau wiederholt mit Standards aus verschiedenen Herstellungsansétzen ana-
lysiert, war der relative Fehler ungefihr doppelt so grof (Abb. 3.32E, G). In der gleichen
Grofenordnung lag der Fehler auch, wenn verschiedene Gelbanden von rekombinantem GST-
ppERK2 — unbehandelt (Abb. 3.32D, G) oder nach Immunprézipitation (Abb. 3.32C, G) —
mit identischen Standards gemessen wurden. Wie die Ergebnisse belegen, hatte die Immun-
prazipitation im Unterschied zu den Prozeduren Gelelektrophorese, in-Gel-Verdau, Peptid-
extraktion und Standardherstellung keinen nennenswerten negativen Einfluss auf die Repro-
duzierbarkeit.
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Abbildung 3.32.: Vergleich des mittleren relativen Fehlers von biologischen und technischen Repli-
katen am Beispiel der Phosphorylierungsgradbestimmung von ERK2. Der Gesamt-
fehler setzt sich aus den Einzelfehlern der verschiedenen Aufarbeitungs- und Ana-
lysenschritte abhéngig von der Probenvorgeschichte zusammen (A-F). Das Bal-
kendiagramm zeigt die mittleren Fehler der prozentualen H&ufigkeiten aller vier
spezifischen ERK2-Fraktionen (G). Die Fehler beziehen sich auf die in (A-F) je-
weils grau hinterlegten Probenvorbereitungs- und Analysenschritte. Sie stammen
aus folgenen Quellen: A) Abb. 3.21; B) Tab. 3.8; C, D) Tab. 3.6; E, F) Tab. 3.5.
Zur Bestimmung des mittleren relativen Fehlers fiir (A) wurde der Fehler der un-
phosphorylierten Fraktion gemifl der angezeigten Polynomfunktion (Abb. 3.21) fiir
eine Hiufigkeit von 20.7 % berechnet. Dies entsprach dem durchschnittlichen Anteil
der unphosphorylierten ERK2-Spezies in Hepatozyten nach 10miniitiger Stimula-
tion mit 100 ng/ml HGF (Tab. A.12 auf Seite 155).
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4. Diskussion

4.1. Bedeutung der positionsspezifischen Phosphorylierungsgradanalyse

Die Entwicklung von sensitiven quantitativen Methoden zur Beleuchtung von dynamischen
Proteinphosphorylierungsereignissen ist fiir ein systematisches Versténdnis von zellulérem Ver-
halten essentiell. Bislang wurden in den meisten Phosphoproteomik-Studien nur relative Kon-
zentrationsunterschiede von phosphorylierten Peptiden zwischen zwei oder mehreren Proben
analysiert. Im Vergleich dazu ist die Ermittlung des Phosphorylierungsgrads als Endresultat
des Gegenspiels von Kinasen und Phosphatasen aufwendiger, weil dafiir auch die unphospho-
rylierten Peptidspezies quantifiziert werden miissen. Die Bestimmung der Stochiometrie von
Phosphorylierungsereignissen bietet gegeniiber der einfacheren Analyse von relativen Anderun-
gen wesentliche Vorteile. Diese sind im Folgenden erldutert.

Die Kenntnis des Phosphorylierungsgrads ist informativer als die einer Zunahme um den
Faktor x. So kann zum Beispiel eine zweifache Zunahme einen Anstieg des Phosphorylierungs-
grads von 2 auf 4 %, aber auch von 50 auf 100 % bedeuten (van Bentem et al., 2008).

Die Mehrzahl der Proteine enthélt mehrere, unterschiedlich regulierte Phosphorylierungs-
stellen (Olsen et al., 2006), die die komplexe Regulation von Proteinfunktionen ermdglichen
(Mayya & Han, 2006). Die Kenntnis des Phosphorylierungsgrads erlaubt einen direkten Ver-
gleich zwischen verschiedenen Phosphorylierungsstellen eines Proteins und ermdoglicht daher,
die Regeln fiir Mehrfachphosphorylierung zu entschliisseln (Mayya & Han, 2009). Um ein ge-
naues Verstindnis der Aktivierungskinetiken zu erhalten, sollte der Phosphorylierungsgrad
immer positionsspezifisch bestimmt werden (Olsen et al., 2006).

Kiirzlich wurde vermutet, dass viele der bekannten Phosphorylierungsstellen keine Funktion
besitzen (Lienhard, 2008) und dass Stellen mit niedriger Phosphorylierungsstéchiometrie bio-
chemischer Untergrund sein kénnten (Trinidad et al., 2006). Umgekehrt kénnte eine niedrige
Phosphorylierungsstochiometrie auch einen schnelleren Mechanismus der Proteinaktivierung
reprisentieren (Munton et al., 2007), in dem kurzlebige, hoch aktive Phosphorylierungsfor-
men auftreten. Die Information des Phosphorylierungsgrads an Stellen mit bekannten Funk-
tionen konnte genutzt werden, um zu bewerten, ob Phosphorylierungsstellen mit niedriger
Stochiometrie in vivo funktional sind (Mayya & Han, 2009).

Zudem ermoglicht die Kenntnis des Phosphorylierungsgrads, obwohl eine relative Grofe,
Daten zwischen verschiedenen Experimenten, Konditionen und Laboratorien direkt miteinan-
der zu vergleichen. Letztendlich ist die Information der Phosphorylierungsstéchiometrie fiir die
mathematische Modellierung wichtig.

4.2. Das one-source-Prinzip

Die one-source-Standardmethode basiert auf der Verwendung von stabilisotopenmarkierten
internen Standards fiir ein endogenes Peptid/Phosphopeptid-Paar, das durch proteolytische
Spaltung generiert wird. One-source-Peptid/Phosphopeptid-Standardpaare werden durch De-
phosphorylierung von Phosphopeptidstandards hergestellt. Auch andere massenspektrometri-
sche Methoden zur Bestimmung von Proteinphosphorylierungsgraden basieren auf der Verwen-
dung von Phosphatasen (z.B. Johnson et al., 2009; Smith et al., 2007; Steen et al., 2005). In
fast allen Studien wurde die Dephosphorylierungsreaktion durch alkalische Phosphatase kataly-
siert. Diese hat den Nachteil, dass sie sich nur durch Séure-, aber nicht durch Hitzebehandlung
inaktivieren ldsst (http://www.neb.com/nebecomm/products/productM0290.asp).

Ein der one-source-Methode @hnliches Prinzip wurde bereits fiir die Herstellung von abso-
lut quantifizierten PASTA-Peptiden angewandt (Zinn et al., 2009). Bei one-source-Standards
kann hingegen auf die absolute Quantifizierung verzichtet werden, da die Kenntnis des molaren
Verhéltnisses bereits zum Einsatz als Standardpaar ausreicht. In der Literatur sind verschiede-
ne Dephosphorylierungsverfahren beschrieben, unter anderem die Verwendung von Flussséure
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4.3. Anreicherung der Zielproteine

(Kuyama et al., 2003), alkalischer Phosphatase (Ahmad & Huang, 1981; Hegeman et al., 2004),
A-Phosphatase (Johnson et al., 2009) und antarktischer Phosphatase (Rina et al., 2000). In
der vorliegenden Arbeit wurde ausschliefilich antarktische Phosphatase verwendet, da dieses
Enzym hitzelabil ist und durch moderate Temperaturerhthung innerhalb weniger Minuten ir-
reversibel inaktiviert wird (Abschnitt 3.1.2). Die vollstindige Inaktivierung der Phosphatase
vor Vereinigung der Peptid-/Phosphopeptidaliquots ist essentiell. Nur so ist sichergestellt, dass
das molare Standardverhéltnis gleich dem Mischungsverhéltnis ist und iiber die Zeit hinweg
stabil bleibt. Da eine Ansiduerung der Standardlésungen unnétig ist, konnen die Standards
schon zum frithestmoglichen Zeitpunkt auf der Stufe des Proteinverdaus (bei ca. pH 8) der
Probe zugegeben werden. Verluste wiahrend der weiteren Probenvorbereitung werden auf diese
Weise kompensiert. Wie die Kontrollanalysen mittels nanoESI-MS ergaben, wurden alle ge-
testeten Standardpeptide mit einer Effizienz von > 99 % erfolgreich dephosphoryliert. Da die
one-source-Standardmethode im Gegensatz zum AQUA-Verfahren ein relativer Quantifizie-
rungsansatz ist, wird der Fehler zweier unabhéngiger, absoluter Standardquantifizierungen fiir
das phosphorylierte und unphosphorylierte Zielpeptid eliminiert. Hingegen werden one-source-
Peptid-/Phosphopeptidstandards nur durch volumetrische Mischung kalibriert — ein Schritt,
der mit hoher Genauigkeit ausgefiihrt werden kann. Zur Anpassung an den individuellen Phos-
phorylierungsgrad der Probe kénnen one-source-Standardpaare im beliebigen Verhiltnis her-
gestellt werden.

4.3. Anreicherung der Zielproteine

Proteine, die in zelluldren Signaltransduktionswegen eine Rolle spielen, werden oft nur auf
niedrigem Niveau exprimiert. Zur Verringerung der Probenkomplexitét ist daher eine Anrei-
cherung der Zielproteine erforderlich. Dies erlaubt die Analyse von Signalmolekiilen, auch wenn
sie in der Zelle in vergleichsweise niedriger Anzahl vorliegen. Studien, die nur die zeitlichen
Anderungen von phosphorylierten Peptidspezies verfolgen, basieren meist auf der selektiven
Anreicherung von Phosphopeptiden mittels IMAC (immobilized metal ion affinity chromato-
graphy) (Posewitz & Tempst, 1999) oder TiO2 (Larsen et al., 2005). Fiir die Analyse des
Phosphorylierungsgrads sind diese Verfahren allerdings weniger geeignet, da die unphosphory-
lierten Peptide verloren gehen. In der vorliegenden Arbeit wurden alle endogenen Zielproteine
mittels Immunprézipitation und anschliefender SDS/PAGE isoliert.

Anreicherungsmethoden wie die Immunprézipitation werden hiufig genutzt, um Zielproteine
aus dem heterogenen Pool zelluldrer Proteine zu reinigen (z.B. Mayya et al., 2006; Richardson
et al., 2004). Der Erfolg der Methode héingt von der Verfiigharkeit eines Antikorpers fiir jedes
Zielprotein ab. Um sicherzustellen, dass die phosphorylierte und unphosphorylierte Fraktion
eines Proteins mit gleicher Effizienz aufgereinigt wird, muss der verwendete Antikorper gegen
ein unmodifiziertes Sequenzmotiv gerichtet sein (siehe auch Abschnitt 4.5.3).

4.4. Selektivitit der Analyse

Hingegen ist eine hohe Proteinspezifitit des Antikorpers fiir den Erfolg der Phosphorylierungs-
gradanalyse weniger ausschlaggebend: einerseits werden alle immunprézipitierten Proteine in
einem zweiten Schritt iber SDS/PAGE aufgereinigt, und andererseits gewihrleistet die hohe
Selektivitat der Massenspektrometrie eine individuelle Detektion aller Zielpeptide. Die Selek-
tivitdt wird durch die Elutionszeit, den Ladungszustand, das charakteristische Isotopenmuster
sowie durch die hohe Massengenauigkeit des Orbitrap-Massenspektrometers (< 3 ppm) er-
zielt. In den untersuchten Gelbanden wurden teilweise iiber 50 verschiedene zellulidre Proteine
identifiziert. Generell wird die Quantifizierung nur gestort, wenn die Signale von Analyt- und
Standardpeptiden von einem Stérsignal iiberlagert sind. Aufgrund der hohen Ubereinstimmung
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zwischen berechneten und experimentellen Isotopenmustern kann eine solche Uberlagerung
in der Regel durch Vergleich der Isotopenmuster erkannt werden. In diesen Fiéllen kann fiir
die Bestimmung des Phosphorylierungsgrads ein anderer, nicht {iberlagerter Ladungszustand
herangezogen werden.

4.5. Richtigkeit der one-source-Peptid-/Phosphopeptidstandard-Methode

4.5.1. Wiederfindung

Die Anwendung der one-source-Standardmethode auf synthetische Referenzmischungen mit
verschiedenen Phosphorylierungsgraden im Bereich von 9.1 bis 90.9 % ergab eine sehr gute
Ubereinstimmung zwischen den volumetrischen und experimentellen Phosphorylierungsgraden.
Wie die Ergebnisse belegen, konnen Phosphorylierungsgrade von Peptidlosungen mit Hilfe von
one-source-Standards sehr genau und hoch reproduzierbar bestimmt werden. Ein systemati-
scher Fehler, z.B. aufgrund unvollstindiger Dephosphorylierung, wurde daher ausgeschlossen.

Wie erwartet stimmten auch die volumetrischen und experimentellen molaren Verhéltnisse
zwischen dem phosphorylierten und unphosphorylierten Referenzpeptid sehr gut iiberein. Um
das Standardverhéltnis dem Phosphorylierungsgrad der Probe anzupassen, kénnen one-source-
Standardpaare in praktisch jedem beliebigen Verhéltnis hergestellt werden. Die Resultate zei-
gen jedoch, dass die Genauigkeit der Standardherstellung bei einem 1:1-Verhéltnis am héchsten
ist. In diesem Fall konnen one-source-Standards mit einem relativen Fehler unter 5 % herge-
stellt werden. Darin ist neben der Ungenauigkeit des volumetrischen Mischungsschritts auch
der Fehler der Massenspektrometrie-Analyse enthalten. Daher kann davon ausgegangen wer-
den, dass der Fehler der Standardherstellung sogar noch kleiner ist. In der Praxis betréigt
der lineare Bereich der ESI-Orbitrap-Massenspektren etwa zwei Groéflenordnungen. Bei ei-
nem von 1:1 stark abweichenden Standardverhéltnis ist der volumetrische Mischungsfehler
moglicherweise grofler als der Messfehler bei unterschiedlichen Signalintensitéiten zwischen
Analyt- und Standardpeptiden. Eine Anpassung des Standardverhéltnisses an hohe oder nied-
rige Phosphorylierungsgrade ist daher nur bei Massenspektrometern mit geringem linearen
Bereich erforderlich.

4.5.2. Phosphatase-Aktivitit in Zelllysaten

Bei der Lyse von Zellen werden alle endogenen Phosphatasen freigesetzt. Eine Grundvorausset-
zung fiir die Richtigkeit der one-source-Standardmethode ist das Fehlen jeglicher Phosphatase-
Aktivitdt wiahrend der Probenvorbereitung. Um die Phosphorylierungsstéchiometrie nicht zu
unterschétzen, muss die Dephosphorylierung von Proteinen durch Zugabe von Phosphatase-
Inhibitoren erfolgreich unterdriickt werden. Mit Hilfe von GST-markiertem ERK2 wurde die
Phosphatase-Aktivitdt in primdren Maushepatozyten-Lysaten in Anwesenheit von Inhibito-
ren untersucht. Unter den beschriebenen Versuchsbedingungen konnte eine Restaktivitit von
zelluldren Phosphatasen zwar nicht génzlich ausgeschlossen werden; allerdings wire ein even-
tueller Einfluss auf die Phosphorylierungsstochiometrie sehr gering.

4.5.3. Spezifitidt der Antikérper

Fiir die Richtigkeit der Phosphorylierungsgradbestimmung ist es ferner entscheidend, dass die
phosphorylierte und unphosphorylierte Fraktion eines Zielproteins mit der gleichen Effizienz
aufgereinigt wird. Die Analyse von GST-markiertem ERK2 mit und ohne Immunprézipitation
fithrte zu vergleichbaren Phosphorylierungsgraden. Folglich besitzt der verwendete Antikorper
die gleiche Affinitdt zur phosphorylierten und unphosphorylierten Proteinfraktion. Dies war zu
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erwarten, da der Antikdrper gegen ein unmodifiziertes Sequenzmotiv gerichtet war. Gleicher-
maflen kann davon ausgegangen werden, dass auch die iibrigen in dieser Arbeit verwendeten
Antikorper phospho-unspezifisch sind, da sie gegen nicht-phosphorylierte Epitope gerichtet
waren.

4.5.4. Proteaseauswahl

Mit Hilfe von one-source-Standards werden Proteinphosphorylierungsgrade nach dem Protein-
verdau auf Peptidebene bestimmt. Phosphatgruppen kénnen die proteolytische Spaltung hem-
men (Previs et al., 2008). Die Hemmung tritt besonders bei Ser-/Thr-Phosphorylierung auf und
ist am stérksten in den Positionen +1, 2 und 3 der Spaltstelle (Winter et al., 2009a). Meistens
bewirkt die Phosphorylierung eine verlangsamte Spaltung, so dass am Ende der Proteolyse ei-
ne gewisse Menge an unvollstdndig gespaltenen Phosphopeptiden vorliegt. Dies hat zur Folge,
dass eine bestimmte Phosphorylierungsstelle in zwei Phosphopeptiden unterschiedlicher Lange
prasent ist. Die Bestimmung des Phosphorylierungsgrads fithrt dann zu einem systematischen
Fehler, da die kiirzere Peptidvariante bevorzugt fiir die unphosphorylierte Spezies auftritt. Zur
Vermeidung von Interferenzen zwischen proteolytischer Spaltung und Phosphorylierung sollte
daher eine Protease gewihlt werden, die Phosphopeptide mit einem Abstand von mindestens
drei Aminosdureresten zwischen Phosphorylierungs- und Spaltstellen generiert. Dies traf auf
alle in dieser Arbeit analysierten Proteine zu. Die Richtigkeit der mit one-source-Standards
bestimmten Phosphorylierungsgrade wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass selbst bei Ver-
wendung verschiedenener Proteasen die experimentellen Phosphorylierungsgrade im Rahmen
der Messgenauigkeit tibereinstimmten (Abschnitt 3.1.6).

4.5.5. Peptidextraktion

Ein weiterer systematischer Fehler konnte auftreten, wenn die Effizienz der Peptidextraktion
nach in-Gel-Verdau zwischen phosphorylierten und unphosphorylierten Peptiden unterschied-
lich wére. Dieser Fragestellung wurde bereits in einigen Studien nachgegangen. Mayya et al.
bestimmten die relativen Anderungen der vier verschiedenen phosphorylierten und unphospho-
rylierten Formen von Cdk (cyclin-dependent kinase) mittels AQUA-Standards und verglichen
sie mit den Ergebnissen eines quantitativen Immunoblots (Mayya et al., 2006). Zhang et al.
analysierten die Phosphorylierungsstochiometrie von definierten Referenzmischungen aus zwei-
fach phosphoryliertem und unphosphoryliertem rekombinanten ERK2 nach SDS/PAGE und
in-Gel-Verdau (Zhang et al., 2002b). Atrih et al. testeten unterschiedliche Puffersysteme fiir die
Peptidextraktion nach Immunprézipitation und in-Gel-Verdau von Aktl (Atrih et al., 2010).
Alle Studien kamen zu dem Schluss, dass sich phosphorylierte und unphosphorylierte Peptide
wéhrend des Verdaus und der Extraktion &hnlich verhalten.

4.5.6. Schlussfolgerung

Die Richtigkeit der one-source-Standardmethode wurde erfolgreich durch systematische Uber-
priifung der einzelnen Methodenschritte validiert. In keinem der Methodenschritte wurde ein
systematischer Fehler nachgewiesen. Daher kann davon ausgegangen werden, dass die expe-
rimentellen Phosphorylierungsgrade die Phosphorylierungsgrade in vivo zum Zeitpunkt der
Zelllyse reflektieren.

4.6. Einfluss von Oxidation

Bei dem STATG6-Peptidpaar DGRG-[Y/pY]-VPATIKMTVER wurde ein variabler Grad an
Methioninoxidation detektiert. Dies betraf sowohl die endogenen Peptide als auch die Stan-
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dards. Methioninreste kénnen in vivo wie auch in vitro wihrend der Probenvorbereitung und
Gelelektrophorese oxidiert werden (Froelich & Reid, 2008). Da die Phosphorylierungsgradbe-
stimmung auf Grundlage der oxidierten und nicht-oxidierten Peptidspezies zu gleichen Resul-
taten fithrte, kann davon ausgegangen werden, dass die Methioninoxidation sowohl bei den
Standards als auch bei den endogenen Peptiden unbeeinflusst vom Phosphorylierungsstatus
auftrat.

Die mit one-source-Standards bestimmten Phosphorylierungsgrade sind unabhéngig von
der absoluten Standardkonzentration. Somit wird die Quantifizierung durch partielle Methio-
ninoxidation nicht beeintréichtigt. Wenn eine individuelle Analyse von oxidierten und nicht-
oxidierten Peptidspezies nicht von Interesse ist, kann Methionin mittels Wasserstoffperoxid
(0.5 %) vollsténdig oxidiert werden. Die chemische Oxidation ist auch sinnvoll, um eine Wech-
selwirkung zwischen Oxidation und Phosphorylierung generell auszuschlieBen.

4.7. Reproduzierbarkeit der Phosphorylierungsgradbestimmung

Der relative Fehler der quantitativen Analyse ist abhéngig vom Phosphorylierungsgrad. Wie
erwartet ist er umso grofer, je kleiner der Phosphorylierungsgrad ist. Bei der Quantifizierung
von einfach phosphorylierten Peptiden, die nur ein einziges one-source-Standardpaar erfordern,
betrug der mittlere relative Fehler fiir die phosphorylierte und unphosphorylierte Fraktion we-
niger als 10 % — sogar, wenn die Standards aus verschiedenen Herstellungsanséitzen stammten.
Die Resultate bestéitigen die gute Reproduzierbarkeit der Standarderzeugung. Die gesamte
Prozedur der Probenaufarbeitung war hoch reproduzierbar, wie die Ubereinstimmung der ex-
perimentellen Phosphorylierungsgrade bei der Analyse mehrerer identischer STAT6-Gelbanden
zeigt (Abschnitt 3.1.7).

Auch niedrige Phosphorylierungsgrade zwischen 1 und 10 % kénnen mit one-source-Stan-
dards genau und reproduzierbar bestimmt werden. Dies geht aus den ERK1/2-Dephosphory-
lierungsprofilen in priméren Maushepatozyten (Abschnitt 3.4.8) und den GM-CSF-induzierten
ERK2-Aktivierungskinetiken in HaCaT A5-Zellen (Abschnitt 3.1.11) hervor. In den untersuch-
ten Einzelkinetiken scheint die Neutralisation von IL6 einen positiven Effekt auf die ERK2-
Aktivierungsstéirke zu haben. Zur Validierung dieser Aussage miissten jedoch mehrere biolo-
gische Replikate analysiert werden. Die Ergebnisse legen nahe, dass auch Stellen mit niedriger
Phosphorylierungssttchiometrie biologisch funktional sind.

Am Beispiel der Phosphorylierungsgradbestimmung von ERK2, die auf drei one-source-
Standardpaaren basierte, wurde der Fehler von technischen Replikaten mit dem von biologi-
schen Replikaten verglichen. Wie erwartet war der relative technische Fehler deutlich niedriger
als der biologische. Letzterer betrug durchschnittlich 29 %. Der mittlere relative Fehler von
technischen Replikaten bei der Analyse von rekombinantem ERK2 lag unter 8 %, wenn die
Standards aus dem gleichen Herstellungsansatz stammten. Es wird geschétzt, dass der relative
technische Fehler auch mit neu hergestellten Standards weniger als 13 % betrigt. Die Repro-
duzierbarkeit der Phosphorylierungsgradbestimmung mit one-source-Standards liegt in der
gleichen Groflenordnung wie bei der absoluten Quantifizierung mit AQUA-Peptiden: Mayya
et al. beobachteten einen relativen Fehler von etwa 10 % bei der Analyse technischer Replika-
te und etwa 24 % bei biologischen Replikaten (Mayya et al., 2006). Allerdings beriicksichtigt
die Studie nicht den Fehler der Standardquantifizierung. Dieser betréigt zusétzlich fiir jedes
Standardpeptid etwa 10 % (Zinn et al., 2009).

4.8. STATG6-Aktivierung in den Lymphomzelllinien MedB-1 und L1236

Wie die Analyse von STAT6 in MedB-1- und L1236-Zellen ergab, wurde dessen Aktivierungs-
status durch Stimulation mit ILL.13 nur méfig erhoht. Der hohe STAT6-Phosphorylierungsgrad
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von 85 % in gehungerten, unstimulierten L.1236-Zellen war mit dem basalen Phosphorylie-
rungsstatus ohne Behandlung vergleichbar. Wahrscheinlich war das Hungern der Zellen in
diesem Experiment nicht erfolgreich gewesen. Dies wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass
der Phosphorylierungsstatus ohne Stimulation im néchsten Versuch (nach erfolgreichem Hun-
gern) nur bei 25 % lag. In beiden Zelllinien wurde ein hoher basaler Phosphorylierungsgrad
> 65 % nachgewiesen. Allerdings wurde in unbehandelten L1236-Zellen einmalig ein STAT6-
Aktivierungsstatus von nur 8-9 % gemessen (Abschnitt 3.1.6). Dieser auflergewohnlich niedrige
Aktivierungsgrad kénnte auf eine Aktivitéit von zelluldren Phosphatasen wihrend der Proben-
vorbereitung trotz Phosphatase-Inhibitoren zuriickzufiihren sein.

Raia et al. analysierten die STAT5- und STAT6-Phosphorylierung mit Hilfe von quantitati-
ven Immunoblots. In MedB-1-Zellen bewirkte eine Erhohung der IL13-Konzentration keine sig-
nifikante Steigerung der STAT6-Aktivierung. Im Gegensatz dazu stieg in MedB-1- und L.1236-
Zellen der Aktivierungsstatus von STATS bei Erhohung der IL13-Konzentration signifikant an.
Die Analyse des STAT5-Phosphorylierungsgrads an Position Tyr694 (STAT5A) und Tyr699
(STAT5B) mit one-source-Standards ergab fiir beide Zelltypen einen sehr niedrigen Wert na-
he 0 % im unstimulierten Zustand und eine Zunahme um > 30 % nach 40miniitiger 1L13-
Stimulation. Wie der starke dosisabhéngige Anstieg der STAT5-Aktivierung und die méBige
dosisunabhéinge Zunahme der STAT6-Aktivierung zeigen, wird das IL13-induzierte Signal in
den untersuchten Lymphomzelllinien primér iiber STAT5 weitergeleitet (Raia et al., 2010).

4.9. Aktl-Aktivierung in primiren Maushepatozyten

Mit Hilfe von one-source-Standards wurde erstmals nachgewiesen, dass der Phosphorylierungs-
grad von Aktl an Ser473 in unstimulierten priméren Maushepatozyten weniger als 1 % betrigt.
Wahrscheinlich wird die Phosphorylierung an Ser473 bené6tigt, um Aktl vollstandig zu akti-
vieren und seinen Aktivierungszustand zu stabilisieren (Sarbassov et al., 2005). Folglich sind
iiber 99 % des Akt1-Pools im unstimulierten Zustand inaktiv. Nach 15miniitiger Stimulation
mit HGF war der Phosphorylierungsstatus auf etwa 23 % angestiegen. Somit waren nur etwa
23 % aller Akt1-Molekiile nach der HGF-Behandlung in einem stabilen, vollstindig aktivierten
Zustand. Die Mehrzahl der Molekiile blieb trotz der HGF-Stimulation an Ser473 unphospho-
ryliert.

Zusétzlich zur Massenspektrometrie-Analyse wurde die Akt1-Phosphorylierung in priméren
Maushepatozyten mittels quantitativem Immunoblotting quantifiziert. In dem Zelltyp wurde
eine hohe biologische Varianz beobachtet. In manchen Féllen stimmten die massenspektrome-
trischen Daten gut mit denen des Immunoblots iiberein. Fiir eine genauere Aussage sollten
mehrere biologische Replikate mit one-source-Standards untersucht werden.

Zur Bestimmung des Aktl-Aktivierungsstatus verdffentlichten Atrih et al. kiirzlich ein &hn-
liches Verfahren basierend auf absoluter Quantifizierung mittels AQUA-Peptiden (Atrih et al.,
2010). Auch in dieser Studie konnte das Akt1-Peptid mit der Phosphorylierungsstelle Thr308
bei Verdau mit AspN nicht detektiert werden. Zur Ermittlung des positionsspezifischen Phos-
phorylierungsgrads an Thr308 benutzten die Autoren stattdessen Chymotrypsin. Allerdings
ist bei chymotryptischem Verdau die C-terminale Spaltstelle nur einen Aminoséurerest von
der Phosphorylierungsstelle entfernt. Aufgrund der moglichen Hemmung der Proteolyse durch
die benachbarte Phosphatgruppe kann die Phosphorylierungsgradbestimmung mit einem sy-
stematischen Fehler behaftet sein.

Atrih et al. wiesen nach, dass nur 35 % der Aktl-Molekiile in humanen T-Zellen durch Be-
handlung mit Pervanadat, einem Tyrosinphosphatase-Inhibitor, an Ser473 phosphoryliert wur-
den. Dies ist im Einklang mit dem niedrigen Aktl-Aktivierungsstatus in stimulierten priméren
Maushepatozyten. Weitere Phosphorylierungsgradanalysen in unterschiedlichen Zellsystemen
und unter verschiedenen Stimulationsbedingungen kénnten zeigen, ob die vergleichsweise nied-
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rige Akt1l-Aktivierung ein generelles Merkmal ist. Wie bei der Analyse der dynamischen ERK-
Aktivierung beobachtet, hingt der Aktivierungsstatus stark von Rezeptor und Stimulus ab. Es
wére interessant, zu testen, ob der Akt1-Phosphorylierungsgrad zelltyp- und stimulusspezifisch
ist.

4.10. ERK1/2-Aktivierung in primiren Maushepatozyten mit und ohne
Hemmung der PI3K

Der niedrigere ERK1/2-Aktivierungsstatus bei Hemmung der PI3K deutet an, dass zwischen
der ERK-Signalkaskade und dem PI3K-Signalweg eine Verbindung (crosstalk) besteht. Zu
demselben Schluss kamen auch Wang et al., die eine Beeinflussung der ERK-Aktivierung durch
die PI3K in NIH 3T3-Fibroblasten nachwiesen (Wang et al., 2009).

Zur Absicherung des Resultats in primiren Maushepatozyten wurden mehrere biologische
Replikate mittels quantitativem Immunoblotting analysiert. Mit diesem Verfahren wurde eine
hohe Varianz beobachtet. In manchen Fillen stimmten die Ergebnisse gut mit den massenspek-
trometrischen Daten {iberein; einige Replikate zeigten den Effekt der PI3K-abhéingigen ERK-
Aktivierung jedoch nicht. Der Grund hierfiir kénnte eine ungeniigende Spezifitdt des PI3K-
Inhibitors LY sein. Zudem reagiert PI3K sehr sensitiv auf biologische Variationen, woraus eine
inhomogene Antwort resultieren kann. Um eine Verbindung zwischen der ERK-Signalkaskade
und dem PI3K-Signalweg zu untersuchen, sollte ein anderes experimentelles Design mit einem
anderen Zielprotein anstelle der PI3K gew&hlt werden.

Die in vivo-Phosphorylierung von ERK wurde bereits in einigen Studien mittels Massen-
spektrometrie quantifiziert. In den meisten Fillen wurden jedoch nur relative Anderungen der
phosphorylierten Peptidspezies ermittelt (z.B. Blagoev et al., 2004; Huang et al., 2010; Moran-
dell et al., 2010; Olsen et al., 2006). Ballif et al. quantifizierten alle vier verschiedenen ERK2-
Formen relativ mit SILAC (Ballif et al., 2005). Die ERK1/2-Phosphorylierungsstéchiometrie
wurde kiirzlich markierungsfrei bestimmt (Schilling et al., 2009). Mit Hilfe von one-source-Pep-
tid/Phosphopeptid-Paaren wurde der positionsspezifische Phosphorylierungsgrad von ERK1
und ERK?2 erstmals hochgenau mit internen Standards ermittelt.

4.11. ERK1/2-Phosphorylierungsmechanismen in priméren Siugetierzellen
und der Tumorkeratinozyten-Zelllinie HaCaT A5

4.11.1. Temporire Profile der ERK1/2-Aktivierung

Die ERK-Signalkaskade spielt eine zentrale Rolle in der Antwort von Zellen auf extrazel-
lulére Stimuli wie Wachstumsfaktoren und Zytokine. Dennoch sind die Mechanismen der ERK-
Aktivierung und —Deaktivierung in vivo nicht vollsténdig verstanden. Durch die Kombination
von quantitativem Immunoblotting zur Analyse der dynamischen MEK-Aktivitdt und Mas-
senspektrometrie zur positionsspezifischen Phosphorylierungsgradbestimmung von ERK1 und
ERK2 wurden experimentelle Daten zur mathematischen Modellierung generiert.

Die temporéren Profile der ERK1/2-Aktivierung stimmen gut mit den MEK-Phosphory-
lierungsprofilen (Iwamoto, 2010, Seite 22) iiberein. Dies ist in Einklang mit der Studie von
Santos et al., in der das Aktivierungsprofil von MEK1/2 das von ERK1/2 reflektiert (Santos
et al., 2007). Die Dynamik der MEK-Phosphorylierung wurde mittels quantitativem Immu-
noblotting als unabhéngiger Technik ermittelt. Somit wird die Richtigkeit der one-source-
Standardmethode indirekt bestétigt.

RTK und Zytokinrezeptoren sind starke bzw. schwache Aktivatoren der ERK-Signalkaskade
(Roux & Blenis, 2004; Schilling et al., 2009). Die experimentellen Daten bestétigen dies:
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wéhrend die Behandlung mit HGF ca. 60 % des ERK1/2-Pools in priméren Maushepato-
zyten aktivierte, waren es bei dem Zytokin IL6 nur etwa 30 %. Der niedrigere, IL6-induzierte
ERK1/2-Aktivierungsgrad war unabhéingig vom Zelltyp. Kiirzlich wurde in priméren Erythroid-
Progenitorzellen nach Stimulation mit dem Zytokin Erythropoetin ebenfalls ein niedriger
ERK1/2-Aktivierungsgrad von etwa 10 % nachgewiesen (Schilling et al., 2009). Folglich wird
die ERK-Phosphorylierungsstéirke hauptséchlich durch den Liganden und seinen Rezeptor und
weniger durch den Zelltyp bestimmt.

In allen Kinetiken wurde die maximale ERK-Aktivierung nach 7.5 bis 15 min beobachtet.
Die experimentellen Phosphorylierungsprofile sind im Einklang mit einer Vielzahl von ande-
ren Studien, in denen die MAPK-Aktivitdt nach 3 bis 15 min ein Maximum erreichte. Das
Verhalten nach Erreichen des Maximums kann sehr unterschiedlich sein (zusammengefasst in
Kholodenko & Birtwistle, 2009).

Durch Variation von Stiarke und Dauer der ERK-Aktivitéat konnen unterschiedliche physio-
logische Zellantworten gesteuert werden (Marshall, 1995; Murphy & Blenis, 2006). Tatséchlich
wurden abhéngig vom Stimulus verschiedene ERK1/2-Aktivierungsprofile beobachtet: sowohl
in priméren Maushepatozyten als auch in HaCaT A5-Zellen induzierte HGF eine stérkere und
langer anhaltende ERK1/2-Aktivierung als IL6. Beide Stimuli haben teilweise unterschiedliche
zelluldre Funktionen: HGF stimuliert Hepatozyten und HaCaT A5-Zellen vorrangig zur Proli-
feration (Delehedde et al., 2002; Michalopoulos & DeFrances, 1997), wohingegen IL6 ruhende
Hepatozyten zur Proliferation vorbereitet (Taub, 2004) und bei HaCaT Ab5-Zellen neben der
Proliferation auch die Migration anregt (Lederle et al., 2010).

Die unterschiedlichen ERK1/2-Phosphorylierungsprofile bei beiden Stimuli kénnen auf ver-
schiedene positive und negative Feedbackmechanismen, z.B. von ERK zu Raf, MEK, RKIP
oder SOS (Buday et al., 1995), zuriickzufiihren sein (zusammengefasst in Kholodenko et al.,
2010; Kolch et al., 2005; Ramos, 2008). Den stérksten Einfluss auf die Dauer der Signallei-
tung haben Phosphatasen (Heinrich et al., 2002). Nach der Phosphorylierung wandert ein
Teil des zytoplasmatischen ERK-Pools in den Zellkern. Dieser Ubergang ist schnell, reversibel
und streng kontrolliert (Pouyssegur et al., 2002). Der Zellkern ist ein Ort der Signalbeendi-
gung, da ERK von seinem Aktivator MEK ferngehalten und durch Induktion von MKP-1/2
dephosphoryliert wird (Brondello et al., 1997; Pouyssegur et al., 2002; Volmat et al., 2001).
Die Aktivitdt von MKP-1 kann durch ERK-Phosphorylierung modifiziert werden. Die phos-
phorylierte MKP-1-Form wird langsamer degradiert (Brondello et al., 1999).

In der vorliegenden Studie wurde nur der zytoplasmatische ERK-Pool analysiert. Im Zyto-
plasma reguliert die konstitutiv exprimierte MKP-3 die ERK-Signalleitung herunter (Groom
et al., 1996; Muda et al., 1996). Im Unterschied zur MKP-1 fordert die Phosphorylierung von
MKP-3 durch ERK deren Degradierung (Marchetti et al., 2005).

4.11.2. Isoformspezifische Unterschiede zwischen ERK1 und ERK?2

ERK1 und ERK2 haben sehr dhnliche Sequenzen und werden in den Zellen von Sdugetieren ubi-
quitér exprimiert. Es gibt keine Hinweise auf isoformspezifische Module in der Ras/Raf/MEK-
Signalleitung, die spezifisch ERK1 oder ERK2 aktivieren kénnten (Lefloch et al., 2009). In
den meisten experimentellen Studien verhalten sich ERK1 und ERK2 &hnlich. Dies legt na-
he, dass sie funktional redundant sind (Kolch, 2000). Dennoch sind ERK2-Knockout-Mé&use
nicht lebensfdhig. Die Unfdhigkeit von ERK1, die ERK2-Funktion zu kompensieren, legt eine
spezifische Funktion von ERK2 nahe (Saba-El-Leil et al., 2003).

Die vorliegende Studie belegt, dass unter den gewédhlten Bedingungen ERK1 und ERK2 sehr
ghnliche Aktivierungskinetiken und -stérken zeigen. Zusétzlich wurde auch eine starke Korre-
lation zwischen dem dynamischen Verhalten der einfach phosphorylierten Spezies beobachtet.
Aus dem distributiven Modell geht hervor, dass aufler der MEK-ERK-Komplexbildung alle
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Reaktionen isoformunspezifsch sind. Die Resultate stiitzen die These, dass ERK1 und ERK?2
funktional redundant sind. Biologische Unterschiede kénnten auf das generell hhere Expres-
sionslevel von ERK2 im Vergleich zu ERK1 zuriickzufiihren sein, und die totale ERK1/2-
Aktivitdt konnte die Zellproliferation bestimmen (Lefloch et al., 2008; Lefloch et al., 2009).
Allerdings wurde kiirzlich demonstriert, dass ERK1 die Kernmembran mit niedrigerer Ge-
schwindigkeit als ERK2 durchdringt und somit proliferative Signale weniger effizient weiter-
leitet (Marchi et al., 2008). Desweiteren kénnten ERK1 und ERK2 auch spezifische Effektor-
molekiile haben (Krens et al., 2008; Lloyd, 2006) und so zu unterschiedlichen Zellantworten
fithren.

4.11.3. Schitzung des biologischen Fehlers

Der fiir die mathematische Modellierung geschétzte Fehler der experimentellen Kinetiken ba-
sierte auf den Ausgleichslinien der Standardabweichung-versus-Haufigkeits-Diagramme der
verschiedenen ERK1-Spezies. Der geschéitzte Fehler hat gegeniiber dem direkten Messfehler
den Vorteil, dass die einzelnen Datenpunkte zusammenhéngend betrachtet werden. Auf diese
Weise kann auch bei zufilliger Ubereinstimmung eines Datenpunktes ein Fehler angegeben
werden.

Aufgrund der starken Korrelation zwischen dem dynamischem Verhalten von ERK1 und
ERK2 kann davon ausgegangen werden, dass beide Isoformen mit dem gleichen biologischen
Fehler behaftet sind.

4.11.4. Vergleich zwischen priméiren Siugetierzellen und Tumor-Zelllinien

Bislang stammen die meisten Daten, die zur mathematischen Modellierung verwendet wur-
den, aus Studien mit immortalisierten Tumor-Zelllinien. Verglichen mit priméren Zellen sind
Tumor-Zelllinien leichter handhabbar und in groflerer Menge verfiigbar. Ihr Nachteil ist jedoch
die genetische Instabilitiat. Hinsichtlich Signaltransduktionsnetzwerken weisen sie wesentliche
Anderungen auf (Schilling et al., 2009), wobei die ERK-Signalkaskade zu den am hiufigsten
gednderten Signalwegen gehort (Bos, 1989). Tatséchlich fithrte die HGF-Stimulation in der
Tumorkeratinozyten-Zelllinie HaCaT A5 durchschnittlich zu einer dauerhaften, in priméren
Maushepatozyten hingegen zu einer voriibergehenden ERK-Aktivierung. Wie der quantitati-
ve Unterschied belegt, sollten Signalleitungsmechanismen auch in priméren Zellen untersucht
werden.

4.11.5. Distributives Modell fiir primire Maushepatozyten

Die meisten Studien unterscheiden nicht zwischen einfach und doppelt phosphoryliertem ERK
(Lefloch et al., 2008). Im Gegensatz dazu erlaubt die one-source-Standardmethode, die vier
moglichen ERK1/2-Formen individuell zu quantifizieren. In allen experimentellen Kinetiken
bildete die doppelt phosphorylierte ERK1/2-Spezies den grofiten Anteil; hingegen waren die
einfach phosphorylierten Formen in einem geringeren Mafl vorhanden. Die Existenz von einfach
phosphoryliertem ERK ldsst nicht automatisch auf einen distributiven Phosphorylierungsme-
chanismus schlieflen, denn eine spezielle Version des Phosphopeptids kann sowohl durch Phos-
phorylierung als auch durch Dephosphorylierung einer anderen Version entstanden sein. Um
den Mechanismus der ERK-Aktivierung und —Deaktivierung in vivo zu verstehen, sind ma-
thematische Modelle essentiell.

Basierend auf den HGF- und IL6-induzierten ERK1/2-Phosphorylierungskinetiken wurden
fiir primére Maushepatozyten zwei mathematische Modelle erstellt: fiir einen prozessiven und
einen distributiven Phosphorylierungsmechanismus. Wie die experimentelle Modellvalidierung
offenbart, ist die ERK1/2-Aktivierung in priméren Maushepatozyten distributiv. Diese Art der
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ERK-Aktivierung erfordert zwei getrennte Phosphorylierungsreaktionen. Dadurch wird eine
erhohte Spezifitdt und Effektivitdt der Signalleitung erreicht (Huang & Ferrell, 1996; Ubersax
& Ferrell, 2007). Nach dem ersten Phosphorylierungsereignis entstehen beide einfach phos-
phorylierten Spezies, allerding kann nur die pY-Version als Intermediat zur aktiven, doppelt
phosphorylierten Form weiterprozessiert werden. Das Modell schlieit die duale Aktivierung
von ERK iiber die pT-Form aus. Daher ist im Modellschema die Komplexbildung zwischen
pT-ERK und pSpS-MEK nicht erlaubt. Die meisten ERK-Molekiile werden nach dem ersten
Phosphorylierungsereignis sofort wieder dephosphoryliert. Dies kénnte ein Sicherheitsmecha-
nismus zur Verhinderung einer zufilligen storungsbedingten Aktivierung sein.

Die Geschwindigkeiten der positionsspezifischen Phosphorylierungsreaktionen sind unabhén-
gig vom Phosphorylierungsstatus der jeweils anderen Position. Dies kénnte implizieren, dass
die Affinitdt von aktiviertem MEK fiir unphosphoryliertes und einfach phosphoryliertes ERK
vergleichbar ist.

Wie das Modell zeigt, sind die Aktivierung und Deaktivierung von ERK getrennte Prozes-
se. Ausgehend von der aktiven Form erlaubt die Modellstruktur nur die Dephosphorylierung
zu geschiitzten ERK-Spezies. Der Schutz der einfach phosphorylierten ERK-Intermediate vor
Rephosphorylierung koénnte auf eine Blockade der MEK-Bindungsstelle durch die Phosphatase
zuriickzufithren sein (Kim et al., 2003). MKP-3 wurde beschrieben, spezifisch ERK1/2 im Zy-
toplasma zu dephosphorylieren (Groom et al., 1996; Mourey et al., 1996; Muda et al., 1996).
Das Enzym gehort zur heterogenen Gruppe der MAPK-spezifischen Proteinphosphatasen, die
sowohl Phosphotyrosin- als auch Phosphoserin-/Phosphothreoninreste innerhalb eines Sub-
strates dephosphorylieren kénnen (Groom et al., 1996; Stewart et al., 1999). Die Bindungen
von MKP-3 und MEK an ERK schlieflen sich gegenseitig aus, wobei die Affinitdt von MKP-3
zu ERK grofer als die von MEK ist (Kholodenko et al., 2010).

Wie das Modell belegt, lduft der zweite Dephosphorylierungsschritt fiinfmal schneller als
der erste ab. Auch dies konnte ein Indiz sein, dass die Phosphatase nach der ersten Dephos-
phorylierung mit ERK verbunden bleibt. Die schnelle Dephosphorylierung ist wichtig, um den
unphosphorylierten ERK-Pool wieder aufzufiillen.

4.11.6. Experimentelle Modellvalidierung

Sowohl das prozessive als auch das distributive Modell war in der Lage, die experimentellen
ERK1/2-Phosphorylierungskinetiken zu beschreiben. Doch nur das distributive Modell sagte
erfolgreich die schnelle Dephosphorylierung des totalen ERK-Pools bei Hemmung der MEK-
Aktivitat voraus. Die Daten stimmen gut mit einer vor Kurzem verdffentlichten Studie von
Fujioka et al. iiberein. Die Autoren analysierten die Dephosphorylierungsrate von ERK durch
zelluldre Phosphatasen. In EGF-vorstimulierten, mit U0126 behandelten HeLa-Zellen nahm
das Niveau von phosphoryliertem ERK mit einer Halbwertszeit von etwa 50 s rapide ab (Fujioka
et al., 2006).

Die experimentelle Modellvalidierung bestétigte erstmals den distributiven ERK-Phospho-
rylierungsmechanismus in primiren Maushepatozyten.

4.11.7. Anpassungsgiite der Modellkurven an die experimentellen Datenpunkte

Wihrend die HGF-induzierten ERK1/2-Aktivierungskinetiken in den Primérzellen bei hoher
Zeitauflosung zwei bis drei Maxima zeigen, sind die zugehorigen Modellkurven durch einen ein-
zigen Peak charakterisiert. Unter Beriicksichtigung einer Vielzahl von Parametern kénnte das
Auftreten mehrerer Maxima beschrieben werden. Allerdings besteht die Herausforderung der
mathematischen Modellierung darin, das Optimum zwischen der Komplexitdt und dem Ab-
straktionsniveau eines Modells zu finden: eine hohe Komplexitit kénnte mit einer erhéhten Un-
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sicherheit der Modellvorhersagen korrelieren, da verschiedene Parametersets die Daten gleich
gut beschreiben. Hingegen bedeutet ein hohes Abstraktionsniveau den potentiellen Verlust der
Vorhersagekraft (Chen et al., 2010). Um die Daten der verschiedenen Stimulationskinetiken mit
nur einer Mindestanzahl an Parametern zu beschreiben, wurde die Modellkomplexitét schritt-
weise reduziert. Daher vernachléssigt das Modell konsequent den Einfluss von Geriistproteinen,
Feedbackmechanismen und anderen, induzierbaren Proteinen (Iwamoto, 2010).

Wahrend das Modell die experimentellen Stimulationskinetiken gut beschreibt, deckt die
Vorhersage der dynamischen Dephosphorylierung bei Hemmung der MEK-Aktivitéat nicht al-
le Datenpunkte ab. Jedoch war das distributive Modell in der Lage, die Zeitspanne bis zur
vollstdndigen Dephosphorylierung korrekt vorherzusagen. Unter Beriicksichtigung des neuen
Datensatzes konnte das Modell weiterentwickelt werden.

4.11.8. Einordnung des distributiven Modells in den wissenschaftlichen Kontext

Wie die vorliegende Studie zeigt, folgt die ERK-Phosphorylierung in priméren Maushepato-
zyten einem zweistufigen distributiven Mechanismus. Geriistproteine, die einen prozessiven
Mechanismus begiinstigen kénnten (Burack & Sturgill, 1997; Levchenko et al., 2000), spielen
augenscheinlich keine grofle Rolle. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass unter physiolo-
gischen Bedingungen nur ein geringer Anteil von MEK und ERK an Gertistproteine gebunden
ist (Kortum & Lewis, 2004).

Die Ergebnisse bestétigen bisherige Studien, die einen distributiven ERK-Phosphorylierungs-
mechanismus in vitro (Burack & Sturgill, 1997; Ferrell & Bhatt, 1997) und in vivo (Schilling
et al., 2009) belegen. Der distributive Mechanismus ist eine Strategie, die zellulidre Proteine
vor unspezifischer Aktivierung schiitzt (Ubersax & Ferrell, 2007).

Nach dem ersten Phosphorylierungsereignis entstehen beide einfach phosphorylierten ERK-
Spezies. Allerding kann nur die pY-Version zur aktiven, doppelt phosphorylierten Form weiter-
prozessiert werden. Die Ergebnisse unterstiitzen die Beobachtung von Schilling et al., dass die
ERK-Aktivierung in priméren Erythroid-Progenitorzellen zuerst iiber die Tyrosinphosphory-
lierung erfolgt (Schilling et al., 2009). Gleichzeitig werden in vitro-Studien bestétigt, die darauf
hindeuten, dass die Phosphorylierung von Threonin und Tyrosin zuféllig ablauft (Burack &
Sturgill, 1997; Ferrell & Bhatt, 1997).

Das vorliegende Modell belegt einen zufilligen, unspezifischen Dephosphorylierungsmecha-
nismus. Damit widerspricht es den Ergebnissen aus in vitro- (Zhao & Zhang, 2001) und in vivo-
Studien (Yao et al., 2000), die eine distributive Deaktivierung nachweisen, bei der doppelt phos-
phoryliertes ERK zuerst am Tyrosinrest dephosphoryliert wird. Jedoch kann die Diskrepanz
zwischen den Studien auch auf die unterschiedlichen experimentellen Designs zuriickzufiithren
sein.

4.11.9. Perspektiven

Die abschlieBende mathematische Modellierung der ERK1/2-Phosphorylierungskinetiken in
der Keratinozytenzelllinie HaCaT A5 wird dariiber Aufschluss geben, ob der distributive Ak-
tivierungsmechanismus auch in dieser Zelllinie giiltig ist. Eine Ausweitung der Analyse auf
andere Zelltypen konnte zeigen, ob die distributive ERK-Phosphorylierung in vivo ein gene-
relles Merkmal ist.
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4.12. Vorteile zielgerichteter Analysen im Vergleich zu
Hochdurchsatzstudien

Im Unterschied zu globalen Analysen, die auf die simultane Identifizierung und Charakte-
risierung moglichst vieler Phosphorylierungsstellen und Interaktionspartner ausgerichtet sind
(sogenannte shot-gun-Analysen) (z.B. Olsen et al., 2006), erlauben zielgerichtete Studien detail-
lierte Einblicke in die Phosphorylierungsdynamik einzelner Proteine. Phosphorylierungszyklen
konnen in sehr kurzen Zeitabstdnden stattfinden (Reinders & Sickmann, 2005). Daher kénnen
quantitative Analysen mit hoher Auflésung wichtige Hinweise iiber zelluléire Ereignisse geben,
deren zeitliches Profil fiir die biologische Zellantwort wichtig ist (Kolch et al., 2005; Marshall,
1995; Stork, 2002).

Bislang kann die Stochiometrie von Phosphorylierungsereignissen in Hochdurchsatzstudien
noch nicht bestimmt werden. Die Quantifizierung von relativen Anderungen kénnte jedoch
Phosphorylierungsstellen mit groBen Anderungen selektieren (z.B. > Faktor 2) und wichtige
Stellen mit kleinen Anderungen iibersehen (van Bentem et al., 2008).

Wegen der geringen Haufigkeit ist die Analyse von Phosphoproteinen eine spezielle Heraus-
forderung (Kirkpatrick et al., 2005). Mit Hilfe von synthetischen Standards kénnen phospho-
rylierte und unphosphorylierte endogene Peptide aufgrund ihrer Elutionszeit und spezifischen
Masse mit LC-MS/MS eindeutig identifiziert und die Phosphorylierungsstochiometrie genau
quantifiziert werden.

Zusammengefasst ergibt sich folgendes Bild: Methoden mit hohem Datendurchsatz sind
wichtig, um Hypothesen beziiglich der Funktion von Proteinen aufzustellen. Zur Validierung
der Hypothesen sollten anschlieflend detaillierte Studien durchgefiihrt werden (Nita-Lazar
et al., 2008), da nur auf diese Weise quantitative Daten mit einer fiir Modellierungsexpe-
rimente ausreichenden Genauigkeit generiert werden konnen. Solche Detail-Studien sind als
komplementir zu globalen, Uberblick-orientierten Proteomik-Analysen zu betrachten (Mayya
& Han, 2006).

4.13. Vergleich zwischen one-source- und AQUA-Standards

Die one-source-Standardmethode ist angelehnt an das AQUA-Verfahren (Gerber et al., 2003),
verzichtet aber auf die absolute Standardquantifizierung. Dies bietet eine hohere Genauig-
keit: der Fehler von zwei unabhiingigen absoluten Peptid-/Phosphopeptidquantifizierungen
wird eliminiert und durch den Fehler zweier volumetrischer Messungen ersetzt. Dadurch lésst
sich das relative Standardverhéltnis deutlich genauer einstellen (< 5 % Fehler bei einer 1:1-
Standardmischung). Da die one-source-Standardmethode ein relativer Quantifizierungsansatz
ist, sind die ermittelten Phosphorylierungsgrade unabhingig von der Standardkonzentration.

Im Unterschied zur absoluten Proteinquantifizierung, fiir die meist eine Zahl von unmodifi-
zierten Peptiden zur Auswahl steht, liegt bei der Phosphorylierungsgradanalyse die zu quantifi-
zierende Proteinregion fest. Eine gewisse Flexibilitéit besteht lediglich in der Auswahl einer op-
timalen Protease. Problematisch bei der AQUA-Strategie ist, dass Methionin und Tryptophan
in partiell oxidierter Form vorliegen kénnen und so bei Methionin- oder Tryptophan-haltigen
Standards méglicherweise zur Uberschitzung der eigentlichen Standardkonzentration fithren
(Mayya et al., 2006). Fiir one-source-Standards wurde hingegen gezeigt, dass eine Methionin-
oxidation keinen Einfluss auf die Genauigkeit der Quantifizierung hat. Konzeptuell trifft dies
auch auf die Oxidation an Tryptophan zu. In den meisten Féllen ist eine absolute Quanti-
fizierung endogener Phosphopeptide ohnehin eine Herausforderung, da Verluste wihrend der
Probenvorbereitung vor Zugabe der Standards schwierig zu korrigieren sind. Proteinverluste,
die wihrend Anreicherungsprozessen wie der Immunprézipitation auftreten, sind fiir die quan-
titative Massenspektrometrie ein Thema, das erst seit kurzem adressiert wird (Brun et al.,
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Tabelle 4.1.: Vergleich der erforderlichen Peptidsynthesen und Isotopenmarkierungen zwischen
AQUA- und one-source-Standards abhéngig von der Anzahl der Phosphorylierungsstel-
len je Peptid.

Phosphorylierungsstellen ~ Anzahl der erforder- Anzahl der erforderlichen
je Peptid lichen Peptid- isotopenmarkierten
synthesen Aminosduren
AQUA  one-source AQUA one-source
1 2 1 2 1
4 3 4 6
3 8 7 8 28

2007; Ciccimaro et al., 2009; Hanke et al., 2008; Zinn et al., 2010).

One-source- und AQUA-Standards unterscheiden sich in der Anzahl der benétigten Isoto-
penmarkierungen. Wéhrend bei AQUA-Standards jedes Peptid in der Regel nur eine Isoto-
penmarkierung enthélt, hangt deren Anzahl bei one-source-Standards von der Zahl der zu
quantifizierenden Phosphorylierungsstellen ab (Tab. 4.1). Bei Peptiden mit einer Phosphory-
lierungsstelle wird bei beiden Verfahren je Peptid eine Isotopenmarkierung benétigt. Aller-
dings ist bei one-source-Standards effektiv eine Synthese weniger erforderlich, denn nur das
phosphorylierte Standardpeptid muss synthetisiert werden. Bei Peptiden mit zwei Phosphory-
lierungsstellen werden insgesamt vier Isotopenmarkierungen fiir AQUA-Standards und sechs
Isotopenmarkierungen fiir one-source-Standards benétigt. Ab drei Phosphorylierungsstellen
ist der Unterschied sehr grof}: acht Markierungen fiir AQUA-Peptide stehen 28 Markierungen
fiir one-source-Standards gegeniiber.

Aufgrund der hohen Kosten fiir isotopenmarkierte Aminosiuren erscheinen one-source-
Standards nur bei Peptiden mit maximal zwei Phosphorylierungsstellen attraktiv.

Olsen et al. wiesen nach, dass die Verteilung zwischen einfach, doppelt, dreifach, vierfach und
hoher phosphorylierten Peptiden in einer Zelle etwa 68:23:5:2:2 betridgt (Olsen et al., 2006).
Wegen der bekannten Diskriminierung des Standardsprotokolls gegen Phosphopeptide mit drei
oder mehr Phosphorylierungsstellen (Seidler et al., 2010) sind hoch phosphorylierte Peptide
in Phosphoproteinverdaus wahrscheinlich deutlich hiufiger vertreten. Die Anzahl der erfor-
derlichen Synthesen fiir one-source-Standards (Tab. 4.1) entspricht der maximal vorkommen-
den Zahl verschiedener phosphorylierter Versionen eines Peptids. Die tatséchlich auftretende
Zahl ist in vielen Fillen kleiner, da es sich bei der Kinase-katalysierten Phosphorylierung oft
um einen geordneten Prozess anstelle eines chaotisch-statistischen Prozesses handelt (zusam-
mengefasst in Salazar & Hofer, 2009). Dadurch wird in der Praxis die Zahl der notwendigen
Standards wiederum reduziert.

4.14. Limitierungen der one-source-Peptid-/Phosphopeptidstandard-
Methode

Die Hauptlimitierung der one-source-Standardmethode sind die vergleichsweise hohen Ko-
sten: fiir jedes phosphorylierte Analytpeptid ist die Synthese eines stabilisotopenmarkierten
Standards notwendig. Zudem lassen sich manche Phosphopeptide nur schwer synthetisieren.
Weiterhin erfordert jedes Protein die Auswahl einer geeigneten Protease, die mindestens drei
Aminosiurereste von der Phosphorylierungsstelle entfernt spaltet. Nur so kann eine Hem-
mung der Verdaueffizienz aufgrund einer benachbarten Phosphatgruppe ausgeschlossen wer-
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den. Um dies zu umgehen, kénnten die Standardpeptide mit einer am N- und/oder C-Terminus
verlangerten Aminosiuresequenz synthetisiert werden. Bei Zugabe der Standards wihrend des
Verdaus konnte die Protease das endogene Protein und die Standardpeptide gleichermaflen
prozessieren. Somit wiirde eine unterschiedliche Verdaueffizienz fiir die phosphorylierte und
unphosphorylierte Proteinversion kompensiert.

Erfolgt die Quantifizierung auf Basis der intakten Molekiilionen — wie es bei den hier
vorgestellten Analysen der Fall war — ergibt sich eine weitere Limitierung: Bei der Quan-
tifizierung von Peptiden mit zwei Phosphorylierungsstellen miissen sich die beiden einfach
phosphorylierten Peptidisomere wahrend der Chromatographie trennen. Diese haben die glei-
chen Massen und konnen im Molekiilionenspektrum nicht voneinander unterschieden wer-
den. Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle chromatographischen Analysen mittels nanoUPLC
durchgefiihrt. Dieses Verfahren zeichnet sich durch eine auflergewthnlich hohe Trennleistung
aus, die in der Regel zu einer chromatographischen Trennung von Phosphopeptidisomeren
fithrt (Winter et al., 2009b). Die Notwendigkeit der Trennung von isobaren Phosphopep-
tiden kann mit Hilfe der SRM (selected reaction monitoring)-Strategie umgangen werden.
In SRM-Analysen werden spezifische Molekiil-zu-Fragmentionen-Uberginge in einem Triple-
Quadrupol-Massenspektrometer verfolgt. Die selektive Quantifizierung basiert bei diesem Ver-
fahren auf isomerspezifischen Ubergéingen (Elschenbroich & Kislinger, 2010).

Weiterhin ist die Anwendbarkeit der one-source-Standardmethode durch die Anzahl der er-
forderlichen Isotopenmarkierungen limitiert. Bei drei Phosphorylierungsstellen kann ein Peptid
theoretisch in sieben verschiedenen, phosphorylierten Formen existieren. Fiir die positionsspe-
zifische Phosphorylierungsgradbestimmung wiirden folglich sieben Standardpeptide mit insge-
samt 28 isotopenmarkierten Aminosiuren fiir deren individuelle Markierung benétigt.

Die untere Bestimmungsgrenze fiir eine robuste Phosphopeptidquantifizierung betragt schét-
zungsweise 10-20 fmol. Bei Zugabe von geeigneten Additiven zur Probe, z.B. Citrat, konnte die
Detektionseffizienz insbesondere von mehrfach phosphorylierten Peptiden verbessert werden
(Seidler et al., 2010; Winter et al., 2009c). Die SRM-Analyse mit einem Triple-Quadrupol-
Massenspektrometer kénnte die Bestimmungsgrenze bis in den Subfemtomol-Bereich senken
(Mayya et al., 2006).

4.15. Vorteile von one-source-Peptid-/Phosphopeptidstandards

One-source-Peptid- /Phosphopeptidstandards zur Bestimmung des Phosphorylierungsgrads von
Proteinen weisen zahlreiche vorteilhafte Eigenschaften auf. Diese sind im Folgenden zusam-
mengefasst:

I Das Verfahren ist auf alle Arten von Proben anwendbar, darunter Primérzellen und
Gewebe.

II Unterschiedliche LC-Wiederfindungsraten und Ionisierungseflizienzen zwischen phospho-
rylierten und unphosphorylierten Analytpeptiden werden kompensiert.

III Die ermittelten Phosphorylierungsgrade sind positionsspezifisch — auch bei Peptiden mit
zwei Phosphorylierungsstellen. Dies erlaubt detaillierte Einblicke in intrazellulére Signal-
transduktionsmechanismen.

IV Nur die phosphorylierten Standardpeptide miissen synthetisiert werden. Die unphospho-
rylierten Standards werden mit Hilfe von antarktischer Phosphatase daraus erzeugt.

V Eine absolute Standardquantifizierung ist nicht essentiell. One-source-Peptid /Phospho-
peptid-Paare bieten eine hohere Genauigkeit als absolut quantifizierte AQUA-Peptide, da
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die Fehler zweier separater Quantifizierungen durch zwei kleinere, volumetrische Fehler
ersetzt werden.

VI Die ermittelten Phosphorylierungsgrade sind unabhéingig von der Standardkonzentration.

VII One-source-Standards kénnen jederzeit innerhalb von etwa 2 % Stunden frisch hergestellt
werden.

VIII Hohe Reinheitsanforderungen an die Standardpeptide entfallen. Verunreinigungen, z.B.
durch Fehlsynthesen, unterscheiden sich in ihrer molekularen Masse von den Standards
und beeinflussen die Quantifizierung nicht.

IX Selbst kleine Phosphorylierungsgrade zwischen 1 und 10 % koénnen reproduzierbar und
genau bestimmt werden.

X Die Phosphorylierungsgradbestimmung ist sehr sensitiv. Im Unterschied zu Methoden,
die auf differenzieller Derivatisierung in Kombination mit enzymatischer Dephosphorylie-
rung beruhen, wird die Probe bei Anwendung von one-source-Standards ohne Aliquotie-
rung komplett analysiert. Zudem kénnen Analytsignale mit Hilfe von isotopenmarkierten
Standards aufgrund der gleichen Elutionszeit und der genauen Masse selbst im Unter-
grundbereich noch identifiziert werden.

XI Mehrere one-source-Standardpaare konnen parallel als Multiplex hergestellt werden. Dies
wurde erfolgreich am Beispiel dreier ERK2-Phosphopeptidstandards, die sich in der Po-
sition der Phosphorylierung unterschieden, demonstriert.

4.16. Schlussfolgerungen

Die Dynamik von Proteinphosphorylierungen reguliert die schnelle Aktivierung und Deak-
tivierung von zelluldren Signalnetzwerken. Die Herausforderung von phosphoproteomischen
Studien besteht daher nicht nur in der Identifizierung und Katalogisierung aller Phosphorylie-
rungsstellen, sondern vor allem in der Quantifizierung der Phosphoryierunsstochiometrie zur
Verfolgung von zeitlichen Anderungen als Reaktion auf eine Vielzahl von zelluldren Stérungen
(Johnson et al., 2009; Nita-Lazar et al., 2008).

Wie diese Arbeit zeigt, konnen Proteinphosphorylierungsgrade mit stabilisotopenmarkier-
ten one-source-Peptid-/Phosphopeptidstandards mit hoher Genauigkeit bestimmt werden. Das
Potenzial der Methode zur positionsspezifischen Quantifizierung von mehrfach phosphorylier-
ten Proteinen wurde erfolgreich am Beispiel der zentralen Signalproteine ERK1 und ERK2
demonstriert.

Innovative Forschung auf dem Gebiet der Signaltransduktion basiert auf der Kombination
und Optimierung von interdisziplindren Ansétzen. Durch Kombination der mittels one-source-
Standards gewonnenen experimentellen Daten mit mathematischer Modellierung wurde erst-
mals ein zweistufiger, distributiver ERK-Phosphorylierungsmechanismus in priméren Maus-
hepatozyten gezeigt. Die one-source-Standardmethode ist daher ein wertvolles Werkzeug, um
die Regeln zur Regulation multipler Phosphorylierungsereignisse zu entschliisseln. Dies kann
zu einem tieferen Verstédndnis von komplexen Signaltransduktionsmechnismen beitragen.

4.17. Ausblick

Die in dieser Arbeit angewandte Anreicherungsstrategie zeigt einen relativ geringen Proben-
durchsatz aufgrund des vergleichsweise hohen Aufwands der Immunprézipitation und des in-
Gel-Verdaus. Fiir die Phosphorylierungsgradanalyse einer gréfleren Zahl an Signalproteinen
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konnten one-source-Standards bereits auf der Stufe des Zelllysats zugegeben und die Proteine
in-Losung verdaut werden. AnschlieBend konnte der Verdau mittels geeigneter chromatogra-
phischer Verfahren wie Kationenaustauschchromatographie (Villen & Gygi, 2008) oder ZIC-
HILIC (zwitterionic hydrophilic interaction liquid chromatography) (Boersema et al., 2007) auf-
getrennt und die Fraktionen mittels nanoUPLC-SRM-Massenspektrometrie analysiert werden.
SRM ermoglicht eine selektive Quantifizierung von Peptiden auch in komplexen biologischen
Proben (Kim et al., 2010).

Abnorme Proteinphosphorylierung ist eine Ursache oder Konsequenz vieler Krankheiten
(Cohen, 2002b). Dementsprechend sind Proteinkinasen und ihre Substrate wichtige therapeuti-
sche Angriffspunkte (Cohen, 2002b; Lim, 2005). Mit der one-source-Standardmethode kénnten
Proteinphosphorylierungsgrade in normalem und krankem Gewebe erhalten und miteinander
verglichen werden. Dies wiederum koénnte wertvoll sein, um Angriffspunkte fiir Therapien zu
identifizieren und neue diagnostische oder therapeutische Strategien zu entwickeln.

Die sehr genaue, aber experimentell aufwendige Phosphorylierungsgradbestimmung mittels
LC-MS-Analyse kann zur Validierung einfacherer, Antikérper-basierter Verfahren verwendet
werden, wenn Phosphorylierungsstellen-spezifische Antikorper zur Verfiigung stehen. Diese
Verfahren zeigen iiber Multiplexing und eine kiirzere Analysenzeit einen hoheren Probendurch-
satz (O'Neill et al., 2006).
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A. Anhang

A.1. Abbildungen
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Abbildung A.1.: Dephosphorylierungsschritt bei der Herstellung eines Peptid/Phosphopeptid-Paars
des Signalproteins p388. Die annotierte Peptidsequenz entsteht bei p383-Verdau
mit Trypsin. Die Peptide wurden mit nanoESI-MS analysiert; A) vor der Dephos-
phorylierung; B) nach Dephosphorylierung mit antarktischer Phosphatase und irre-
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versibler Phosphatase-Inaktivierung.
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Abbildung A.2.: Dephosphorylierungsschritt bei der Herstellung eines one-source-Standardpaars fiir
das Signalprotein p385. Die annotierte Peptidsequenz entsteht bei p383-Verdau
mit Trypsin. Die Standardpeptide wurden mit nanoESI-MS analysiert; A) vor der
Dephosphorylierung; B) nach Dephosphorylierung mit antarktischer Phosphatase
und irreversibler Phosphatase-Inaktivierung ([A+4] = [13Cj, 15N]-Alanin).
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Abbildung A.3.: Reprisentative nanoUPLC-MS-Analysen verschiedener Referenzmischungen der

synthetischen p383-Peptide QADEEMpTGpYVATR und QADEEMTGYVATR in
unmarkierter Form. Die Referenzmischungen wurden geméfl dem one-source-Prinzip
erzeugt und die zugehorigen isotopenmarkierten Standards (*) jeweils im 1:1-
Verhiltnis zugegeben. Die volumetrisch eingestellten molaren Verhéltnisse zwischen
dem phosphoryliertem und unphosphoryliertem Referenzpeptid (MVp ,,p) sind an-
gegeben. In dieser Abbildung reprisentieren die relativen Signalintensititen der
Standards meist nicht das molare Standardverhéltnis (A* = ['3C3, N]-Alanin).
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Abbildung A.4.: Dephosphorylierungsschritt bei der Herstellung eines one-source-Standardpaars

fiir die Aktivierungsstelle Tyr641 des Signalproteins STAT6. Die annotierte Pep-
tidsequenz entsteht bei kombiniertem STAT6-Verdau mit AspN und LysC. Die
Standardpeptide wurden mit nanoESI-MS analysiert; A) vor der Dephosphorylie-
rung; B) nach Dephosphorylierung mit antarktischer Phosphatase und irreversibler
Phosphatase-Inaktivierung ([V+6] = [*Cs, °N]-Valin).
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Abbildung A.5.: Dephosphorylierungsschritt bei der Herstellung eines one-source-Standardpaars fiir

die Aktivierungsstelle Tyr641 des Signalproteins STAT6. Die annotierte Peptid-
sequenz entsteht bei STAT6-Verdau mit AspN. Die Standardpeptide wurden mit
nanoESI-MS analysiert; A) vor der Dephosphorylierung; B) nach Dephosphorylie-
rung mit antarktischer Phosphatase und irreversibler Phosphatase-Inaktivierung.
Ein geringer Anteil des Peptids war an Methionin oxidiert (oxM) ([D+5] = [*3Cy,
15N]-Asparaginsiure).
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Abbildung A.6.: Dephosphorylierungsschritt bei der Herstellung eines one-source-Standardpaars fiir
die an Thr185 und Tyr187 phosphorylierte Form des Signalproteins ERK2. Die an-
notierte Peptidsequenz entsteht bei ERK2-Verdau mit Trypsin. Die Standardpep-
tide wurden mit nanoESI-MS analysiert; A) vor der Dephosphorylierung; B) nach
Dephosphorylierung mit antarktischer Phosphatase und irreversibler Phosphatase-
Inaktivierung ([A+4] = [}3C3, 1°N]-Alanin).

[M+3H]+
744.6
A 100+
| V[A+4]DPDHDHTGFL-TEpY-V[A+4]TR
[M+4H]*
0 T T ! T ‘\ et peenad
[M+4H]
g 538.8 M+3HTE
B " 5390 [ 7‘1“:0 ]
o V[A+4]DPDHDHTGFL-TEY-V[A+4]TR
0 “l\ Emananny eans T '\1L T t ot T m/z
500 550 600 650 700 750 800 850

Abbildung A.7.: Dephosphorylierungsschritt bei der Herstellung eines one-source-Standardpaars fiir
die an Tyr187 phosphorylierte Form des Signalproteins ERK2. Die annotierte Pep-
tidsequenz entsteht bei ERK2-Verdau mit Trypsin. Die Standardpeptide wurden
mit nanoESI-MS analysiert; A) vor der Dephosphorylierung; B) nach Dephosphory-
lierung mit antarktischer Phosphatase und irreversibler Phosphatase-Inaktivierung
([A+4] = ['3C3, PN]-Alanin).
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Abbildung A.8.: Dephosphorylierungsschritt bei der Herstellung eines one-source-Standardpaars fiir
die an Thr185 phosphorylierte Form des Signalproteins ERK2. Die annotierte Pep-
tidsequenz entsteht bei ERK2-Verdau mit Trypsin. Die Standardpeptide wurden
mit nanoESI-MS analysiert; A) vor der Dephosphorylierung; B) nach Dephosphory-
lierung mit antarktischer Phosphatase und irreversibler Phosphatase-Inaktivierung
([A+4] = ['3C3, ®N]-Alanin; [F+6] = [*3Cg]-Phenylalanin).
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Abbildung A.9.:
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Extrahierte Ionenchromatogramme zweier GST-ppERK2-Peptide ohne Phospho-
rylierungsstellen; A) nach in-Gel-Verdau; B) nach Immunpriizipitation von GST-
pPERK2 aus einem primédren Maushepatozyten-Lysat und in-Gel-Verdau. Es wur-
den jeweils vier technische Replikate analysiert.
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Abbildung A.10.: Reprisentative nanoUPLC-MS-Analyse von GST-ppERK?2

zum Test der
Phosphatase-Aktivitit in Zelllysaten; A) nach Immunprézipitation aus einem
priméiren Maushepatozyten-Lysat; B) Kontrolle. Gezeigt sind die Isotopenmuster
der GST-ppERK2-Peptide VADPDHDHTGFLTEYVATR (unP-ERK2), VADPD-
HDHTGFLpTEpYVATR (pTpY-ERK2), VADPDHDHTGFLTEpYVATR (pY-
ERK2) und VADPDHDHTGFLpTEYVATR (pT-ERK2) und der zugehorigen
one-source-Standards. Die Signalintensititen der Peptid/Phosphopeptid-
Standardpaare wurden entsprechend ihrem molaren 1:1-Verhéltnis auf gleiche
Hohe normiert. Die unterschiedlich phosphorylierten Formen der ERK2-
Peptidstandards wurden wie folgt markiert: pTpY (= A*); pY (=A*+A*); pT
(=A*+A*+F*). Endogene Peptidspezies sind durch blaue Dreiecke markiert.
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Abbildung A.11.: Verifizierung der ERK2-Phosphorylierungsstellen Thr185 und Tyr187 in HaCaT

A5-Zellen nach 10miniitiger Stimulation mit GM-CSF bei gleichzeitiger Blockade
von IL6; A) extrahierte Tonenchromatogramme der unphosphorylierten (ERK2),
einfach (pERK2) und zweifach phosphorylierten (ppERK2) endogenen Peptid-
spezies; extrahierte Ionenchromatogramme der endogenen Peptidspezies sowie der
zugehorigen isotopenmarkierten Standards in B) unphosphorylierter, C) pTpY-,
D) pY- und E) pT-phosphorylierter Form. Die Chromatogramme zeigen jeweils
eine perfekte Koelution (A* = [13C3,'5N]-Alanin; F* = [*C¢]-Phenylalanin).
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Abbildung A.12.: Verifizierung der ERK2-Phosphorylierungsstellen Thr185 und Tyrl87 in Ha-

CaT Ab-Zellen nach 10miniitiger Stimulation mit GM-CSF ohne IL6-Blockade;
A) extrahierte Ionenchromatogramme der unphosphorylierten (ERK2), einfach
(pERK2) und zweifach phosphorylierten (ppERK2) endogenen Peptidspezies;
extrahierte Ionenchromatogramme der endogenen Peptidspezies sowie der zu-
gehorigen isotopenmarkierten Standards in B) unphosphorylierter, C) pTpY-,
D) pY- und E) pT-phosphorylierter Form. Die Chromatogramme zeigen jeweils
eine perfekte Koelution (A* = [3Cj3,'5N]-Alanin; F* = [13Cg]-Phenylalanin).
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Abbildung A.13.: Phosphorylierungsgradanalyse von STAT6 unter normalen Zellkulturkonditionen;

A) in MedB-1-Zellen; B) in L1236-Zellen. Dargestellt sind die extrahierten Ionen-
chromatogramme der STATG6-Peptide DGRGpYVPATIKMTVER (m/z 625.0;
z=3) (pSTAT6) und DGRGYVPATIKMTVER (m/z 598.3; z=3) (STAT6). Die
angegebenen Phosphorylierungsgrade wurden auf Basis der Peakflichen ohne Stan-
dards bestimmt.
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Abbildung A.14.: Identifizierung von STAT6 aus der Lymphomzelllinie 1.1236. Nach AspN-Verdau

und nanoUPLC-MS/MS-Analyse wurden die Fragmentionenspektren durch Mas-
cot mit der Datenbank Swissprot verglichen. Als variable Modifikationen wurden
Carbamidomethyl (C), Oxidation (M) und Phospho (STY) zugelassen. Die rot
markierten Sequenzen wurden mit einem Score > 10 identifiziert. Insgesamt betrug
die Sequenzabdeckung 29 %. Bei der Analyse von STAT6 aus der Lymphomzelllinie
MedB-1 wurde eine dhnliche Sequenzabdeckung erzielt. Das Peptid DGRGY VPA-
TIKMTVER enthielt die Phosphorylierungsstelle Tyr641.
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Abbildung A.15.: Verifizierung der Phosphorylierungsstelle Tyr641 in STATG6. Gezeigt sind die Frag-
mentionenspektren der Peptide DGRGYVPATIK (A) und DGRGpYVPATIK (B)

nach AspN- und LysC-Verdau.
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Abbildung A.16.: Phosphorylierungsgradanalyse von STAT6; A) in MedB-1-Zellen vor und nach

10miniitiger Stimulation mit 20 ng/ml IL13; B) in MedB-1-Zellen vor und
nach 40miniitiger Stimulation mit 20 ng/ml IL13; C) in L1236-Zellen vor und
nach 10miniitiger Stimulation mit 40 ng/ml IL13; D) in L1236-Zellen vor und
nach 40miniitiger Stimulation mit 40 ng/ml IL13. Dargestellt sind die Ionen-
chromatogramme der STAT6-Peptidpaare DGRG-[Y/pY]-VPATIKMTVER (m/z
598.3 + 625.0; z=3), [D+5]GRG-[Y/pY]-VPATIKMTVER (m/z 600.0 + 626.6;
z=3), DGRG-[Y/pY]-VPATIK (m/z 588.8 + 628.8; z=2) und [D+5|GRG-[Y/pY]-
VPATIK (m/z 591.8 + 631.8; z=2). Alle one-source-Standardpaare wurden im
1:1-Verhéltnis zugegeben.
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Abbildung A.17.: SDS/PAGE von Akt aus priméiren Maushepatozyten um unstimulierten Zustand

oder nach 10miniitiger Stimulation mit 40 ng/ml HGF.
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Abbildung A.18.: Identifizierung von Aktl aus priméren Maushepatozyten. Nach AspN-Verdau und
nanoUPLC-MS/MS-Analyse wurden die Fragmentionenspektren durch Mascot mit
der Datenbank Swissprot verglichen. Als variable Modifikationen wurden Carba-
midomethyl (C), Oxidation (M) und Phospho (STY) zugelassen. Es wurden finf
Aktl-Peptide mit einem Score > 16 identifiziert (rot markiert). Dies entspricht
einer Sequenzabdeckung von 12 %. Das Peptid DSERRPHFPQFSYSASGTA ent-
hielt die Phosphorylierungsstelle Ser473.
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Abbildung A.19.: Verifizierung der Aktl-Phosphorylierung an Ser473 mit Hilfe von synthetischen

A

B

Peptiden; A) nanoUPLC-MS/MS-Analyse eines AspN-Verdaus von Aktl, das aus
priméren Maushepatozyten isoliert wurde. Die Peptidpeaks DSERRPHFPQF-
SYSASGTA und DSERRPHFPQFpSYSASGTA mit der Phosphorylierungsstelle
Ser473 sind annotiert. B) Um auszuschliefien, dass es sich bei dem Phosphopeptid
um das Tyrd74-phosphorylierte Isomer handelt, wurden die synthetischen Pep-
tide DSERRPHFPQFSYSASGTA, DSERRPHFPQFpSYSASGTA und DSERR-
PHFPQFSpYSASGTA mit nanoUPLC-MS analysiert. Die Peptide eluierten in der
Reihenfolge -SpY-, -SY-, -pSY-. Da bei der Messung des Aktl-Verdaus das Phos-
phopeptid kurz nach dem unphosphorylierten Peptid eluierte, wurde die Phospho-
rylierung an Tyrd74 ausgeschlossen.
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Abbildung A.20.: Dephosphorylierungsschritt bei der Herstellung eines one-source-Standardpaars

fiir die Aktivierungsstelle Ser473 des Signalproteins Aktl. Die annotierte Peptid-
sequenz entsteht bei Aktl-Verdau mit AspN. Die Standardpeptide wurden mit
nanoESI-MS analysiert; A) vor der Dephosphorylierung; B) nach Dephosphorylie-
rung mit antarktischer Phosphatase und irreversibler Phosphatase-Inaktivierung
([F+6] = [*3Cg)-Phenylalanin).
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Vergleich der Proteinsequenzen und Phosphorylierungsstellen von murinem ERK1
und ERK2. Die Proteine wurden aus priméren Maushepatozyten isoliert, mit Tryp-
sin verdaut und mittels nanoUPLC-MS/MS analysiert. Die Fragmentionenspek-
tren wurden durch Mascot mit der Datenbank Swissprot verglichen. Als variable
Modifikationen wurden Carbamidomethyl (C), Oxidation (M) und Phospho (STY)
zugelassen. Alle rot markierten Sequenzen wurden mit einem Score > 10 identi-
fiziert. Die tryptischen ERK1/2-Peptide mit dem Aktivierungsmotiv TEY unter-
scheiden sich durch zwei Aminoséuren.

Abbildung A.21.:
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Abbildung A.22.: Dephosphorylierungsschritt bei der Herstellung eines one-source-Standardpaars fiir
die an Thr203 und Tyr205 phosphorylierte Form des Signalproteins ERK1. Die an-
notierte Peptidsequenz entsteht bei ERK1-Verdau mit Trypsin. Die Standardpep-
tide wurden mit nanoESI-MS analysiert; A) vor der Dephosphorylierung; B) nach
Dephosphorylierung mit antarktischer Phosphatase und irreversibler Phosphatase-
Inaktivierung ([A+4] = [}3C3, 1°N]-Alanin).
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Abbildung A.23.: Dephosphorylierungsschritt bei der Herstellung eines one-source-Standardpaars
fiir die an Tyr205 phosphorylierte Form des Signalproteins ERK1. Die annotier-
te Peptidsequenz entsteht bei ERK1-Verdau mit Trypsin. Die Standardpeptide
wurden mit nanoESI-MS analysiert; A) vor der Dephosphorylierung; B) nach De-
phosphorylierung mit antarktischer Phosphatase und irreversibler Phosphatase-
Inaktivierung ([A+4] = [*3C3, '5N]-Alanin).
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Abbildung A.24.: Dephosphorylierungsschritt bei der Herstellung eines one-source-Standardpaars
fiir die an Thr203 phosphorylierte Form des Signalproteins ERK1. Die annotier-
te Peptidsequenz entsteht bei ERK1-Verdau mit Trypsin. Die Standardpeptide
wurden mit nanoESI-MS analysiert; A) vor der Dephosphorylierung; B) nach De-
phosphorylierung mit antarktischer Phosphatase und irreversibler Phosphatase-
Inaktivierung ([A+4] = [13C3, 5N]-Alanin; [E+6] = [!3C5,'5N]-Glutaminsiure).
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Abbildung A.25.: Verifizierung der ERK2-Phosphorylierungsstellen Thr183 und Tyr185 in priméren

Intensity

Maushepatozyten nach 15miniitiger Stimulation mit 40 ng/ml HGF; A) extra-
hierte Tonenchromatogramme der unphosphorylierten (ERK2), einfach (pERK2)
und zweifach phosphorylierten (ppERK2) endogenen Peptidspezies; extrahierte
Tonenchromatogramme der endogenen Peptidspezies sowie der zugehorigen isoto-
penmarkierten Standards in B) unphosphorylierter, C) pTpY-, D) pY- und E)
pT-phosphorylierter Form. Die Chromatogramme zeigen jeweils eine perfekte Ko-
elution (A* = [13Cj3,'5N]-Alanin; F* = [13Cg]-Phenylalanin).
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Abbildung A.26.: Verifizierung der ERK1-Phosphorylierungsstellen Thr203 und Tyr205 in priméren

Maushepatozyten nach 15miniitiger Stimulation mit 40 ng/ml HGF; A) extra-
hierte Tonenchromatogramme der unphosphorylierten (ERK1), einfach (pERK1)
und zweifach phosphorylierten (ppERK1) endogenen Peptidspezies; extrahierte
Tonenchromatogramme der endogenen Peptidspezies sowie der zugehorigen isoto-
penmarkierten Standards in B) unphosphorylierter, C) pTpY-, D) pY- und E)
pT-phosphorylierter Form. Die Chromatogramme zeigen jeweils eine perfekte Ko-
elution (A* = [13C3,'PN]-Alanin; E* = [13C5, N]-Glutaminsiure).
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Abbildung A.27.:
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Phosphorylierungsgradanalyse von ERK1 an Thr203 und Tyr205 in priméren
Maushepatozyten; A) im unstimulierten Zustand; B) nach Stimulation
mit 40 ng/ml HGF; C) nach LY-Behandlung; D) nach Stimulation mit
40 ng/ml HGF bei gleichzeitiger LY-Behandlung. Gezeigt sind die extrahierten
Tonenchromatogramme der endogenen ERKI1-Peptide TADPEHDHTGFL-
TEYVATR, IADPEHDHTGFLpTEpYVATR, ITADPEHDHTGFLTEpYVATR
und ITADPEHDHTGFLpTEYVATR (grau) sowie der zugehérigen one-source-
Peptid /Phosphopeptid-Standardpaare (blau). Die Standardpaare wurden den
Proben jeweils im 1:1-Verhiiltnis zugegeben (A* = ['3C3,'°N]-Alanin; E* = [*3Cj,
15N]-Glutaminsiure).
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Abbildung A.28.: Phosphorylierungsgradanalyse von ERK2 an Thrl183 und Tyrl85 in priméren
Maushepatozyten; A) im unstimulierten Zustand; B) nach Stimulation
mit 40 ng/ml HGF; C) nach LY-Behandlung; D) nach Stimulation mit
40 ng/ml HGF bei gleichzeitiger LY-Behandlung. Gezeigt sind die extrahier-
ten Ionenchromatogramme der endogenen ERK2-Peptide VADPDHDHTGFL-
TEYVATR, VADPDHDHTGFLpTEpYVATR, VADPDHDHTGFLTEpYVATR
und VADPDHDHTGFLpTEYVATR (grau) sowie der zugehorigen one-source-
Peptid /Phosphopeptid-Standardpaare (blau). Das einfach isotopenmarkierte Stan-
dardpaar wurde den Proben im 1:3-Verhiltnis (P*:unP*) zugesetzt; die iibrigen
Standardpaare wurden hingegen im 1:1-Verhiltnis zugegeben (A* = [13Cj3,!5N]-
Alanin; F* = [13Cg]-Phenylalanin).
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Abbildung A.

29.: Isotopenmuster des ERK2-Peptids VADPDHDHTGFLTEYVATR mit den
zugehorigen one-source-Standards; A) dreifach geladene Molekiilionen mit
Uberlagerung durch ein Storsignal; B) vierfach geladene Molekiilionen ohne
Uberlagerung.
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Abbildung A.30.: HGF-induzierte Profile der verschiedenen prozentualen ERK1- und ERK2-
Fraktionshaufigkeiten in priméren Maushepatozyten. Gezeigt sind Einzeldaten re-
sultierend aus der Messung von drei (ERK1) bzw. zwei (ERK2) biologischen Re-
plikaten. ERK1- und ERK2-Datenpunkte mit gleicher Markierung stammen aus

demselben Stimulationsexperiment.
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Abbildung A.31.: IL6-induzierte Profile der verschiedenen prozentualen ERKI-
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und ERK2-

Fraktionshaufigkeiten in priméren Maushepatozyten. Gezeigt sind Einzeldaten re-
sultierend aus der Messung von drei (ERK1) bzw. zwei (ERK2) biologischen Re-
plikaten. ERK1- und ERK2-Datenpunkte mit gleicher Markierung stammen aus
demselben Stimulationsexperiment.
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Abbildung A.32.: HGF-induzierte Profile der verschiedenen prozentualen ERK1- und ERK2-
Fraktionshaufigkeiten in HaCaT A5-Zellen. Gezeigt sind Einzeldaten resultierend
aus der Messung von drei (ERK1) bzw. zwei (ERK2) biologischen Replikaten.
ERK1- und ERK2-Datenpunkte mit gleicher Markierung stammen aus demselben

Stimulationsexperiment.
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Abbildung A.33.: IL6-induzierte Profile der verschiedenen prozentualen ERKI-
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und ERK2-

Fraktionshédufigkeiten in HaCaT A5-Zellen. Gezeigt sind Einzeldaten resultierend
aus der Messung von zwei biologischen Replikaten. ERK1- und ERK2-Datenpunkte
mit gleicher Markierung stammen aus demselben Stimulationsexperiment.
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Abbildung A.34.: Profile der verschiedenen prozentualen ERK1- und ERK2-Fraktionshiufigkeiten

bei Stimulation von priméren Maushepatozyten mit HGF (griin) oder IL6 (blau)
(je 100 ng/ml). Gezeigt sind die Mittelwerte resultierend aus der Messung von drei
(ERK1) bzw. zwei (ERK2) biologischen Replikaten und die geschitzten Standard-
abweichungen.
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Abbildung A.35.: Profile der verschiedenen prozentualen ERK1- und ERK2-Fraktionshéufigkeiten
bei Stimulation von HaCaT A5-Zellen mit HGF (griin) oder IL6 (blau) (je 100
ng/ml). Die ERK1-Kinetiken der HGF-Stimulation stammen aus der Analyse von
drei und die {ibrigen Kinetiken aus der Analyse von zwei biologischen Replikaten.
Gezeigt sind die Mittelwerte und die geschéitzten Standardabweichungen.
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Abbildung A.36.: Mathematische Modellierung der dynamischen ERK1/2-Phosphorylierung; A) in
primiren Maushepatozyten; B) in HaCaT A5-Zellen (aus Iwamoto, 2010). Bei-
de Zelltypen wurden mit 100 ng/ml HGF (griin) oder IL6 (blau) stimuliert und
die Anteile der unphosphorylierten und phosphorylierten ERK1/2-Fraktionen zu
den angegebenen Zeitpunkten mit one-source-Standards quantifiziert. Gezeigt sind
die experimentellen Daten von zwei oder drei biologischen Replikaten. Die Mo-
dellkurven beschreiben die Datenpunkte unter der Annahme eines distributiven
Phosphorylierungsmechanismus. Auf der y-Achse ist der prozentuale Anteil der
individuellen ERK1/2-Spezies am totalen ERK1/2-Pool der Zelle aufgetragen.
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Abbildung A.37.: Modellkurven zur Beschreibung der dynamischen ERK1/2-Dephosphorylierung bei
Hemmung der MEK1/2-Aktivitét mit U0126 (aus Iwamoto, 2010). Gezeigt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von drei technisch-biologischen Replikaten
sowie die datenbasierten Modellkurven des distributiven (blau) und prozessiven
(rot) Mechanismus. Auf der y-Achse ist der prozentuale Anteil der individuellen
ERK1/2-Spezies am totalen ERK1/2-Pool aufgetragen. Die y?-Werte sind ein Maf
fiir die Ubereinstimmung der Modellkurven mit den quantitativen Daten. Niedrige
x2-Werte indizieren eine gute Ubereinstimmung.

145



A. Anhang

A.2. Tabellen

Tabelle A.1.: Berechnete Isotopenmuster am Beispiel von einigen Peptid/Phosphopeptid-Paaren zel-
luldrer Signalproteine. Die Isotopenmusterberechnung wurde mit der Internet-Software
Sheffield ChemPuter (http://winter.group.shef.ac.uk/chemputer/) durchgefiihrt.

Peptidsequenz
(Protein)

Summenformel

Isotopen-
peak

Intensitat

(%]

Anteil am
totalen
Isotopen-
muster

(%]

DGRGY VPATIK
(STAT®6)

DGRGpYVPATIK
(STAT®6)

DSERRPHFPQFSYSASGTA
(AKT1)

DSERRPHFPQFpSYSASGTA
(AKT1)

IADPEHDHTGFLTEYVATR
(ERK1)

IADPEHDHTGFLTEpYVATR
(ERK1)

IADPEHDHTGFLpTEpYVATR
(ERK1)

C52Hss5N15016

Cs2HgeN15019P

Co3H134N258031

Co3H135N28034P

CosH142N26032

CosH143N26035P

CoeH144N26035P2

Uk W N =

0O Utk WN = 0O Uik WN = 0O ULk W=~ 0~ O Utk W= Tk W N

0O Utk WN =

88.0
100.0
62.3
27.7
10.0
2.9
0.8
0.1

86.0
100.0
63.1
28.2
10.2
3.0
0.8
0.1

85.9
100.0
63.7
28.9
10.6
3.1
0.8
0.2

85.8
100.0
64.2
29.5
11.0
3.3
0.9
0.2

51.6

30.4

30.2

29.5

29.3

29.1

Fortsetzung ndchste Seite




A.2. Tabellen

luldrer Signalproteine (Fortsetzung).

Tabelle A.1.: Berechnete Isotopenmuster am Beispiel von einigen Peptid/Phosphopeptid-Paaren zel-

Peptidsequenz
(Protein)

Summenformel

Isotopen-
peak (%]

Intensitat

Anteil am
totalen
Isotopen-
muster

(%]

QADEEMTGYVATR
(p388)

QADEEMpTGpYVATR

(p383)

CeoHosN170248

Ce0Ho7N17030SP2

100.0
73.8
36.3
13.4
4.0
1.0
0.2

N O Ut W N

100.0
74.1
37.7
14.4
4.5
1.2
0.3

N O Ut WN

43.7

43.1

Tabelle A.2.: Vergleich von volumetrischen und experimentellen molaren Verhéltnissen der synthe-

tischen p385-Peptide QADEEMpTGpYVATR und QADEEMTGYVATR. Die experi-
mentellen Werte wurden geméfl den Formeln 3.1, 3.4 und 3.5 unter Beriicksichtigung
der Korrekturfaktoren Kf,,p = 0.033 und Kfp = 0.027 (siche Tab. 3.1 auf Seite 42ff)

berechnet.

MVp /unp experimentell

Messung Nr.
MVp unp volumetrisch 1 2 3 4 Mittelwert = SD  RSD [%]
0.10 0.10 0.09 0.10 0.08 0.09 + 0.01 9.0
0.20 0.19 0.19 0.21 0.16 0.19 4+ 0.02 12.1
0.50 0.48 0.52 0.50 0.53 0.51 £+ 0.02 4.5
1.00 1.04 1.07 1.00 0.97 1.02 4+ 0.05 4.7
2.00 1.89 2.07 190 2.20 2.01 + 0.15 7.3
5.00 489 526 4.80 6.10 5.26 + 0.59 11.3
10.00 9.82 10.25 9.08 12.71 10.47 + 1.57 15.0

Tabelle A.3.: Vergleich von volumetrischen und experimentellen Phosphorylierungsgraden der synthe-

tischen p383-Peptide QADEEMpTGpYVATR und QADEEMTGYVATR in definierten
Referenzmischungen. Die Phosphorylierungsgrade wurden geméfl Formel 3.2 aus den
molaren Verhéltnissen aus Tabelle A.2 berechnet.

P-Grad experimentell [%]

P-Grad volumetrisch [%)] Messung Nr.
1 2 3 4 Mittelwert £ SD RSD [%)]
9.1 91 83 9.2 7.8 8.6 £0.7 8.3
16.7 16.3 163 172 134 15.8 £1.6 10.4
33.3 324 343 332 347 33.6 £ 1.0 3.0
50.0 51.0 51.8 499 49.2 50.5 £+ 1.2 2.3
66.7 65.4 674 655 68.8 66.8 + 1.6 24
83.3 83.0 84.0 828 859 839+ 14 1.7
90.9 90.8 91.1 90.1 92.7 912 £ 1.1 1.2
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Tabelle A.4.: Vergleich von GST-ppERK2-Phosphorylierungsgraden nach Immunprézipitation von
25 ng des Fusionsproteins aus einem priméren Maushepatozyten-Lysat und in-Gel-
Verdau oder nach in-Gel-Verdau allein zur Kontrolle der Phosphatase-Aktivitéit in Zell-
lysaten.

Fraktion von totalem GST-ppERK2 Fraktion von totalem GST-ppERK2

aus Zellysat isoliert [%] Kontrolle [%]
Replikat Nr.  pTpY pY pT unP pTpY pY pT unP
1 36.4 45.7 6.2 11.7 41.6 453 4.9 8.1
2 344 484 64 10.9 39.0 49.2 4.8 7.1
3 40.6 44.0 5.5 9.9 38.2 472 48 9.7
4 41.3  39.3 6.2 13.3 44.9  46.8 5.5 2.8
Mittelwert 38.1 443 6.1 11.4 40.9 472 5.0 6.9
SD 3.3 38 04 1.4 3.0 1.6 0.3 3.0

Tabelle A.5.: ERK2-Phosphorylierungsdynamik in HaCaT Ab5-Zellen als Antwort auf GM-CSF-
Stimulation (100 ng/ml) bei gleichzeitiger Blockade von IL6.

Hiufigkeit [%]

ERK2-Fraktion Zeit [min]
0 5 10 15 20 25 30 45 60 90
pTpY 0.3 4.1 6.1 5.0 2.7 3.1 2.0 1.4 1.6 2.4
pY 1.6 9.2 102 8.6 8.5 7.0 6.5 5.5 6.1 4.5
pT 06 08 1.8 15 23 09 08 07 06 1.0
unP 97.6 859 81.9 850 86.5 89.1 90.7 923 91.7 92.1

Tabelle A.6.: ERK2-Phosphorylierungskinetik in HaCaT Ab-Zellen als Antwort auf GM-CSF-
Stimulation (100 ng/ml) ohne IL6-Blockade.

Hiufigkeit [%)]

ERK2-Fraktion Zeit [min]
0 5 10 15 20 25 30 45 60 90
pTpY 3.9 4.6 3.4 1.9 3.4 1.0 0.8 0.6 0.6 1.6
pY 2.9 3.7 2.8 2.2 4.0 2.2 1.4 1.6 2.1 3.5
pT 2.4 3.8 5.2 4.0 5.4 1.7 1.7 1.4 1.1 1.9
unP 90.9 879 88.6 919 87.1 951 96.2 96.4 96.2 93.0
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Tabelle A.7.: Vergleich von experimentellen und berechneten Isotopenmustern zur Ermittlung des linearen Messbereichs des Orbitrap-
Massenspektrometers.
Absolute Normierte
Intensitét Intensitat
[counts] [%]
Nr. Protein Peptidsequenz Mascot Peptid- Mono- La- 1.Iso- 2.Iso- 2.Iso- 2.Iso- Abwei-
Score Summenformel isoto- dung topen- topen- topen- topen- chung
pische peak peak peak peak %]
Masse experi- berech-
mentell net
1 GSK3B_HUMAN QTLPVIYVK 45 Cs51HgsN11013 530.82 2 7.58-10% 3.81-10% 50.3 60.7 -10.4
2 LCK_HUMAN ITFPGLHELVR 66 Cs0HoeN16015 641.37 2 6.13-10° 4.28.10° 69.8 72.3 -2.5
3 LCK_HUMAN ANSLEPEPWFFK 54 C71Ho7N15019 732.86 2 2.36-10° 1.92.106 81.4 84.1 -2.7
4 LCK_HUMAN QLLAPGNTHGSFLIR 86 Cr3H118N22020 812.45 2 5.44.10° 4.75-10° 87.3 89.1 -1.8
5 TRY1_HUMAN TLNNDIMLIK 53 C51H91N13016S 587.83 2 2.63-10° 1.70-10° 64.6 62.4 2.2
6 IGHG_RABIT DTLMISR 41 C34H2N100125 418.22 2 1.14-107 4.80-10° 42.1 42.5 -0.4
7 IGHG_RABIT ALPAPIEK 25 C39He7N9O11 419.76 2 2.40-107 1.12-107 46.7 46.6 0.1
8 IGHG_RABIT VYTMGPPR 54 C41HgsN11011S 460.74 2 5.10-106 2.57-106 50.4 50.3 0.1
9 IGHG_RABIT LSVPTSEWQR 67 Cs53HgsN15017 601.81 2 2.42.107 1.61-107 66.5 64.5 2.0
10 IGHG_RABIT GQPLEPK 14 C34H57N9O11 384.72 2 9.99.-104 3.83.10 38.3 41.2 -2.9
11 IGHG_RABIT TFPSVR 25 C32H51NgOg 353.70 2 4.53-106 1.77-108 39.1 38.9 0.2
12 ATPB_HUMAN FTQAGSEVSALLGR 20 C2H102N18021 718.89 2 2.77-10° 1.97-10° 71.1 75.5 4.4
13 UD11_-MOUSE YTGTRPSNLAK 26 Cs52HgeN16017 604.33 2 1.02-10% 5.29-103 51.9 63.8 -11.9
14 UD11_-MOUSE IPQTVLWR 51 CysH77N13011 506.80 2 6.14-10* 3.20-10% 52.1 58 -5.9
15 UD11_MOUSE EGSFYTLR 17 C44HesN11014 486.75 2 2.03-10* 6.77-103 33.3 52.9 -19.6
16 LDHD_-MOUSE NELWAAR 16 C38H58N12011 430.23 2 2.11-10* 7.36-103 34.9 46.5 -11.6
17 LDHD_MOUSE AYSTDVCVPISR 55 Cs56H91N15010S 684.34 2 2.51-10% 1.40-10% 55.8 68.7 -12.9
18 SBP1_MOUSE SPQYSQVIHR 56 Cs53Hg3N17016 607.82 2 1.65-10° 8.39-10* 50.8 65.2 -14.4
19 KINH_.HUMAN GLEETVAK 26 C36HezNgO14 423.73 2 4.47-10° 1.75-10° 39.1 43.4 -4.3
20 KINH_HUMAN ANLEAFTVDK 42 Cy9H78N12017 554.29 2 3.59-10° 1.90-10° 52.9 58.9 -6.0
21 KINH_.HUMAN SATLASIDAELQK 99 Cs57HogN15022 673.86 2 2.10-10° 1.19:10° 56.7 69.2 -12.5
22 KINH_.HUMAN EYELLSDELNQK 63 Cs4H101N15025 740.86 2 1.40-10° 1.09-10° 77.9 76.7 1.2
23 KINH_HUMAN ISFLENNLEQLTK 69 Ce9H113N17023 774.92 2 5.58-10* 4.36-10* 78.1 83 -4.9
24 PARP1_.HUMAN ELLIFNK 19 Cy2HegN9O11 438.76 2 6.51-10° 2.99.10° 45.9 49.9 -4.0
25 PARP1_HUMAN LYRVEYAK 25 C49H76N12013 521.29 2 1.01-106 5.55-10° 55.0 58.8 -3.8
26 PUR2_.HUMAN DPLLASGTDGVGTK 76 Cs6HosN15022 665.85 2 3.91-10° 2.65-10° 67.8 68.1 -0.3
27 PUR2_HUMAN ESGVDIAAGNMLVK 7 Cs59H102N16021S 702.37 2 8.56-10% 7.06-10% 82.5 72.3 10.2
28 PUR2_HUMAN QVLVAPGNAGTACCAMSEK 68 Ce6H112N20024S 801.40 2 1.56-10° 1.32-10° 84.6 81.6 3.0
29 MKO01_HUMAN ALDLLDK 53 C35Hg2NgO12 394.23 2 1.26-107 5.20-106 41.3 41.9 -0.6
30 MKO01_HUMAN LFPNADSK 38 C40H2N10013 446.23 2 1.09-107  5.31.106  48.7 48.1 0.6
31 MKO01_.-HUMAN APTIEQMK 40 C39HgsN19013S 459.24 2 1.53-106  7.58:10° 49.5 47.8 1.7
32 MKO01_HUMAN ICDFGLAR 49 C41HeeN12012S 476.24 2 1.39-107 6.91-10° 49.7 50.7 -1.0
33 MKO01_HUMAN GQVFDVGPR 59 C43Hg7N13013 487.76 2 1.45-107 7.59-106 52.3 52.5 -0.2
34 MKO01_HUMAN APEIMLNSK 39 Cy3H75N11014S 501.77 2 9.09-106 4.86-10° 53.5 52.7 0.8
35 MKO01_HUMAN NYLLSLPHK 48 C51Hg1N13013 542.81 2 1.38-107 8.29.106 60.1 61.4 -1.3
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Tabelle A.7.: Vergleich von experimentellen und berechneten Isotopenmustern zur Ermittlung des linearen Messbereichs des Orbitrap-Massenspektrometers

(Fortsezung).
Absolute Normierte
Intensitat Intensitéat
[counts]
Nr. Protein Peptidsequenz Mascot  Peptid- Mono- La- 1.Iso- 2.Iso- 2.Iso- 2.Iso- Abwei-
Score Summenformel isoto- dung topen- topen- topen- topen- chung
pische peak peak peak peak %]
Masse experi- berech-
mentell net
36 MKO1_HUMAN ELIFEETAR 57 C40H78N12017 554.29 2 1.02-10°  6.13-10°  60.1 58.9 1.2
37 MK01_HUMAN MLTFNPHKR 62 Cs51Hg2N16012S 572.31 2 4.24-10°  2.69-10° 634 63.3 0.1
38 MKO01_HUMAN YIHSANVLHR 54 Cs54Hg4N18014 605.33 2 1.14.10  7.57.105  66.4 66.6 -0.2
39 MKO01_HUMAN LKELIFEETAR 54 C61H101N15010 674.88 2 9.07-106  6.65-106  73.3 73.2 0.1
40 MKO01_HUMAN HENIIGINDIIR 29 Ce1H103N19019 469.60 3 1.09-105  6.58-10*  60.4 74.7 -14.3
41 MK01_HUMAN KISPFEHQTYCQR 7 Cr4H112N220228 847.41 2 3.46:10°  3.14-10° 90.8 91.0 -0.2
42 MKO01_HUMAN FRHENIIGINDIIR 78 Cr6H124N24021 855.48 2 3.29-10°  3.09-10° 93.9 93.3 0.6
43 MK01_HUMAN DVYIVQDLMETDLYK 104 Cg3H129N17028S 922.96 2 3.40-10°  3.45.10° 101.5 99.1 2.4
44 MKO01_HUMAN DLKPSNLLLNTTCDLK 92 CroH137N21 0278 923.00 2 3.18.106  2.98.106  93.7 96.6 -2.9
45 MKO01_HUMAN TQHLSNDHICYFLYQILR 70 C105H157N29029S 774.39 3 6.35-10°  7.82-10°  123.1 127.7 -4.6
46 K2C1_HUMAN SLVNLGGSK 48 C37Hg7N11013 437.75 2 1.58-10  7.16.10° 45.3 45.2 0.1
47 K2C1_HUMAN DVDGAYMTK 52 C42HesN19016S 500.23 2 3.55-10°  1.70-10°  47.9 51.2 -3.3
48 K2C1_HUMAN TLLEGEESR 49 C42H72N12018 517.26 2 1.84.106  9.35.10° 50.8 51.3 -0.5
49 K2C1_HUMAN LALDLEIATYR 70 Cs8HoeN140138 639.36 2 2.24.105  1.41-10° 62.9 69.5 -6.6
50 ALBU_HUMAN LVTDLTK 36 C35He4NgO12 395.24 2 9.28:10° 3.88-10° 41.8 41.9 -0.1
51 ALBU_HUMAN YLYEIAR 32 C44HgeN10012 464.25 2 8.34-10°  4.15-10° 49.8 52.4 -2.6
52 DCD_HUMAN LGKDAVEDLESVGK 32 Co2H106N16024 487.26 3 4.02-10*  3.22.10* 80.1 74.9 5.2
53 TRY1_HUMAN TLNNDIMLIK 52 Cs51Ho1N13016S 587.83 2 1.02:10  6.33-10°5  62.1 62.4 -0.3
54 METK1_HUMAN NFDLRPGVIVR 23 Cs8HoeN18015 643.38 2 6.75-10*  4.85-10* 719 70.9 1.0
55 ZN598_ HUMAN DDDFPSLQAIARIIT 41 Cr4r119N19025 837.94 2 5.11-10%  4.92.103  96.3 89.3 7.0
56 GANAB_HUMAN DAQHYGGWEHR 41 Cs0H78N29O138 678.30 2 6.32:10*  4.04-10*  63.9 72.6 -8.7
57 MYO1G_HUMAN  GSFTLLWPSR 18 Cs5Hg2N14014 582.31 2 4.29-10*  2.55-10* 59.4 66.1 -6.7
58 MCM3_HUMAN DEENNPLETEYGLSVYK 74 Cg7H130N20034 1000.46 2 1.94-104  2.18.10* 1124 104.1 8.3
59 KAPCA_HUMAN  WFATTDWIAIYQR 89 Cg1H111N19020 835.92 2 7.70-10*  7.31.10* 949 96.4 -1.5
60 DCD_HUMAN ENAGEDPGLAR 66 C45H73N15019 564.77 2 2.30-10%  1.14.10* 49.6 55.7 -6.1
61 KAPCA_HUMAN  AKEDFLK 48 C30Hg3NgO12 425.74 2 4.91.106  2.30-106  46.8 46.6 0.2
62 KAPCA_HUMAN  TLGTGSFGR 49 C3sHg2N12013 448.24 2 1.00-107  4.66-10°  46.6 46.6 0.0
63 KAPCA_HUMAN  KVEAPFIPK 51 Cs50Hg1N11012 514.81 2 1.05-107  6.18-10%  58.9 59.5 -0.6
64 KAPCA_HUMAN  NLLQVDLTK 46 C46Hg2N12015 522.31 2 1.23-10"  6.62:106  53.8 55.6 -1.8
65 KAPCA_HUMAN  FPSHFSSDLK 39 Cs54H77N13016 582.79 2 2.74.106  1.72.106 62.8 64.7 -1.9
66 KAPCA_HUMAN  NLLQVDLTKR 40 Cs2Ho4N16016 600.36 2 2.20-10°5 1.29:10° 58.6 63.8 -5.2
67 KAPCA_HUMAN FPSHFSSDLK 28 C54H78N13019P 622.77 2 2.36-10°  1.45-10° 61.4 64.8 -3.4
68 KAPCA_HUMAN  IGRFSEPHAR 32 Cs51Hg1N1gO17P 625.30 2 9.87-10°  6.19-10°  62.7 63.4 -0.7
69 KAPCA_HUMAN  ILQAVNFPFLVK 65 CeoH109N15015 694.92 2 9.07-106  7.21.106 795 81.9 -2.4
70 KAPCA_HUMAN  VRFPSHFSSDLK 50 Ce5HosN18015 710.37 2 7.56:10¢  5.30-10* 70.1 78.6 -8.5
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Tabelle A.7.: Vergleich von experimentellen und berechneten Isotopenmustern zur Ermittlung des linearen Messbereichs des Orbitrap-Massenspektrometers

(Fortsezung).
Absolute Normierte
Intensitét Intensitat
[counts]
Nr. Protein Peptidsequenz Mascot Peptid- Mono- La- 1.Iso- 2.Iso- 2.Iso- 2.Iso- Abwei-
Score Summenformel isoto- dung topen- topen- topen- topen- chung
pische peak peak peak peak %]
Masse experi- berech-
mentell net
71 KAPCA_HUMAN FPSHEFSSDLKDLLR 37 Cr76H116N20022 554.63 3 6.99-10° 4.63-103  66.2 91.7 -25.5
72 KAPCA_HUMAN GPGDTSNFDDYEEEEIR 105 Cg2H117N21 036 986.91 2 7.23.10°  7.37-10° 101.9 99.0 2.9
73 KAPCA_HUMAN ILQAVNFPFLVKLEFSFK 38 C107H162N22024 714.08 3 2.76:10*  3.49-10*  126.4 125.9 0.5
74 KAPCA_HUMAN TWTLCGTPEYLAPEIILSK 79 C101H158N22030S 1096.57 2 2.19-10*  2.57-10% 117.4 121.4 -4.0
75 KAPCA_HUMAN FKGPGDTSNFDDYEEEEIR 107 Co7H138N24038 1124.49 2 3.31-10°>  3.85-10° 116.3 116.8 -0.5
76 KAPCA_HUMAN TWTLCGTPEYLAPEIILSK 75 C101H159N22033SP 1136.55 2 7.76-10>  9.29-10° 119.7 121.4 -1.7
7 KAPCA_HUMAN FYAAQIVLTFEYLHSLDLIYR 90 Ci125H183N27032 859.13 3 4.80-10°  7.24-10° 150.8 148.4 2.4
78 KAPCA_HUMAN DNSNLYMVMEYVPGGEMFSHLR 64 C113H169N29003553 863.73 3 2.33.10°>  3.19-10° 136.9 138.1 -1.2
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A. Anhang

Tabelle A.8.: Korrekturwerte der monoisotopischen Signalintensitéiten zur Phosphorylierungsgradbe-
stimmung von ERK1. Eckige Klammern beziehen sich auf die Signalintensitét des jeweils
angegebenen m/z-Werts.

ERKI1-Peptidspezies Formel-Bezeichnung m/z (z=3) Korrekturwert
IADPEHDHTGFLTEYVATR unP 724.69 -
IADPEHDHTGFL pT E pY VATR P, 778.00 -
IADPEHDHTGFLTE pY VATR P, 751.34 -
IADPEHDHTGFL pT EYVATR Ps 751.34 -
IA*DPEHDHTGFLTEYVATR unP* 726.02 0.102%-[725.02]
IA*DPEHDHTGFLTEYVA*TR unp** 727.36 0.090°-[726.36]
IA*DPE*HDHTGFLTEYVA*TR unp 729.36 -
IA*DPEHDHTGFL pT E pY VATR P* 779.33 0.110°.[778.33]
IA*DPEHDHTGFLTE pY VA*TR ~ P** 754.01 -
IA*DPE*HDHTGFL pT EYVA*TR  P*** 756.02 -

2Korrekturfaktor berechnet aus natiirlicher Isotopenverteilung (Tab. 3.1 auf Seite 42f)
YKorrekturfaktor experimentell ermittelt

Tabelle A.9.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in priméren Maushepatozy-
ten vor und nach Stimulation mit 40 ng/ml HGF.

Hiufigkeit [%)]

“HGF + HGF
Fraktion ERKI ERK2 ERKI ERK2
pTpY 106 09 746  75.3
pY 7.1 1.5 11.0 119
pT 0.9 0.4 3.2 8.8
unP 81.4  97.2 112 4.1

Tabelle A.10.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in priméren Maushepato-
zyten im unstimulierten Zustand. Die PI3K wurde durch LY-Behandlung gehemmt.
Es wurden zwei technisch-biologische Replikate analysiert.

Hiufigkeit [%]

-HGF / + LY
ERK1 ERK2
Fraktion Nr.1 Nr.2 Mittelwert Abweichung Nr.1 Nr.2 Mittelwert Abweichung
pTpY 3.6 3.9 3.7 0.2 2.6 4.1 34 0.8
pY 5.1 5.0 5.0 0.0 4.6 4.6 4.6 0.0
pT 0.4 0.4 0.4 0.0 0.7 14 1.0 0.3
unP 91.0  90.7 90.9 0.1 92.1  89.9 91.0 1.1
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A.2. Tabellen

Tabelle A.11.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in primiren Maushepato-
zyten nach HGF-Stimulation (40 ng/ml) bei gleichzeitiger Hemmung der PI3K mit
LY. Es wurden zwei technisch-biologische Replikate analysiert.

Hiufigkeit [%]

+ HGF / + LY
ERK1 ERK2
Fraktion Nr.1 Nr.2 Mittelwert Abweichung Nr.1 Nr.2 Mittelwert Abweichung
pTpY 49.3  46.1 47.7 1.6 47.7  40.3 44.0 3.7
pY 10.0 9.7 9.9 0.1 9.0 14.9 12.0 2.9
pT 6.6 5.4 6.0 0.6 4.8 6.6 5.7 0.9
unP 34.2 388 36.5 2.3 385  38.2 38.3 0.1
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Tabelle A.12.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in priméren Maushepatozyten nach Stimulation mit 100 ng/ml HFG.
Primére Maushepatozyten (+ HGF)

Anteil der pTpY-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der pTpY-Fraktion an totalem ERK2 [%)]
Zeit [min] Kinetik 1  Kinetik 2  Kinetik 3 ~ Mittelwert  SD [%]  SDgchaetz [%]  Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschaetz (%)
0 14.0 3.3 2.7 6.7 6.3 1.5 18.0 4.2 11.1 2.6
2.5 27.7 27.7 6.4 32.4 32.4 7.5
5 58.4 43.5 37.0 46.3 11.0 10.6 67.5 54.8 61.1 14.1
7.5 57.3 57.3 13.2 58.8 58.8 13.5
10 48.0 42.2 40.1 43.4 4.1 10.0 52.1 51.8 52.0 11.9
12.5 41.4 41.4 9.5 67.7 67.7 15.6
15 45.1 40.5 42.3 42.7 2.3 9.8 49.2 55.0 52.1 12.0
17.5 44.7 44.7 10.3 49.7 49.7 11.4
20 51.5 39.6 26.2 39.1 12.7 9.0 52.0 40.2 46.1 10.6
25 44.4 44.4 10.2 49.7 49.7 11.4
30 40.7 30.1 29.0 33.3 6.4 7.7 46.6 37.4 42.0 9.7
40 34.9 34.9 8.0 38.0 38.0 8.7
50 27.5 27.5 6.3 35.3 35.3 8.1
60 28.1 28.4 19.5 25.3 5.0 5.8 36.1 34.5 35.3 8.1
120 28.2 15.2 6.3 16.6 11.0 3.8 37.7 18.1 27.9 6.4
Anteil der pY-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der pY-Fraktion an totalem ERK2 [%]
Zeit [min]  Kinetik 1  Kinetik 2  Kinetik 3  Mittelwert SD [%]  SDgchaetz [ %) Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschaetz (%)

0 11.3 8.8 9.0 9.7 1.4 3.0 13.1 6.4 9.8 3.0
2.5 17.8 17.8 5.4 18.7 18.7 5.7
5 13.2 26.6 37.1 25.6 12.0 7.8 11.7 17.7 14.7 4.5
7.5 14.3 14.3 4.4 14.7 14.7 4.5
10 14.7 24.9 24.0 21.2 5.7 6.5 14.5 15.6 15.0 4.6
12.5 15.4 15.4 4.7 16.3 16.3 5.0
15 13.6 30.4 22.4 22.1 8.4 6.8 15.3 17.7 16.5 5.1
17.5 13.1 13.1 4.0 13.6 13.6 4.2
20 11.4 20.1 29.3 20.3 9.0 6.2 12.2 19.1 15.7 4.8
25 13.5 13.5 4.1 13.2 13.2 4.0
30 12.1 26.1 23.1 20.4 7.4 6.2 14.2 24.7 19.4 6.0
40 15.7 15.7 4.8 17.0 17.0 5.2
50 18.7 18.7 5.7 20.7 20.7 6.3
60 16.8 22.2 24.3 21.1 3.8 6.5 20.4 15.7 18.1 5.5

120 12.3 18.7 18.8 16.6 3.7 5.1 13.3 13.7 13.5 4.1
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Tabelle A.12.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in primédren Maushepatozyten nach Stimulation mit 100 ng/ml HFG (Fort-
setzung).

Primére Maushepatozyten (+ HGF)

Anteil der pT-Fraktion an totalem ERK1 [%]

Anteil der pT-Fraktion an totalem ERK2 [%)]

Zeit [min]  Kinetik 1  Kinetik 2 Kinetik 3  Mittelwert  SD [%]  SDgchaetz [%) Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschaetz [ %0)
0 6.2 2.4 1.0 3.2 2.7 1.4 7.3 1.7 4.5 2.0
2.5 5.9 5.9 2.5 7.1 7.1 3.1
5 10.1 12.3 3.3 8.5 4.7 3.7 9.4 11.0 10.2 4.4
7.5 9.0 9.0 3.9 9.5 9.5 4.1
10 12.3 10.2 4.6 9.0 4.0 3.9 12.9 11.7 12.3 5.3
12.5 12.5 12.5 5.4 13.4 13.4 5.8
15 12.8 10.0 4.5 9.1 4.2 3.9 11.7 13.9 12.8 5.5
17.5 11.0 11.0 4.7 11.8 11.8 5.1
20 11.5 11.2 4.4 9.0 4.0 3.9 13.4 12.5 13.0 5.6
25 11.8 11.8 5.1 12.7 12.7 5.5
30 12.8 10.5 3.5 8.9 4.8 3.9 12.3 10.0 11.2 4.8
40 11.5 11.5 5.0 13.0 13.0 5.6
50 9.5 9.5 4.1 11.3 11.3 4.9
60 10.6 8.2 2.5 7.1 4.1 3.1 10.3 10.2 10.2 4.4
120 13.0 6.8 1.4 7.1 5.8 3.1 12.6 7.6 10.1 4.4
Primére Maushepatozyten (+ HGF)
Anteil der unP-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der unP-Fraktion an totalem ERK2 [%]
Zeit [min] Kinetik 1  Kinetik 2  Kinetik 3 ~ Mittelwert  SD [%]  SDgchaetz [%]  Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDgchaetz [70]

0 68.6 86 87 80 10.3 8.7 61.6 87.7 74.6 9.5
2.5 48.6 49 8.2 41.8 41.8 7.3
5 18.4 18 23 20 2.7 3.9 11.5 16.5 14.0 3.0
7.5 19.4 19 3.9 17.0 17.0 3.5
10 25.0 23 31 26 4.5 5.0 20.5 21.0 20.7 4.1
12.5 30.8 31 5.6 2.6 2.6 0.7
15 28.6 19 31 26 6.3 4.9 23.7 13.4 18.6 3.7
17.5 31.2 31 5.7 24.8 24.8 4.7
20 25.6 29 40 32 7.6 5.8 22.4 28.2 25.3 4.8
25 30.4 30 5.6 24.5 24.5 4.7
30 34.5 33 44 37 6.0 6.6 26.9 27.9 27.4 5.1
40 37.9 38 6.7 32.0 32.0 5.8
50 44.3 44 7.6 32.8 32.8 6.0
60 44.5 41 54 46 6.4 7.9 33.2 39.6 36.4 6.5
120 46.5 59 74 60 13.5 9.4 36.4 60.6 48.5 8.2

U9[[eqy], ¢’V



9¢T

Tabelle A.13.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in primiren Maushepatozyten nach Stimulation mit 100 ng/ml IL6.
PrimédreMaushepatozyten (4 IL6)

Anteil der pTpY-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der pTpY-Fraktion an totalem ERK2 [%)]
Zeit [min] Kinetik 1  Kinetik 2  Kinetik 3 ~ Mittelwert  SD [%]  SDgchaetz [%]  Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschaetz (%)
0 9.0 3.3 2.2 4.9 3.6 1.1 12.1 4.2 8.1 1.9
2.5 8.8 8.8 2.0 10.3 10.3 2.4
5 12.7 7.2 14.0 11.3 3.6 2.6 14.0 10.9 12.5 2.9
7.5 26.7 26.7 6.1 29.0 29.0 6.7
10 37.2 28.5 42.3 36.0 7.0 8.3 39.3 37.8 38.5 8.9
12.5 30.3 30.3 7.0 32.8 32.8 7.5
15 33.6 28.2 24.1 28.6 4.8 6.6 33.8 35.6 34.7 8.0
17.5 31.6 31.6 7.3 33.2 33.2 7.6
20 37.2 25.8 14.5 25.8 11.3 5.9 39.8 27.6 33.7 7.8
25 31.8 31.8 7.3 32.5 32.5 7.5
30 18.1 15.2 12.9 15.4 2.6 3.5 21.8 19.7 20.7 4.8
40 17.4 174 4.0 17.5 17.5 4.0
50 10.4 10.4 2.4 10.7 10.7 2.5
60 10.5 4.7 4.0 6.4 3.6 1.5 12.4 6.7 9.6 2.2
120 12.7 5.8 4.1 7.5 4.5 1.7 16.1 7.9 12.0 2.8
Anteil der pY-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der pY-Fraktion an totalem ERK2 [%]
Zeit [min] Kinetik 1 Kinetik 2 Kinetik 3 Mittelwert  SD [%]  SDschaetz [%] Kinetik 1T Kinetik 2 Mittelwert SDschaetz (%)

0 14.1 11.5 5.3 10.3 4.5 3.2 15.7 6.9 11.3 3.5
2.5 9.5 9.5 2.9 10.8 10.8 3.3
5 12.1 9.5 15.4 12.3 3.0 3.8 10.3 7.5 8.9 2.7
7.5 12.8 12.8 3.9 13.5 13.5 4.1
10 15.0 18.1 16.9 16.7 1.5 5.1 16.9 12.3 14.6 4.5
12.5 17.4 17.4 5.3 20.6 20.6 6.3
15 18.6 18.5 17.7 18.3 0.5 5.6 21.9 11.3 16.6 5.1
17.5 17.2 17.2 5.3 18.2 18.2 5.6
20 13.6 16.9 20.9 17.1 3.6 5.2 14.2 11.6 12.9 3.9
25 13.9 13.9 4.3 16.0 16.0 4.9
30 13.7 13.8 17.5 15.0 2.2 4.6 14.7 10.3 12.5 3.8
40 12.1 12.1 3.7 14.9 14.9 4.6
50 12.1 12.1 3.7 15.7 15.7 4.8
60 10.7 9.9 9.3 10.0 0.7 3.1 11.3 7.2 9.3 2.8

120 11.1 10.4 11.1 10.9 0.4 3.3 14.2 9.7 12.0 3.7
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Tabelle A.13.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in primdren Maushepatozyten nach Stimulation mit 100 ng/ml IL6 (Fort-

setzung).
PriméreMaushepatozyten (4 IL6)
Anteil der pT-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der pT-Fraktion an totalem ERK2 [%)]
Zeit [min]  Kinetik 1  Kinetik 2 Kinetik 3  Mittelwert  SD [%]  SDgchaetz [%) Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschaetz [ %0)
0 4.5 2.6 0.4 2.5 2.1 1.1 5.5 3.5 4.5 2.0
2.5 3.5 3.5 1.5 4.7 4.7 2.0
5 5.7 3.9 1.7 3.8 2.0 1.6 5.4 4.4 4.9 2.1
7.5 6.2 6.2 2.7 9.0 9.0 3.9
10 9.9 8.1 2.8 6.9 3.7 3.0 14.0 9.4 11.7 5.1
12.5 12.0 12.0 5.2 11.6 11.6 5.0
15 10.4 11.2 5.1 8.9 3.3 3.8 10.6 13.8 12.2 5.3
17.5 10.9 10.9 4.7 11.3 11.3 4.9
20 12.7 10.7 5.0 9.5 4.0 4.1 12.8 11.6 12.2 5.3
25 10.5 10.5 4.5 12.1 12.1 5.2
30 8.6 7.2 4.3 6.7 2.2 29 10.6 8.1 9.4 4.1
40 8.0 8.0 3.5 8.1 8.1 3.5
50 4.4 4.4 1.9 5.4 5.4 2.3
60 5.9 2.8 0.5 3.1 2.7 1.3 6.5 5.0 5.7 2.5
120 8.0 4.5 1.5 4.7 3.2 2.0 8.6 5.8 7.2 3.1
Anteil der unP-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der unP-Fraktion an totalem ERK2 [%)]
Zeit [min]  Kinetik 1  Kinetik 2 Kinetik 3  Mittelwert  SD [%]  SDgchaetz [%) Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschaetz (%)
0 72.3 82.7 92.0 82.3 9.8 8.3 66.7 85.4 76.0 9.3
2.5 78.2 78.2 9.1 74.1 74.1 9.5
5 69.6 79.5 68.8 72.6 5.9 9.6 70.3 77.2 73.8 9.5
7.5 54.2 54.2 8.9 48.5 48.5 8.2
10 37.8 45.3 38.0 40.3 4.3 7.1 29.8 40.6 35.2 6.3
12.5 40.3 40.3 7.1 35.1 35.1 6.3
15 37.5 42.2 53.2 44.3 8.1 7.6 33.6 39.4 36.5 6.5
17.5 40.2 40.2 7.0 37.3 37.3 6.6
20 36.5 46.5 59.7 47.5 11.6 8.1 33.3 49.2 41.2 7.2
25 43.9 43.9 7.6 39.4 39.4 6.9
30 59.6 63.7 65.4 62.9 3.0 9.6 52.9 61.8 57.3 9.2
40 62.5 62.5 9.6 59.5 59.5 9.4
50 73.1 73.1 9.6 68.3 68.3 9.7
60 72.9 82.6 86.2 80.6 6.9 8.7 69.8 81.1 75.5 9.4
120 68.2 79.3 83.3 76.9 7.8 9.2 61.0 76.6 68.8 9.7
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Tabelle A.14.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in HaCaT A5-Zellen nach Stimulation mit 100 ng/ml HFG.

HaCaT A5 (+ HGF)

Anteil der pTpY-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der pTpY-Fraktion an totalem ERK2 [%)]
Zeit [min] Kinetik 1  Kinetik 2  Kinetik 3 ~ Mittelwert  SD [%]  SDgchaetz [%]  Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschaetz (%)
0 0.0 1.3 5.2 2.2 2.7 0.5 1.9 1.4 1.6 0.4
2.5 1.6 1.6 0.4 1.7 1.7 0.4
5 24.4 13.1 35.9 24.5 11.4 5.6 27.3 18.5 229 5.3
7.5 36.1 36.1 8.3 35.2 35.2 8.1
10 30.2 46.7 43.4 40.1 8.7 9.2 30.1 36.8 33.4 7.7
12.5 28.2 28.2 6.5 24.3 24.3 5.6
15 28.6 43.3 43.4 38.4 8.6 8.8 25.1 33.2 29.1 6.7
17.5 28.2 28.2 6.5 24.7 24.7 5.7
20 229 7.7 23.5 18.0 8.9 4.1 21.5 38.6 30.0 6.9
25 19.5 19.5 4.5 21.1 21.1 4.8
30 21.4 21.2 22.5 21.7 0.7 5.0 18.3 33.4 25.8 5.9
40 16.8 16.8 3.9 17.8 17.8 4.1
50 15.7 15.7 3.6 16.9 16.9 3.9
60 13.4 29.7 21.7 21.6 8.2 5.0 16.0 26.5 21.2 4.9
120 10.5 26.0 16.7 17.7 7.8 4.1 11.3 21.9 16.6 3.8
Anteil der pY-Fraktion an totalem ERK1 [%)] Anteil der pY-Fraktion an totalem ERK2 [%]
Zeit [min] Kinetik 1  Kinetik 2  Kinetik 3 Mittelwert  SD [%]  SDgchaetz (%] Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschactz (%)

0 3.6 8.0 7.9 6.5 2.5 2.0 3.1 5.4 4.3 1.3
2.5 4.2 4.2 1.3 3.4 3.4 1.0
5 10.4 23.3 23.5 19.1 7.5 5.8 8.9 16.4 12.6 3.9
7.5 11.3 11.3 3.5 7.9 7.9 2.4
10 9.5 15.8 20.6 15.3 5.6 4.7 6.5 18.0 12.2 3.7
12.5 10.0 10.0 3.1 7.1 7.1 2.2
15 7.4 12.7 14.2 11.4 3.6 3.5 6.8 15.5 11.1 3.4
17.5 7.6 7.6 2.3 9.1 9.1 2.8
20 9.3 19.9 23.8 17.6 7.5 5.4 7.6 13.7 10.7 3.3
25 9.8 9.8 3.0 9.2 9.2 2.8
30 10.1 15.7 22.8 16.2 6.3 5.0 7.6 16.3 12.0 3.7
40 10.2 10.2 3.1 8.4 8.4 2.6
50 9.7 9.7 3.0 9.6 9.6 2.9
60 10.2 14.1 21.5 15.3 5.8 4.7 9.3 12.8 11.1 3.4

120 4.4 9.9 15.6 10.0 5.6 3.0 4.9 13.0 9.0 2.7
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Tabelle A.14.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in HaCaT A5-Zellen nach Stimulation mit 100 ng/ml HFG (Fortsetzung).

HaCaT A5 (+ HGF)

Anteil der pT-Fraktion an totalem ERK1 [%)]

Anteil der pT-Fraktion an totalem ERK2 [%)]

Zeit [min]  Kinetik 1  Kinetik 2 Kinetik 3  Mittelwert  SD [%]  SDgchaetz [%) Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschaetz (%)
0 2.4 2.2 1.9 2.1 0.3 0.9 2.9 2.8 2.9 1.2
2.5 3.7 3.7 1.6 3.0 3.0 1.3
5 11.9 3.0 4.8 6.6 4.7 2.8 10.6 5.2 7.9 3.4
7.5 13.7 13.7 5.9 11.8 11.8 5.1
10 18.6 10.8 7.9 12.4 5.6 5.4 18.1 12.8 15.4 6.7
12.5 21.2 21.2 9.1 21.6 21.6 9.3
15 24.7 14.3 11.0 16.6 7.1 7.2 21.5 16.4 18.9 8.2
17.5 23.2 23.2 10.0 17.9 17.9 7.7
20 21.7 26.2 9.6 19.2 8.6 8.3 16.2 15.4 15.8 6.8
25 18.3 18.3 7.9 14.1 14.1 6.1
30 18.8 18.0 11.0 15.9 4.3 6.9 14.1 13.8 14.0 6.0
40 16.6 16.6 7.2 13.1 13.1 5.6
50 17.1 17.1 7.4 15.2 15.2 6.6
60 16.0 15.9 7.6 13.2 4.8 5.7 12.9 15.4 14.2 6.1
120 11.1 15.0 9.4 11.9 2.9 5.1 12.6 11.6 12.1 5.2
Anteil der unP-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der unP-Fraktion an totalem ERK2 [%]
Zeit [min] Kinetik 1  Kinetik 2  Kinetik 3 Mittelwert  SD [%]  SDgchaetz (%] Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschactz (%)

0 94.0 89 85 89 4.5 6.2 92.1 90.4 91.3 5.3
2.5 90.5 90 5.6 91.9 91.9 5.0
5 53.4 61 36 50 12.8 8.4 53.3 59.8 56.6 9.1
7.5 39.0 39 6.9 45.1 45.1 7.7
10 41.7 27 28 32 8.3 5.9 45.3 32.5 38.9 6.8
12.5 40.6 41 7.1 47.0 47.0 8.0
15 39.4 30 31 33 5.2 6.0 46.6 35.0 40.8 7.1
17.5 41.0 41 7.1 48.4 48.4 8.2
20 46.1 46 43 45 1.8 7.7 54.6 32.3 43.4 7.5
25 52.4 52 8.7 55.7 55.7 9.0
30 49.7 45 44 46 3.1 7.9 60.0 36.5 48.2 8.1
40 56.4 56 9.1 60.8 60.8 9.5
50 57.5 57 9.2 58.2 58.2 9.3
60 60.4 40 49 50 10.1 8.4 61.8 45.3 53.5 8.8
120 74.1 49 58 60 12.6 9.4 71.3 53.5 62.4 9.6

U9[[eqy], ¢’V



09T

Tabelle A.15.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in HaCaT A5-Zellen nach Stimulation mit 100 ng/ml IL6.
HaCaT A5 (4 IL6)

Anteil der pTpY-Fraktion an totalem ERK1 [%)] Anteil der pTpY-Fraktion an totalem ERK2 [%]
Zeit [min]  Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDgchaetz [%0]  Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDgchaetz [70]
0 1.3 3.5 2.4 0.6 1.6 0.6 1.1 0.2
2.5 2.5 2.5 0.6 1.4 1.4 0.3
5 4.7 9.0 6.8 1.6 7.3 4.6 5.9 1.4
7.5 6.7 6.7 1.5 7.4 7.4 1.7
10 14.0 28.7 21.3 4.9 20.2 10.6 15.4 3.5
12.5 13.3 13.3 3.1 13.8 13.8 3.2
15 12.8 25.9 19.4 4.5 16.7 14.7 15.7 3.6
17.5 10.8 10.8 2.5 8.8 8.8 2.0
20 5.0 18.9 11.9 2.7 15.2 4.2 9.7 2.2
25 5.3 5.3 1.2 5.3 5.3 1.2
30 4.7 14.3 9.5 2.2 11.3 3.0 7.1 1.6
40 2.7 2.7 0.6 2.3 2.3 0.5
50 2.9 2.9 0.7 2.9 2.9 0.7
60 2.7 6.4 4.5 1.0 4.5 2.7 3.6 0.8
120 1.0 5.8 3.4 0.8 3.0 1.5 2.2 0.5
Anteil der pY-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der pY-Fraktion an totalem ERK2 [%]
Zeit [min]  Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDgchaetz |%] Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschaetz (7]
0 5.4 6.7 6.1 1.9 4.8 2.4 3.6 1.1
2.5 5.1 5.1 1.6 2.6 2.6 0.8
5 6.6 8.4 7.5 2.3 7.3 6.2 6.7 2.1
7.5 9.0 9.0 2.8 6.2 6.2 1.9
10 10.3 9.4 9.8 3.0 10.3 7.4 8.9 2.7
12.5 8.7 8.7 2.7 7.2 7.2 2.2
15 9.1 9.3 9.2 2.8 9.7 6.5 8.1 2.5
17.5 7.1 7.1 2.2 6.4 6.4 1.9
20 5.4 9.2 7.3 2.2 8.3 4.5 6.4 2.0
25 5.8 5.8 1.8 5.1 5.1 1.6
30 6.4 8.8 7.6 2.3 6.9 4.6 5.7 1.8
40 4.9 4.9 1.5 4.2 4.2 1.3
50 6.2 6.2 1.9 5.1 5.1 1.5
60 5.2 7.3 6.2 1.9 7.2 5.4 6.3 1.9

120 4.0 7.6 5.8 1.8 5.7 3.1 4.4 1.3

Sueyuy y



191

Tabelle A.15.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in HaCaT A5-Zellen nach Stimulation mit 100 ng/ml IL6 (Fortsetzung).
HaCaT A5 (+ IL6)

Anteil der pT-Fraktion an totalem ERK1 [%)] Anteil der pT-Fraktion an totalem ERK2 [%]
Zeit [min] ~ Kinetik 1  Kinetik 2 Mittelwert SDgchaetz [%] Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDgchaetz [ %)
0 3.9 2.1 3.0 1.3 2.5 2.5 2.5 1.1
2.5 3.7 3.7 1.6 2.6 2.6 1.1
5 3.2 5.7 4.4 1.9 4.3 4.6 4.4 1.9
7.5 5.6 5.6 2.4 4.6 4.6 2.0
10 9.6 9.8 9.7 4.2 9.3 7.9 8.6 3.7
12.5 11.8 11.8 5.1 9.0 9.0 3.9
15 9.4 10.7 10.0 4.3 11.2 8.8 10.0 4.3
17.5 14.0 14.0 6.1 10.4 10.4 4.5
20 7.7 14.0 10.8 4.7 13.2 7.6 10.4 4.5
25 7.7 7.7 3.3 6.8 6.8 2.9
30 8.7 10.6 9.6 4.2 4.5 4.6 4.6 2.0
40 4.5 4.5 2.0 3.7 3.7 1.6
50 4.3 4.3 1.9 3.5 3.5 1.5
60 4.4 7.7 6.1 2.6 4.6 3.7 4.2 1.8
120 3.6 6.1 4.9 2.1 4.3 2.1 3.2 1.4
Anteil der unP-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der unP-Fraktion an totalem ERK2 [%]
Zeit [min]  Kinetik 1  Kinetik 2 Mittelwert SDgchactz [ %]  Kinetik 1 Kinetik 2 Mittelwert SDschaetz [%)]

0 89.3 88 89 6.4 91.1 94.6 92.8 4.5
2.5 88.7 89 6.3 93.4 93.4 4.2
5 85.6 7 81 8.5 81.1 84.7 82.9 8.2
7.5 78.6 79 9.0 81.8 81.8 8.4
10 66.0 52 59 9.3 60.1 74.1 67.1 9.7
12.5 66.2 66 9.7 69.9 69.9 9.7
15 68.7 54 61 9.5 62.4 70.1 66.2 9.7
17.5 68.1 68 9.7 74.4 74.4 9.5
20 81.9 58 70 9.7 63.2 83.7 73.4 9.6
25 81.2 81 8.5 82.8 82.8 8.2
30 80.2 66 73 9.6 77.3 87.8 82.5 8.2
40 87.9 88 6.6 89.7 89.7 5.9
50 86.6 87 7.1 88.5 88.5 6.4
60 87.7 79 83 8.1 83.7 88.2 86.0 7.3
120 91.4 80 86 7.3 87.0 93.3 90.2 5.8
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A. Anhang

Tabelle A.16.: Geschwindigkeitskonstanten des distributiven ERK-Phosphorylierungsmodells fiir
priméire Maushepatozyten (aus Iwamoto, 2010, Tab. G.3)

Geschwindigkeitskonstante Wert Einheit
kg 14.615 %! min~!
k1o 1.702 %! min~!
ki1 17.310 %! min~!
kio 2.559 %! min—!
ki3 56.737 min~!
k14 551.053 min~!
k15 4.116 min‘l
kig 180.233 min~?
k17 0.457 min~!
kig 2.850 min~!
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Tabelle A.17.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in primiren Maushepatozyten bei Hemmung der MEK-Aktivitéit mit U0126.
Die Hepatozyten wurden zuvor 10 min lang mit 100 ng/ml HGF vorstimuliert.
Primére Maushepatozyten (+ HGF / + U0126)
Anteil der pTpY-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der pTpY-Fraktion an totalem ERK2 [%]

€91

Zeit [min] Kinetik 1 Kinetik 2 Kinetik 3 ~ Mittelwert  SD [%] Kinetik 1 Kinetik 2 Kinetik 3 ~ Mittelwert  SD [%]
0 28.5 24.0 21.8 24.8 3.4 38.9 30.3 30.6 33.3 4.9
0.5 20.3 20.7 18.8 19.9 1.0 28.1 25.8 26.5 26.8 1.2
1 12.1 9.5 9.5 10.4 1.5 19.0 12.5 14.5 15.3 3.4
2 6.0 6.4 5.8 6.1 0.3 9.2 8.9 8.8 9.0 0.2
3 2.3 1.7 0.9 1.6 0.7 4.7 2.5 1.8 3.0 1.5
6 0.3 0.2 0.6 0.4 0.2 0.4 0.5 0.9 0.6 0.3
Anteil der pY-Fraktion an totalem ERK1 [%] Anteil der pY-Fraktion an totalem ERK2 [%]
Zeit [min] Kinetik 1 Kinetik 2 Kinetik 3 ~ Mittelwert  SD [%] Kinetik 1 Kinetik 2 Kinetik 3~ Mittelwert  SD [%)]
0 15.8 24.5 28.5 23.0 6.5 15.9 24.2 28.7 22.9 6.5
0.5 17.1 18.0 15.8 17.0 1.1 18.5 18.5 16.6 17.9 1.1
1 13.0 12.6 12.1 12.6 0.4 17.5 15.2 14.6 15.8 1.5
2 6.8 5.8 6.7 6.4 0.6 10.1 8.9 7.1 8.7 1.5
3 5.2 3.0 2.2 3.5 1.5 6.8 4.7 3.3 5.0 1.8
6 1.1 1.3 1.1 1.2 0.1 1.7 1.7 2.0 1.8 0.2
Anteil der pT-Fraktion an totalem ERK1 [%)] Anteil der pT-Fraktion an totalem ERK2 [%)]
Zeit [min] Kinetik 1 Kinetik 2 Kinetik 3~ Mittelwert ~ SD [%] Kinetik 1 Kinetik 2 Kinetik 3 Mittelwert  SD [%)]
0 10.1 7.8 7.1 8.3 1.6 10.4 10.8 8.2 9.8 1.4
0.5 8.2 8.3 9.0 8.5 0.4 11.8 11.8 11.8 11.8 0.0
1 6.6 6.5 5.8 6.3 0.4 9.6 8.3 10.5 9.5 1.1
2 6.8 7.3 5.7 6.6 0.8 9.2 8.3 8.9 8.8 0.4
3 3.3 2.3 2.9 2.8 0.5 5.9 3.7 2.7 4.1 1.6
6 0.8 1.0 1.0 0.9 0.1 1.2 0.9 1.4 1.2 0.2
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Tabelle A.17.: Prozentuale Anteile der verschiedenen ERK1/2-Fraktionen in primédren Maushepatozyten bei Hemmung der MEK-Aktivitdt mit U0126
(Fortsetzung).

Primére Maushepatozyten (+ HGF / + U0126)

Anteil derunP-Fraktion an totalem ERK1 [%]

Anteil der unP-Fraktion an totalem ERK2 [%)]

Zeit [min] Kinetik 1 Kinetik 2 Kinetik 3 ~ Mittelwert  SD [%] Kinetik 1 Kinetik 2 Kinetik 3~ Mittelwert ~ SD [%)]
0 45.6 43.7 42.6 44.0 1.5 34.8 34.7 324 34.0 1.4
0.5 54.4 53.0 56.4 54.6 1.7 41.6 43.9 45.1 43.5 1.8
1 68.3 71.3 72.6 70.7 2.2 53.9 64.0 60.5 59.4 5.1
2 80.4 80.6 81.8 80.9 0.8 71.6 73.8 75.2 73.5 1.8
3 89.2 93.0 93.9 92.0 2.5 82.6 89.0 92.2 87.9 4.9
6 97.8 97.5 97.3 97.5 0.3 96.6 96.9 95.7 96.4 0.7
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B. Abkiirzungsverzeichnis

B.1. Allgemeine Abkiirzungen

* isotopenmarkiert

abs absolut

ACN Acetonitril

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)-Benzensulfonyl-Fluorid

Akt auch PKB: Proteinkinase B

AP Apoprotein

AQUA absolute quantification

ATP Adenosintriphosphat

C Kohlenstoff

Cdk cyclin-dependent kinase

C-Terminus Carboxyterminus

cHL klassisches Hodgkin-Lymphom

CID collision-induced dissociation

Da Dalton

DDA data-dependent acquisition

DTT Dithiothreitol

EIC extrahiertes ITonenchromatogramm

ERK extracellular signal-requlated kinase

FA Ameisenséure (formic acid)

FCS fotales Kélberserum (fetal calf serum)

fmol Femtomol

Gabl GRB2-associated-binding protein 1

GDP Guanosindiphosphat

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
(granulocyte macrophage colony-stimulating factor)

gpl30 glycoprotein 130
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B. Abkiirzungsverzeichnis

Grb2 growth factor receptor-bound protein 2

GST Glutathion-S-Transferase

GTP Guanosintriphosphat

H Wasserstoff

HaCaT human adult low calcium high temperature keratinocytes
HeLa Henrietta Lacks

HGF Hepatozytenwachstumsfaktor (hepatocyte growth factor)
HGFR, Met Hepatozytenwachstumsfaktor-Rezeptor

ICP induktiv gekoppeltes Plasma

IL Interleukin

IL6R Interleukin-6-Rezeptor

IMAC immobilized metal ion affinity chromatography

IP Immunprézipitation

iTRAQ isobaric tag for relative and absolute quantitation

JAK Janus kinase

JNK c-Jun N-terminal kinase

kDa Kilodalton

Kf Korrekturfaktor

LC Fliissigchromatographie (liquid chromatography)

LTQ Lineare Ionenfalle

LY LY 294002

[M+xH]** x-fach protoniertes und x-fach positiv geladenes Molekiilion
m/z Masse-zu-Ladungsverhéltnis

MAPK mitogen-activated protein kinase

MEK MAPK/ERK kinase

MEM modifiziertes Eagle’s-Medium

min Minute

MKP mitogen-activated protein kinase phosphatase

MS Massenspektrometrie

MS/MS Tandemmassenspektrometrie
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B.1. Allgemeine Abkiirzungen

MV

N
nanoESI-MS
nanoUPLC

0)
ODE

P
PASTA
PDK-1
pPERK
P-Grad
PIBK
PIP3
PMBL
PPERK
ppm
PPMEK, pSpS-MEK
PTEN

pT-ERK
PTPY-ERK
PY-ERK
Raf

Ras
RKIP
rpm
RPMI
RSD
RTK

S

molares Verhéltnis

Stickstoff

nano-Elektrosprayionisierungs-Massenspektrometrie

nano-Ultra-Hochleistungsfliissigchromatographie (nano
ultra performance liquid chromatography)

Sauerstoff

gewohnliche Differentialgleichung (ordinary differential

equation)

Phosphor oder phosphoryliert

phosphorus based absolute standard

phosphoinositide-dependent protein kinase 1

einfach phosphoryliertes ERK

Phosphorylierungsgrad

Phosphatidylinositol-3-Kinase

Phosphatidylinositol-Trisphosphat

primér mediastinales B-Zell-Lymphom

doppelt phosphoryliertes ERK

part per million

doppelt phosphoryliertes MEK

phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome

10

Phosphothreonin-ERK

doppelt phosphoryliertes ERK

Phosphotyrosin-ERK

rapidly accelerated fibrosarcoma

rat sarcoma

Raf kinase inhibitor protein

Rotationen pro Minute

Roswell Park Memorial Institute

relative Standardabweichung (relative standard deviation)

Rezeptortyrosinkinase

Schwefel

167



B. Abkiirzungsverzeichnis

S
SD

SDS

SDS/PAGE

SH2

Shc

SHIP

SHP2

SILAC

SOS

SRM

STAT

TFA

TYK

unP

unP-ERK, uERK
unP-Grad

A\

ZIC-HILIC

Sekunde

Standardabweichung (standard deviation)
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Src homology 2

SH2 domain-containing transforming protein

SH2 domain-containing inositol phosphatase

SH2 domain-containing tyrosine phosphatase

stable isotope labeling by amino acids in cell culture
son of sevenless

selected reaction monitoring

signal transducer and activator of transcription
Trifluoressigsdure (trifluoric acid)

non-receptor tyrosine-protein kinase
unphosphoryliert

unphosphoryliertes ERK

Grad der unphosphorylierten Proteinfraktion

Volt

zwitterionic hydrophilic interaction liquid chromatography
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B.2. Abkiirzungen der Aminosiuren

B.2. Abkiirzungen der Aminosiuren

A
A*
C

Coam

S, Ser
T, Thr

V*

Y, Tyr

Alanin

[13C3, 1PN]-Alanin
Cystein
Carbamidomethyl-Cystein
Asparaginsiure

[13Cy, 1°N]-Asparaginsiure
Glutaminséure

[13C5, 1 N]-Glutaminsiure
Phenylalanin
[13Cg]-Phenylalanin
Glycin

Histidin

Isoleucin

Lysin

Leucin

Methionin

Asparagin

oxidiertes Methionin
Prolin

Phosphoserin
Phosphothreonin
Phosphotyrosin

Glutamin

Arginin

Serin

Threonin

Valin

[13C5, 15N]-Valin
Tryptophan

Tyrosin
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