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Zusammenfassung

Posttranslationale Modifikationen sind von entscheidender Bedeutung fiir die Struktur
und Funktion einer Vielzahl von Proteinen. Anders als die Aminosduresequenz der Prote-
ine lassen sich die posttranslationalen Modifikationen nicht aus der genetischen Sequenz
ableiten. Die Identifizierung einer posttranslationalen Modifikation ist deshalb nur am
Protein selbst moglich. Eine verbreitete Variante der posttranslationalen Modifikation ist
die O-Phosphorylierung von Proteinen an den Seitenketten der Hydroxyaminosiuren.
Konservativen Schitzungen zufolge werden mehr als ein Drittel aller zelluléren Proteine
reversibel phosphoryliert.

Die O-Phosphorylierung der Hydroxyaminosduren Serin, Threonin und Tyrosin ist all-
gemein bekannt und wurde schon umfassend untersucht. Weitgehend unbekannt und
kaum untersucht ist hingegen die Phosphorylierung von Hydroxyprolin. Wéhrend das
Vorkommen von Phosphohydroxylysin in Kollagen schon seit mehr als zwei Jahrzehnten
belegt ist, gab es bisher keinen Ansatz, Phosphohydroxyprolin in einem Protein nachzu-
weisen. Ziel dieser Arbeit war daher die Etablierung geeigneter Analysemethoden zum
Nachweis von Phosphohydroxyprolin in einem Protein und die Identifizierung und Cha-
rakterisierung einer entsprechenden Sequenzposition.

In dieser Arbeit konnte erstmalig Phosphohydroxyprolin als proteinogene Aminoséure
nachgewiesen und seine exakte Sequenzposition in dem Protein a-Kristallin A identifi-
ziert werden. Nach der Etablierung der erforderlichen Analysetechniken wurde das Ge-
samtprotein aus Aorta-, Augen- und Herzgewebe adulter Ratten unter besonderer Beriick-
sichtigung des Erhaltes von O-Phosphoestern pripariert, mittels SDS-PAGE getrennt und
im Western Blot immunologisch untersucht. Ein zu diesem Zweck hergestelltes polyklo-
nales Antiserum mit hoher Spezifitét fiir Phosphohydroxyprolin lieferte Hinweise auf das
Vorkommen von Phosphohydroxyprolin in einigen der Proteinbanden. Die entsprechen-
den Proteine wurden mit Trypsin gespalten und massenspektrometrisch analysiert. Mittels
ESI-MS/MS-Sequenzanalyse wurden diese Proteine als Mitglieder der Kristallin-Familie
identifiziert. In a-Kristallin A aus dem Augengewebe konnte eine Sequenz mit drei unter-
schiedlichen Modifikationszustinden eines Prolinrests nachgewiesen werden. Die unmo-
difizierte Sequenz mit Prolin in der Aminosédurekette lag parallel zu den modifzierten
Sequenzen mit Hydroxyprolin, bzw. Phosphohydroxyprolin in der Aminoséurekette vor.
Die gleichen Modifikationen des Prolins lieBen sich auch in a-Kristallin A aus dem Herz-
gewebe beobachten. Dariliber hinaus fanden sich Hinweise fiir das Vorkommen von
Phosphohydroxyprolin in Kollagen VIII.

Die Ergebnisse der Arbeit werden hinsichtlich der potentiellen Verbreitung von Phospho-
hydroxyprolin, dem Ursprung dieser Modifikation und der vorstellbaren Funktion von
Phosphohydroxyprolin diskutiert.



Summary

Post-translational modifications have vital importance for the structure and function of a
multiplicity of proteins. In contrast to the amino acid sequence of proteins the post-
translational modifications cannot be derived from the genetic code. Therefore, identifica-
tion of post-translational modifications is only possible by analytical studies of the pro-
tein. O-phosphorylation of proteins occuring at the side chain of particular amino acids is
a common version of post-translational modification. It has been conservatively estimated
that more than one-third of all cellular proteins are reversibly phosphorylated.

O-phosphorylation of the hydroxyamino acids serine, threonine and tyrosine is well-
known and was matter of extensive research. However, phosphorylation of hy-
droxyproline is virtually unknown and only marginally investigated. While phosphoryla-
tion of hydroxylysine in collagens has been described for more than two decades, so far
there was no attempt to prove phosphohydroxyproline in proteins. Therefore, aim of this
work was the establishment of adequate analytical methods to achieve evidence of phos-
phohydroxyproline in a protein and the identification and characterization of the accord-
ing sequence position.

In this work phosphohydroxyproline was demonstrated for the first time as a proteino-
genic amino acid and its exact sequence position in the protein a-crystallin A was identi-
fied. After establishment of the required techniques total protein was prepared from oph-
thalmic, aortic and cardiac tissue of adult rats in consideration of conservation of O-
phosphoesters. The proteinmixture was separated by SDS-PAGE and assayed immu-
nologically by western blot analysis. For this purpose a polyclonal antiserum with high
specificity for phosphohydroxyproline was generated. This antiserum recognizes phos-
phohydroxyproline in a couple of protein bands. The corresponding proteins were trypti-
cally digested and analyzed by mass spectrometry. Using ESI-MS/MS sequence analysis
all proteins were identified as members of the crystallin family. In a-crystallin A from
ophthalmic tissue a sequence with three different modification states of a proline residue
was observed. Thereby the nonmodified sequence with proline in the amino acid chain
was identified in parallel to the modified sequences with hydroxyproline and phosphohy-
droxyproline, respectively. The same modifications of proline were also observed in a-
crystallin A from cardiac tissue. Furthermore some clues were found for the presence of
phosphohydroxyproline in collagen type VIII.

These findings are discussed concerning the potential incidence and origin of hy-
droxyproline phosphorylation and the conceivable function of phosphohydroxyproline.






EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Funktionale Bandbreite der Proteine

Proteine nehmen unter den biogenen Makromolekiilen eine zentrale Position ein
und sind an nahezu allen biologischen Prozessen beteiligt. Fast alle chemischen
Reaktionen in biologischen Systemen werden durch spezifische Proteine, die En-
zyme, katalysiert. Erst die Enzyme ermdglichen die molekularen Transformatio-
nen des zelluldren Metabolismus. Es gibt auch Proteine, die andere Molekiile oder
Ionen speichern oder transportieren. Proteine erfiillen regulatorische Aufgaben,
tiberwachen intrazelluldre und extrazelluldre Bedingungen und geben Informatio-
nen im Rahmen der Signaliibertragung an andere zelluldre Komponenten weiter.
Sie wachen liber Wachstum und Differenzierung der Zellen durch kontrollierte
Expression der genetischen Information. Proteine, in Form von Antikorpern, sind
auch an der Immunabwehr beteiligt und erfiillen damit eine lebenswichtige Funk-
tion zur Aufrechterhaltung der Integritit des Gesamtorganismus. Auflerdem sind
Proteine wichtige Bausteine der Zellen, ohne deren Beteiligung weder raumliche
und strukturelle Organisation noch Bewegung moglich wiren. Proteine erzeugen
dartiber hinaus mechanische oder elektrochemische Krifte und wirken damit un-

mittelbar auf ihre Umgebung ein.

Diese Aufzahlung der Proteinfunktionen veranschaulicht lediglich die Bandbreite
threr Aktivitét; sie kann aber nicht vollstindig sein, da selbst eine Liste nur der
bekannten Funktionen mehrere Tausend Eintrdge enthielte. Eine solche Liste un-
terldge zudem einem steten Wandel, da zum einen ldngst noch nicht alle Proteine
untersucht und zum anderen noch nicht siamtliche Funktionen der bisher bekann-
ten Proteine charakterisiert sind, zum Teil sind die Proteine sogar noch vollig un-
bekannt.

Die Funktion eines Proteins wird durch seine spezifische Struktur bestimmt. Pro-
teine werden in vivo durch sukzessive Kondensationsreaktionen von Aminoséuren
in der Reihenfolge synthetisiert, die durch die Nucleotidsequenz eines Gens vor-

gegeben ist. Die Aminosduresequenz der Polypeptidkette wird auch als Primir-
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struktur bezeichnet. Hohere Organisationsstufen der Proteinstruktur wie Sekun-
dar-, Tertidr- und Quartérstruktur beziehen sich auf die dreidimensionale Gestalt
des Proteins, die letztendlich erst die Funktion des Proteins ermoglicht. Doch die
Aminosduresequenz ist stets das grundlegende Element, welches die weiteren
Organisationsstufen mafigeblich bestimmt. Da jede Aminosdure charakteristische
chemische und physikalische Merkmale aufweist, beeinfluft das Vorkommen
einer Aminosiure an einer bestimmten Position in der Polypeptidkette die Eigen-
schaften des Proteins. Die funktionsbestimmende dreidimensionale Gestalt eines
Proteins ist die Folge der intramolekularen Wechselwirkungen zwischen den ver-

schiedenen Aminosiureseitenketten des Proteins.

1.2 Diversitat der Proteine

Die vielen verschiedenen Funktionen werden erst durch die enorm grof3e Diversi-
tdt der Proteine moglich. Es gibt 20 verschiedene proteinogene Standardamino-
sduren (exklusive der Sonderfélle Selenocystein [1, 2] und Pyrrolysin [3, 4]). Ent-
sprechend gibt es 20 verschiedene Moglichkeiten fiir jede Position eines Amino-
sdurerestes in der Polypeptidkette. Fiir ein Protein mit » Aminosdureresten erge-
ben sich 20" mégliche Sequenzen. Bei einem Polypeptid mit nur 100 Aminosdure-

0' mogliche Sequenzen, eine Zahl, die weitaus groBer ist

resten sind dies schon 2
als die geschitzte Zahl der Atome im Universum (9 x 10"®). Die weitaus meisten
Polypeptide enthalten zwischen 100 und 1000 Aminoséurereste. Es gibt aber auch
deutlich kiirzere und auch viel ldngere Sequenzen. Zusitzlich tragen noch
posttranslationale Modifikationen zur Diversitdt der Proteine bei. Sie erfolgen

wihrend oder nach der Assemblierung der Polypeptidkette.

1.3 Posttranslationale Modifikationen

Die weitaus meisten eukaryotischen Proteine werden posttranslational auf spezifi-
sche Weise modifiziert. Dies kann sowohl an den terminalen Amino- und Carbo-
xygruppen, als auch an den funktionellen Seitenketten der Aminoséuren gesche-
hen. So sind iiber 150 verschiedene Arten der Seitenkettenmodifikationen be-

kannt. Zu den héufigsten zdhlen dabei die Acetylierung, Glykosylierung, Hydro-
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xylierung, Methylierung, Phosphorylierung und die Ubiquitinierung. Durch die
Modifikationen werden die chemischen und physikalischen Eigenschaften der
Aminosédureseitenketten verdndert. Dies hat Auswirkungen auf die dreidi-
mensionale Struktur und damit die Funktionsausiibung eines Proteins. Die einzel-
nen Arten der Modifikationen sind unterschiedlich gut untersucht und iiber die

Funktion vieler Seitenkettenmodifikationen ist noch immer wenig bekannt.

1.4 Phosphorylierung von Aminosaureseitenketten

Die Phosphorylierung an den Aminosdureseitenketten in Proteinen spielt eine
wichtige Rolle in biologischen Systemen. Konservativen Schitzungen zufolge
werden mehr als ein Drittel aller Proteine reversibel phosphoryliert [5, 6]. Der
Phosphorylierung kommt dabei oft die Funktion eines molekularen Schalters zu,
der die Proteinaktivitit steuert. Die Phosphorylierung ist ein grundlegender Me-
chanismus, der in einer lebenden Zelle an so unterschiedlichen Systemfunktionen
beteiligt ist wie beispielsweise dem Zellmetabolismus, der Signaltransduktion
oder der Zellteilung. Beispiele fiir bekannte Proteinphosphorylierungen sind:

A) Die Phosphorylierung steuert die Aktivitdt eines Proteins. Sie erfolgt dabei
durch eine Proteinkinase, welche die y-Phosphoryl-Gruppe eines Nukleosid-
Triphosphats (z.B. ATP) auf die Seitenkette einer Hydroxyaminoséiure iibertragt.
Beispiele hierfiir sind die Proteinkinase A (Phosphoserin, Phosphothreonin) [7]
oder verschiedene Rezeptortyrosinkinasen (Phosphotyrosin) [8].

B) Die Phosphorylierung ist an enzymatischen Reaktionen beteiligt. In diesen
Féllen ist das phosphorylierte Protein ein Reaktionsintermediat (meist S- und N-
Phosphate), beispielsweise die HPr-Kinase (Phosphohistidin) im Phosphoenolpy-
ruvat-abhidngigen Phosphotransferasesystem (PTS) [9, 10].

C) Die Phosphorylierung von Aspartat, Glutamat und auch Histidin ist beteiligt an
der sensorischen Reizleitung bei der bakteriellen Chemotaxis [11, 12].

Die Seitenketten-Phosphorylierungen lassen sich gemif ihrer chemischen Struk-
tur in vier Gruppen unterteilen: (1.) O-Phosphate (O-Phosphomonoester) werden
gebildet durch die Phosphorylierung der Hydroxyaminosiduren wie Serin, Threo-
nin, Tyrosin und die erst durch posttranslationale Hydroxylierung entstehenden

Hydroxyaminosiduren Hydroxylysin und Hydroxyprolin. (2.) N-Phosphate (Phos-
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phoamidate) entstehen durch die Phosphorylierung der Aminogruppen von Argi-
nin, Lysin und Histidin. (3.) Acylphosphate bilden sich durch die Phosphorylie-
rung von Asparaginsdure (Aspartat) und Glutaminsdure (Glutamat). (4.) S-
Phosphate (S-Phosphothioester) entstehen durch die Phosphorylierung von
Cystein. Die chemische Stabilitit der Phosphoaminosduren wird zusammenfas-

send in Tabelle 1 gezeigt.

Tab. 1: Chemische Stabilitat von Phosphaminosauren [13].

Stabilitat in
Saure Alkali Hydroxylamin Pyridin

O-Phosphate

Phosphoserin + - + +

Phosphothreonin + +/- + +

Phosphotyrosin + + + +
N-Phosphate

Phosphoarginin - - - -

Phosphohistidin - + - -

Phospholysin - + - -
Acylphosphate

Phosphoaspartat - - - -

Phosphoglutamat - - - -
S-Phosphate

Phosphocystein (+) + + +

Alle O-Phosphate, einschlieBlich Phosphohydroxylysin [14] und Phosphohy-
droxyprolin [15], sind unter sauren Bedingungen stabil. Die O-Phosphate sind
ebenfalls stabil in Hydroxylamin und Pyridin. Im Gegensatz dazu sind die N-
Phosphate, mit Ausnahme von Phosphoarginin, stabil unter basischen Bedingun-
gen. Die Acylphosphate sind aufgrund ihrer hohen Reaktivitdt instabil in Saure,
Alkali, Hydroxylamin und Pyridin. Dagegen ist Phosphocystein unter ver-

gleichbaren Bedingungen stabiler, bzw. unter sauren Bedingungen weniger stabil.
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1.5 Posttranslationale Modifikationen am Prolin und Hydroxyprolin

1.5.1 Hydroxylierung von Prolin

Hydroxy-L-prolin wird nicht {iber die iiblichen Mechanismen wihrend der Prote-
inbiosynthese an den Ribosomen in eine Polypeptidkette eingebaut, vielmehr wird
proteinogenes Prolin posttranslational durch Hydroxylasen sequenzspezifisch
hydroxyliert [16]. Sowohl 4-Hydroxy-L-prolin als auch 3-Hydroxy-L-prolin wur-
den bisher in verschiedenen Typen des Kollagens nachgewiesen. Dariiber hinaus

ist 4-Hydroxy-L-prolin in diversen weiteren Proteinen enthalten.

Prolyl-Hydroxylasen sind sequenzspezifische Enzyme mit zweiwertigem Eisen im
aktiven Zentrum, die proteinogene Prolyl-Reste in Gegenwart von Ascorbinsdure,
a-Ketoglutarsdure und molekularem Sauerstoff oxidieren. Die Hydroxylierungs-
reaktion ist sehr spezifisch - freies Prolin wird dabei nicht umgesetzt. Erst Peptide
mit mindestens drei Aminosdureresten werden hydroxyliert . Man unterscheidet
nach der Spezifitit zwischen Prolyl-4-Hydroxylasen, die Prolin am C-4-Atom
hydroxylieren, und Prolyl-3-Hydroxylasen, die Prolin am C-3-Atom hydroxylie-
ren (Abb. 1).

O
OH OH OH
HN HN HN
" OH
OH OH
trans-4-Hydroxyprolin trans-3-Hydroxyprolin cis-4-Hydroxyprolin

Abb. 1: Konstitutionsisomere des Hydroxyprolins

Prolyl-4-Hydroxylase hydroxyliert Prolin nur, wenn es aminoterminal von Glycin
lokalisiert ist (Pro-Gly-Motiv), wihrend Prolyl-3-Hydroxylase das Prolin nur
dann hydroxyliert, wenn es sich auf der Carboxylseite eines Glycins befindet
(Gly-Pro-Motiv). Die héufiger vorkommende Variante ist das 4-Hydroxyprolin.

Das Vorkommen von 3-Hydroxyprolin macht beispielsweise in Kollagenen nur
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bis zu zwei Prozent aus. Dariiber hinaus ist das Vorkommen von 3-Hydroxyprolin
bisher nur wenig untersucht. Die bisher bekannten Hydroxylgruppen werden in
der trans-Konfiguration am Prolinring eingebaut. Es ist nicht bekannt, ob die
Hydroxylgruppen am Prolinring auch in der epimeren cis-Konfiguration vorkom-
men (Abb. 1).

1.5.2 Glykosylierung von Hydroxyprolin

Hydroxyprolin (Hyp) wird ebenso wie Hydroxylysin (Hyl) in vielen Proteinen
enzymatisch glykosyliert. So sind in Kollagen bis zu 70% der Hyl-Reste mit Ga-
lactose und Glycosyl-Galactose an der Hydroxylgruppe modifiziert [17]. In den
Extensinen (HRGPs, Hydroxyprolin-reiche Glykoproteine) der pflanzlichen Zell-
wand betridgt der Kohlenhydratanteil etwa 50% der Proteinmasse [18-20]. Der
groBte Teil dieser Kohlenhydrate sind an Hyp gebundene mono-, di-, tri-(1—2)-p-
verkniipfte Arabinosen [18]. Weiterhin ist in dem ubiquitdr in Eukaryoten vor-
kommenden SKP1-Protein (F-box bindendes Protein), eine quantitativ glyko-
sylierte Hyp-Position bekannt [21]. Diese Beispiele belegen die weitreichende
Verbreitung posttranslationaler Glykosylierungen an den Hydroxylgruppen von
Hyp und Hyl. Die Rolle der Glykosylierungen ist noch nicht in allen Féllen auf-
geklirt, doch scheinen sowohl funktionale als auch strukturelle Aspekte von Be-

deutung zu sein.

In Analogie zu der von Hart aufgestellten Hypothese, dal die Glykosylierung (O-
GlcNAcylierung) von Serin- und Threonin-Resten reziprok zur O-Phosphory-
lierung vorkommen kann [22], ist ein dhnlicher Mechanismus auch fiir Hyp- und

Hyl-Reste vorstellbar.

1.5.3 Phosphorylierung von Hydroxyprolin

O-phosphoryliertes Hydroxylysin wurde erstmals 1948 in Gewebeextrakten
(Muskeln, Herz, Niere und Gehirn) aus Kélbern nachgewiesen [23, 24]. Mehr als
20 Jahre spdter konnte gezeigt werden, dal O-Phosphohydroxylysin ein friither
Metabolit des 5-Hydroxylysin-Abbaus in der Rattenleber ist [25, 26]. Die Phos-
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phorylierung wird durch eine GTP-abhingige Hydroxylysin-Kinase katalysiert
[27]. Obwohl diese Phosphorylierung ausschlieBlich auf Ebene der freien Amino-
sdure erfolgt, zeigte dies erstmalig, dal Hydroxylysin in vivo phosphoryliert wird.
Darauf aufbauend konnte in einer 1985 verdffentlichten Arbeit die O-Phos-
phorylierung proteinogener Hydroxylysin-Reste in Kollagen nachgewiesen wer-
den [14]. Nach Zugabe von [**P]-Orthophosphat zum Néhrmedium einer Zellkul-
tur (Zellen glatter Muskulatur aus der Aorta) wurde das radioaktiv markierte O-
Phosphohydroxylysin durch Phosphoaminosédureanalyse in Kollagen identifiziert.
Damit lieB sich die Existenz von O-Phosphohydroxylysin als proteinogener Be-
standteil des Kollagens nachweisen, doch erlaubte die angewandte Methodik nicht
die Bestimmung der Sequenzposition der modifizierten Aminosdure. Trotz der
vielversprechenden Ansitze wurden die Arbeiten nicht fortgefiihrt und sowohl die
Sequenzposition eines Phosphohydroxylysin-Restes als auch die physiologische
Bedeutung der Phosphorylierung proteinogener Hydroxyprolin-Reste sind weiter-

hin unbekannt.

In der Literatur gibt es bisher keine Hinweise, da3 gezielt nach proteinogenem O-
Phosphohydroxyprolin gesucht wurde. Obwohl die Bedeutung proteinogener O-
Phosphate von Serin, Threonin und Tyrosin seit langem bekannt ist, und spéter
auch einmalig das Vorkommen von Phosphohydroxylysin (s.0.) nachgewiesen
wurde, sind keine Ansitze bekannt, die den Nachweis von Phosphohydroxyprolin
zum Ziel hatten. Selbst bei der oben beschriebenen Arbeit iiber Phosphohydroxy-
lysin wurde Phosphohydroxyprolin in die Analysen nicht mit einbezogen, obwohl
die Autoren in der Diskussion ausdriicklich auf die hohe Wahrscheinlichkeit einer

O-Phosphorylierung von Hydroxyprolin hinwiesen.

Drei Publikationen [15, 28, 29] weisen indirekt auf die Moglichkeit einer
Phosphorylierung von Hydroxyprolin in Proteinen hin. Alle drei Arbeiten unter-
suchten die enzymatische O-Phosphorylierung der Seitenketten verschiedener
Hydroxyaminoséduren in synthetischen Peptiden. Zu den untersuchten Sequenzen
zdhlte jeweils auch ein Peptid mit Hydroxyprolin. Dabei zeigte sich stets, dal} die
Hydroxyprolin-Reste als mogliches Substrat fiir die untersuchten Kinasen in Fra-
ge kommen. Da in keiner der Arbeiten Hydroxyprolin-spezifische Kinasen unter-
sucht wurden, waren die ermittelten kinetischen Konstanten niedrig im Vergleich

zu denen der anderen untersuchten Hydroxyaminosduren Serin und Threonin,
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doch zeigte sich die prinzipielle Moglichkeit der enzymatischen Phosphorylierung
von Hydroxyprolin in Peptiden. Eine der Arbeiten beriicksichtigte bei der Unter-
suchung die Konfiguration der Hydroxylgruppe am Prolinring. Im Ergebnis zeigte
sich, daf3 die enzymatische Phosphorylierung am Hydroxyprolin-Rest mit trans-4-
Konfiguration moglich war, nicht aber am Hydroxyprolin-Rest mit cis-4-Kon-

figuration [28].

Der bislang einzige direkte Hinweis auf proteinogenes Phosphohydroxyprolin
findet sich als Nebenaspekt in einer Arbeit {iber die Biosilikatbildung in Kieselal-
gen [30]. Bei der Biosilikatbildung spielt das polyanionische natSil-2-Protein eine
wichtige Rolle. Bei der Aminosdureanalyse von natSil-2 fand sich neben Hydro-
xyprolin auch ein Hinweis auf Phosphohydroxyprolin. Die dabei zum Einsatz ge-
kommene Methode der Aminosdureanalyse mittels Anionenaustausch-Chro-
matographie Fmoc-derivatisierter Aminosduren erlaubt keine Bestimmung der
Sequenzposition der detektierten Aminosduren. Auch die relative Menge des ge-

fundenen Phosphohydroxyprolins bleibt unklar.

Zusammenfassend 146t sich feststellen, dafl eine O-Phosphorylierung an proteino-
genem Hydroxyprolin moglich ist und in Analogie zu allen anderen untersuchten
proteinogenen Hydroxyaminosduren, einschlielich Hydroxylysin, mit hoher

Wahrscheinlichkeit ubiquitér in Proteinen vorkommt.

1.6 Untersuchte Phosphohydroxyprolin-haltige Proteine

1.6.1 Kollagene

Kollagen kommt bei allen mehrzelligen Lebewesen aus dem Tierreich (Metazoa)
vor und ist das hiufigste Protein bei den Wirbeltieren (Vertebrata). Es ist aus-
schlieBlich in der Extrazellulirmatrix des Bindegewebes lokalisiert und bildet dort
tibergeordnete Struktureinheiten wie Fibrillen und Netze, welche die mechanische
Stabilitdt des Gewebes gewéhrleisten und Ankerpunkte fiir andere Molekiile der

Extrazellularmatrix darstellen.

Ein einzelnes Kollagenmolekiil besteht immer aus drei Polypeptidketten anni-

hernd gleicher GroBle. Es gibt sowohl homotrimere als auch heterotrimere Kolla-
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gentypen. So sind bei den Sdugetieren iiber 20 Kollagentypen bekannt, die gewe-
bespezifisch im Organismus vorkommen. Allen Kollagentypen gemeinsam ist das
Vorhandensein mehr oder weniger groer Bereiche, die als Tripelhelix organisiert
sind. Die Tripelhelix ist das fiir die mechanischen Eigenschaften des Kollagens
verantwortliche Strukturelement. Die Grofle der beteiligten Polypeptidketten ist
abhingig vom Kollagentyp. Bei den fibrilliren Kollagentypen besteht jede der
drei Polypeptidketten aus bis zu 1000 Aminosdureresten; die funktionelle Einheit

der drei Polypeptidketten hat ein Molekulargewicht von 285 kDa.

Die Bildung einer Tripelhelix setzt eine spezifische Aminosédurezusammensetzung
der beteiligten Polypeptidketten voraus: Glycin stellt fast ein Drittel der Reste;
weitere 15-30% entfallen auf Prolin und Hydroxyprolin. Hydroxylysin kommt in
geringeren Anteilen ebenfalls im Kollagen vor. Die Aminosduresequenz des Kol-
lagens ist auBerdem bemerkenswert regelmafig. Ein Grofteil der Sequenz besteht
aus einer monotonen Abfolge des Aminosduretripeptids Gly-Xaa-Yaa, wobei hédu-
fig an Positon Xaa ein Prolin und an Position Yaa ein Hydroxyprolin in der Kette
vorkommt. Die repetitive Sequenz mit dem hohen Anteil an Iminosduren ist Vor-

aussetzung fiir die tripelhelikale Struktur des Kollagens.

Im Innern der Tripelhelix ist wenig Platz, und die einzige Aminoséure, die in den
Innenraum paft, ist Glycin. Da eine Helixwindung aus drei Aminoséuren besteht,
mulB also jeder dritte Rest ein Glycin sein. Die Seitenketten der beiden nachfol-
genden Aminosduren sind in der Helix nach auBlen orientiert, wo entsprechend
Platz fiir die sterisch volumindsen Ringe von Prolin und Hydroxyprolin vorhan-
den ist. Die drei Einzelstringe sind iiber Wasserstoftbriicken miteinander ver-
kniipft. Wasserstoffdonor ist dabei jeweils die NH-Gruppe eines Glycins, Was-
serstoffakzeptor die CO-Gruppe einer Aminoséuere einer benachbarten Polypep-
tidkette. Die Tripelhelix wird zusitzlich durch die sterische AbstoBung der Pyrro-
lidinringe des Prolins und Hydroxyprolins in der Peripherie der Tripelhelix stabi-
lisiert [31].

Das Vorkommen von Glycin an jeder dritten Position in der Sequenz der Polypep-
tidkette ist flir die Selbstorganisation und Stabilitét einer Tripelhelix unabdingbar.
Allein die durch einen einzelnen Basenaustausch verursachte Mutation, bei der

ein Glycin durch ein Cystein ersetzt wird (Osteogenesis imperfecta), kann zu einer
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solchen Instabilitdt der Tripelhelix flihren, daB3 sich die Mutation letal auswirkt
[32]. Die Positionen Xaa und Yaa konnen neben Prolin und Hydroxyprolin prin-
zipiell auch von jeder anderen Aminoséure besetzt werden, doch kommen einige
Aminosduren nie oder nur duflerst selten in einer Tripelhelix vor (z. B. Cys, Trp,
Tyr) [33]. Zudem sind rechnerisch zwar 400 verschiedene Aminoséuretripeptide
des Typs Gly-Xaa-Yaa mdoglich, doch kommen davon nur ca. 25 Tripeptide mit
einer Haufigkeit von mehr als 1% vor. Einige Aminosiduren kommen bevorzugt in
der Position Xaa oder Yaa vor. Beispielsweise finden sich Phe, Leu und Glu fiir
gewoOhnlich in Position Xaa, wihrend Arg und Lys oft in Position Yaa zu finden
sind. Es wird angenommen, dal3 hinderliche sterische oder gilinstige elektrostati-
sche Interaktionen fiir die asymmetrische Verteilung der Aminoséuren verant-
wortlich sind [34-36].

Prolin ist die hdufigste Aminosdure in Position Xaa. In Position Yaa wird Prolin
fiir gewohnlich posttranslational zu Hyp modifiziert, noch bevor die drei Polypep-
tidketten zur Tripelhelix angeordnet werden. Wesentlich seltener wird Prolin auch
in Position Yaa posttranslational hydroxyliert. Warum die Hydroxylierung in den
Kollagenpolypeptidketten auf ganz bestimmte Prolinreste beschrinkt bleibt (ins-
besondere trans-3-Hyp in Position Yaa), ist nach wie vor weitestgehend unge-
kléart.

Die Aminoséduren in den Positionen Xaa und Yaa sind sowohl fiir die Stabilitét
der Tripelhelix mit verantwortlich als auch fiir die Spezifizierung der intermoleku-
laren Wechselwirkungen von Bedeutung. So ist ein Mindestmal3 an Iminoséduren
in den Positionen Xaa und Yaa fiir die Ausbildung einer stabilen Tripelhelix er-
forderlich. Der Iminosdureanteil im Kollagen bestimmt dabei dessen thermische
Stabilitdt. Je hoher der Iminosdureanteil, desto stabiler ist die Helix. Es besteht ein
direkter Zusammenhang zwischen der thermischen Stabilitit des Kollagens und
der Korpertemperatur einer Art, aus der das Kollagen stammt. So haben Séugetie-
re einen Iminosdureanteil von rund 23%, einige Kaltwasserfische beispielsweise
aber nur einen Iminosdureanteil von rund 15%. Darliber hinaus hat der Grad der
Hydroxylierung einen entscheidenden Einfluf3 auf die thermischen Stabilitit des
Kollagens. Je hoher der Anteil an Hydroxyprolin, desto grofer ist die thermische
Stabilitdt [37].
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Innerhalb einer Art variiert der Anteil des iiberwiegend vorkommenden frans-4-
Hydroxyprolins nur wenig zwischen den verschiedenen Typen des Kollagens,
wihrend groBe Unterschiede zwischen den Kollagentypen auftreten, was den An-
teil des viel selteneren frans-3-Hydroxyprolins und auch den Anteil von Hydroxy-
lysin betrifft. Der Anteil von trans-3-Hyp und Hydroxylysin innerhalb eines Ge-
webes kann dariiber hinaus in Abhéngigkeit vom physiologischen oder pathologi-

schen Zustand des Gewebes variieren [38].

Die heute bekannten Kollagensequenzen der verschiedenen Kollagentypen beru-
hen in weiten Teilen auf Untersuchungen der entsprechenden Gensequenzen. Da
aber auf dieser Ebene der Analyse posttranslationale Modifikationen nicht aufge-
klart werden konnen, sind viele Sequenzpositionen von Hydroxyprolin nach wie

vor unbekannt.

1.6.2 Kristalline

Die Augenlinse ist ein Gewebe, dessen Hauptcharakteristika Transparenz und ein
hoher refraktérer Index (RI = 1,40 beim Menschen) sind. Um diese Eigenschaften
zu gewibhrleisten, ist die Augenlinse nicht innerviert und avascular. Dariiber hin-
aus ist eine besondere Zellarchitektur der Linsenfaserzellen erforderlich. Neben
der symmetrischen Anordnung der hexagonalen Linsenfasern ist die chemische
Zusammensetzung entscheidend fiir ihre Transparenz. Die Linsenfaserzellen
zeichnen sich bei nur geringem Wassergehalt (65%) durch eine ungewohnlich

hohe Proteinkonzentration (bis zu 450 mg/ml) aus.

Die Augenlinse ist ektodermalen Ursprungs. Durch Induktion verdickt sich das
iiber der Augenblase liegende Ektoderm, bildet die Linsengrube aus und schniirt
sich spéter als Linsenbldschen ab. Wihrend der Linsenentwicklung elongieren die
posterioren Zellen des Linsenbldschens, fiillen es vollstédndig aus und differenzie-
ren zu primdren Linsenfaserzellen, die den Linsenkern bilden. Die anterioren Zel-
len des Linsenbldschens bleiben als einschichtiges Epithel bestehen. Durch Proli-
feration der Epithelzellen werden permanent Zellen in die Aquatorregion der Lin-
se geschoben, wo die Epithelzellen in sekundédre Faserzellen umgewandelt wer-

den. Sie werden von den nachfolgenden Faserzellen zur Mitte gedridngt und lagern
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sich konzentrisch um den urspriinglichen Linsenkern an. Dieses appositionelle
Wachstum ohne AbstoBung alter Epithel- oder Faserzellen wird wihrend der ge-
samten Lebensspanne beibehalten, wenn auch spiter in stark verlangsamten Tem-
po, so daB die Augenlinse stindig an Grofle und Gewicht zunimmt. Wihrend der
Elongation der Epithelzellen zu Faserzellen kommt es zur starken Expression der
Kristalline. Nach dem Wachstumsende der Faserzellen werden die Zellkerne und
die zytoplasmatischen Organellen vollstindig abgebaut, so daB in den ausdiffer-
zierten Faserzellen deshalb keine Proteinsynthese mehr moglich ist. Auch exist-
iert kein Proteinaustausch zwischen den Zellen. Die in den Faserzellen wéhrend
der Embryonalphase des Organismus gebildeten Proteine miissen also ein Leben
lang erhalten bleiben und ihre Funktionalitidt bewahren [39]. Die dominierenden
Proteine der Linsenfaserzellen sind die Kristalline, die dort bis zu 90% der 16sli-
chen Proteine ausmachen. Bei allen Kristallinen wurden extensive posttranslatio-
nale Modifikationen beobachtet. Dazu zdhlen u.a. Trunkierung, Methylierung,

Acetylierung, Glykosylierung, Oxidationen und Phosphorylierungen [40].

Tab. 2: Kristalline der Augenlinse.

ubiquitare Kristalline taxonspezifische Kristalline
a B Y 0 andere
(20 kDa) (22-33 kDa) (20 kDa) (40 kDa)
(Reptilien und
aA BA; YA Vogel) €
aB BA2 yB o ¢
(Nagetiere) BA3 yC o) n
aA™ BA, yD A
BB+ YE M
BB: YF P
BB YS T
I
Q
S
J

Bei den ubiquitdr vorkommenden Kristallinen unterscheidet man drei Protein-

familien: a-Kristalline, B-Kristalline und y-Kristalline. Aufgrund ihres gemeinsa-
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men evolutiondren Ursprungs und ihrer hohen Sequenzhomologie werden - und
y-Kristalline auch zur B/y-Superfamilie zusammengefa3t. Daneben gibt es eine
Reihe taxonspezifischer Kristalline, die meist noch eine enzymatische Funktion
aufweisen. So werden beispielsweise bei Vogeln statt der y-Kristalline o-
Kristalline exprimiert. Kristalline wurden auch bei Avertebraten gefunden: S-
Kristallin in Tintenfischen, J-Kristallin in Quallen (Tab. 2).

Die dominierende Proteinfraktion der Augenlinse sind die a-Kristalline, sie ma-
chen bis zu 50% des gesamten 16slichen Proteins aus. Es gibt zwei a-Kristalline:
aA und aB. oA hat eine Lange von 173 Aminosduren und oB ist 175 Aminoséu-
ren lang. Die beiden Proteine existieren in einem Mengenverhéltnis von drei (aA)
zu eins (aB). Bei Nagetieren kommt eine Splicingvariante des aA-Kristallins vor,
in deren Sequenz ein 23 Aminoséduren langes Insert zwischen den Aminoséauren
63 und 64 der aA-Kristallin-Sequenz integriert ist. aA™-Kristall-in ist somit 196

Aminoséuren lang.

Die beiden a-Kristalline, aA und aB, sind zu 55% sequenzhomolog. Aullerdem
besteht eine starke Interspezies-Homologie unter den Vertebraten (> 95%). Die a-
Kristalline sind phylogenetisch mit den kleinen Hitzeschockproteinen (small heat-
shock proteins, sHsps) verwand. Beide Proteinfamilien werden deshalb auch in
der a-Kristallin-sHsp-Superfamilie zusammengefaf3t, denen die sogenannte o-
Kristallin-Domine gemeinsam ist. Sie umfaflt die 80 Aminoséduren des C-Ter-
minus der o-Kristalline. Neben der Rolle als Strukturprotein der Augenlinse {ibt a-
Kristallin eine wichtige chaperonidhnliche Funktion aus. In der Augenlinse bilden
aA- und oB-Kristallin heterogene Aggregate von 300-1000 kDa. Diese a-
Kristallin-Aggregate werden von 15-50 Untereinheiten gebildet. Die einzelne a-
Kristallin-Polypeptidkette hat ein Molekulargewicht von ca. 20 kDa. Monomeres
a-Kristallin oder Oligomere niederen Molekulargewichts sind aber nicht bekannt
[41]. a-Kristalline kommen auch auBerhalb der Augenlinse vor. Als Strukturprote-
in spielen sie in diesen Geweben aber keine Rolle. Vermutlich dominiert hier die

chaperondhnliche Funktion.

Kristalline der B- und der y-Familie werden wegen ihrer groen Homologie zur
B/y-Kristallin-Superfamilie zusammengefalit. Gemeinsames Strukturmerkmal

dieser Proteinfamilie ist der sogenannte Griechische Schliissel. Sowohl B- als auch
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y-Kristalline bilden jeweils vier Griechische Schliissel, die wiederum jeweils aus
vier antiparallelen B-Faltbléttern bestehen. Die Griechischen Schliissel sind dabei
paarweise in zwei Dominen des Proteins angeordnet. Diese Struktur ermoglicht
eine besonders dichte Packung der Proteine. Die B/y-Kristalline gelten als die ei-
gentlichen Strukturproteine der Augenlinse, hingegen dem o-Kristallin vor allem

eine Chaperonfunktion zugesprochen wird.

Bei den y-Kristallinen dominiert intramolekulare Doméanenpaarung. Sie kommen
ausschlieBlich als Monomere mit einem Molekulargewicht von rund 20 kDa vor.
Im Gegensatz dazu interagieren die Doménen der B-Kristalline intermolekular und
bilden Multimere (Dimere bis Oktamere), wobei sowohl Homomere als auch He-

teromere der sieben Subklassen (Tab. 2) moglich sind [42].

1.7 Identifizierung von Phosphoaminosauren

Erst die Identifizierung posttranslationaler Modifikationen macht die Charakteri-
sierung eines Proteins vollstindig, da mit der entsprechende Modifikation oft ent-
scheidende Struktur-, und Funktionsédnderungen einhergehen. Die Modifikationen
der Proteine, wie auch die Phosphorylierung, erfolgen nach der Translation, lassen
sich folglich nicht aus der Sequenz der DNA ableiten. Die Aufkldrung der Prote-
inphosphorylierung kann deshalb nur auf Ebene der Proteine selbst erfolgen. Ne-
ben der Bestimmung der Art der phosphorylierten Aminoséure im Protein ist die
Bestimmung der Position in der Aminosduresequenz von grundlegendem Inte-

Iresse.

Die weitverbreiteten analytischen Methoden zur Identifikation von Phosphorylie-
rungen, wie die radioaktive Markierung von Phosphoproteinen mit **P und die
sich daran anschlieBende chromatographische oder elektrophoretische Identifizie-
rung [43] der markierten Proteine, haben ebenso wie der immunologische Nach-
weis mittels spezifischer Antikorper [44] den Nachteil, dal nur die Phosphopro-
teine als solche identifiziert werden, aber keine Aussagen iiber die Phosphorylie-
rungsstellen gemacht werden konnen. Die Phosphorylierung der Aminoséuresei-
tenketten kann auch durch *'P-NMR [45] bestimmt werden, doch wird fiir dieses

Verfahren eine relativ viel gro8ere Probenmenge bendtigt und die Aminosédurese-
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quenz muf} bekannt sein, um die Position der Phosphorylierung ermitteln zu kon-

nen.

Eine chemische Besonderheit der O-Phosphate ist ihre Stabilitit gegeniiber Siu-
ren. Da die Phosphoesterbindung unter sauren Bedingungen stabiler ist als die
Peptidbindung des Peptidriickgrates konnen Proteine durch partielle saure Hydro-
lyse in ihre Aminosdurebestandteile zerlegt werden, ohne dal dabei die Amino-
sduren degradiert werden. Die so freigesetzten Phosphoaminosiuren kénnen dann
nach einer Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-Derivatisierung mittels Anionen-
austausch-HPLC mit isokratischer Elution voneinander getrennt werden [46]. Ei-
ne weitere Methode zur Identifizierung von O-Phosphaten ist die Derivatisierung
mit Dabsylchlorid und anschliefender Trennung durch Kapillarelektrophorese
[47]. Beiden Verfahren gemein ist die Derivatisierung der Aminoséduren vor ihrer
Auftrennung. Eine alternative Trenntechnik, die ohne vorhergehende Derivatisie-
rung auskommt, ist die zweidimensionale Trennung der Phosphoaminoséduren auf
einem Diinnschichttrigersystem mittels Chromatographie oder Elektrophorese
[48]. Die Detektion erfolgt durch Ninhydrin-Farbung oder im Falle von *?P-
markierten Phosphoaminoséuren durch autoradiographische Verfahren.

Eine sehr sensitive Methode zur Identifizierung von Phosphoaminosduren in Pro-
teinen ist der Nachweis mittels spezifischer Antikorper nach elektrophoretischer
Trennung der Proteine und anschlieBendem Western Blot. Der Vorteil dieses Ver-
fahrens besteht darin, daB3 das Protein zur Detektion der Phosphoaminosduren we-
der hydrolysiert werden muf3, noch die Phosphoaminosiuren derivatisiert werden
miissen. Die Entwicklung spezifischer Antikorper gegen Phosphoserin, Phospho-
threonin und Phosphotyrosin wurden schon von verschiedenen Autoren beschrie-
ben. Monoklonale Antikorper gegen Phosphotyrosin kdnnen ausreichend spezi-
fisch sein, um eine einzelne phosphorylierte Tyrosinseitenkette unabhidngig von
ihrer Sequenzumgebung zu erkennen. Im Gegensatz dazu konnten bisher keine
Antikorper gegen Phosphoserin oder Phosphothreonin generiert werden, die die
jeweilige phosphorylierte Seitenkette unabhdngig von ihrer Sequenzumgebung
erkennen, da die phosphorylierte Seitenkette von Serin und Threonin zu klein ist
(im Gegensatz zur Phosphotyrosinseitenkette). Damit einher geht auch stets eine
gewisse Kreuzreaktivitdt der Antikorper gegen die jeweils andere Phosphoamino-

sdure (Antikdrper gegen Phosphoserin erkennen auch Phosphothreonin und um-



16 EINLEITUNG

gekehrt). Die Antikdrper gegen Phosphoserin oder Phosphothreonin sind i.A.
dennoch in der Lage, spezisch Phosphoproteine von dem entsprechenden
unphosporylierten Protein zu unterscheiden [49]. Bisher wurden weder polyklona-
le noch monoklonale Antikorper gegen phosphoryliertes Hydroxylysin oder Hy-

droxyprolin beschrieben.

Die bis hierhin geschilderten Techniken kdnnen nur ein erster Schritt zur Identifi-
zierung einer Phosphorylierungsstelle sein, da mit ihnen nur die Phosphorylierung
als solche, nicht aber die Position der Phosphorylierungsstelle charakterisiert wer-
den kann. Hierfiir ist die Identifizierung der Aminosduresequenz, sprich die Pri-
mérstruktur des Phosphoproteins, und damit die genaue Lokalisation der phospho-

rylierten Aminosdure unerlaBlich.

Vor der Etablierung massenspektrometrischer Verfahren fiir die Analyse grof3er
Biomolekiile wie Proteine, war die Edman-Sequenzierung die einzig mogliche
Methode zur Lokalisierung phosphorylierter Aminosduren. Bei der Edman-
Sequenzierung ist es moglich, nach Derivatisierung der Phosphoaminosduren,
zwischen Phosphoserin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin zu unterscheiden
und so die Position der Phosphorylierung zu bestimmen [47]. Doch ist diese Me-
thode weitaus weniger empfindlich als die normale Edman-Sequenzierung. Auch
fehlen bisher géinzlich kompatible Verfahren zur Derivatisierung von Phospho-
hydroxylysin und Phosphohydroxyprolin. Ein wesentlich sensitiveres Verfahren,
bei dem eine Fluorophor-Markierung der Phosphoaminosédure zum Einsatz

kommt, ist nur zum Nachweis von Phosphoserin geeignet [50].

Da alle posttranslationalen Modifikationen eine Anderung des Molekulargewichts
zur Folge haben, bieten sich massenspekrometrische Methoden zur ihrer Identifi-
zierung und Charakterisierung an [51]. Massenspekrometrische Methoden, beson-
ders MALDI-MS und ESI-MS, wurden schon vielfach zur Strukturaufklarung von
Phosphopeptiden verwendet. Mit ihrer Hilfe konnen Phosphoproteine sequenziert
und die genaue Lokalisation der Phosphorylierungsstelle identifiziert werden.
MALDI-MS und besonders ESI-MS werden in Kapitel 2.8 zum besseren Ver-

standnis detailiert erklart.
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1.8 Ziel der Arbeit

Posttranslationale Modifikationen sind oftmals von entscheidender Bedeutung fiir
die Struktur und Funktion von Proteinen. Anders als die Aminosduresequenz der
Proteine lassen sich die posttranslationalen Modifikationen aber nicht aus der ge-
netischen Sequenz ableiten. Die Identifizierung der posttranslationalen Modifika-
tion ist deshalb nur am Protein selbst moglich. Eine haufige Variante der post-
translationalen Modifikation ist die O-Phosphorylierung von Proteinen an den
Seitenketten bestimmter Aminosduren. Konservativen Schiatzungen zufolge wer-
den mehr als ein Drittel aller Proteine reversibel phosphoryliert. Die Identifizie-
rung von Phosphoaminosduren in Proteinen ist daher von groBer Bedeutung fiir

die Proteinanalytik.

Neben der O-Phosphorylierung der im Genom codierten Hydroxyaminosduren
Serin, Threonin und Tyrosin sind O-Phosphorylierungen an zwei weiteren Hydro-
xyaminosduren moglich, die selbst erst durch eine posttranslationale Modifikati-
on, durch Hydroxylierung, entstehen: Hydroxylysin und Hydroxyprolin. Phospho-
serin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin wurden vielfach in Proteinen identifi-
ziert und dariiber hinaus auch ihre Position in der Aminosduresequenz beschrie-
ben [51-53]. Die Moglichkeit der Phosphorylierung von Hydroxylysin und
Hydroxyprolin ist hingegen weitgehend unbekannt und kaum untersucht. So fin-
det sich fiir das Vorkommen von Phosphohydroxylysin und Phosphohydroxypro-
lin in nativen Proteinen bisher jeweils nur ein erster Hinweis in der Literatur [14,

30]. Die Identifizierung einer Sequenzposition steht nach wie vor aus.

Trotz der in der Literatur vorkommenden Hinweise auf Phosphohydroxylysin und
Phosphohydroxyprolin gibt es bis heute keine grundlegenden Arbeiten iiber die
strukturelle und funktionelle Bedeutung dieser posttranslationalen Modifikationen
in Hydroxylysin- und Hydroxyprolin-haltigen Proteinen. Ubergeordnetes Ziel
mul} daher die Identifizierung und genaue Lokalisierung entsprechender Sequenz-
positionen sein. Erst die vergleichende Untersuchung mehrerer solcher Sequenz-
positionen erlaubt Riickschliisse auf die strukturellen und funktionellen Aspekte

dieser posttranslationalen Modifikationen.
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Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Identifizierung und Charakterisierung
von Phosphohydroxyprolin in der Sequenz eines nativen Proteins. Da bisher kei-
ne, bzw. kaum Kenntnisse tiber Phosphohydroxyprolin als proteinogener Amino-
sdure vorlagen, sollten zunichst die methodisch-analytischen Grundlagen geschaf-

fen werden.

Dazu sollte zunichst die Synthese Phosphohydroxyprolin-haltiger Peptide etab-
liert werden, um diese synthetischen Peptide als Referenzstandard fiir die Analyse
nativen Materials verwenden zu konnen. Danach sollten dann mit globalen Me-
thoden wie der Phosphoaminosdureanalyse und dem Nachweis von Phospho-
hydroxyprolin mittels spezifischer Antikdrper Proteine identifiziert werden, die
das doppelt modifizierte Derivat des Prolins enthalten, um im darauffolgenden
Schritt mittels massenspektrometrischer Methoden die genaue Sequenzposition

des Phos-phohydroxyprolins zu identifizieren.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Chemikalien und Kollagene

Die verwendeten Chemikalien wurden von Bachem, Merck und Sigma-Aldrich
bezogen und entsprachen dem hochsten Reinheitsgrad. Die Fmoc-Aminosiure-
derivate und Polymerharze wurden bei Nova Biochem, die Reagenzien und Lo-
sungsmittel flir die Peptidsynthese bei Applied Biosystems und die Losungsmittel
fiir die RP-HPLC bei Biosolve erworben.

Kollagene des Typs I, II, III, V, VI, VII, VIII wurden von Sigma-Aldrich bezo-
gen. Die Klassizifierung der Kollagene richtet sich nach der Nomenklatur von
Bornstein und Traub [54].

2.2 Radioaktive Markierung

2.2.1 Zellkultur

Fiir die in vitro-Kultivierung einer Zellinie glatter Muskelzellen aus der Aorta
wurden Zellen embryonaler Ratten (A-10-Zellen, DSMZ) verwendet. Das Kul-
turmedium war ein basal, minimal essentielles Medium, supplementiert mit 10%
fetalem Kélberserum und L-Ascorbinsdure (50 pg/ml). Die Zellen wurden in Kul-
turflaschen mit 80 cm® Kulturfliche bei 37°C und 5% CO,-Atmosphire gehalten,

bis zu einer Zelldichte, kurz vor Erreichen eines konfluenten Monolayers.

2.2.2 [*’P]-Orthophosphat-Einbau

Die fast konfluenten Zellen wurden mit phosphatfreiem Krebs-Ringer-Bicarbonat-
Puffer (pH 7,4) mit 20 mM Hepes gewaschen und dann in dem gleichen Puffer,
supplementiert mit L-Ascorbinsdure (100 pug/ml), wieder in Kultur genommen.
Dieser Puffer enhielt pro Kulturflasche 0,6 mCi [**P]-Orthophosphat (Hartmann
Analytic) in 5,5 nMol Orthophosphat. Die Inkubation erfolgte fiir 6 Stunden bei
37°C und 5% CO,-Atmosphire.
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2.3 Phosphoaminosaureanalyse
2.3.1 Saure Hydrolyse

Fir die Aminosdureanalyse mittels 2D-Diinnschichtelektrophorese wurden die
Proteine einer partiellen sauren Hydrolyse unterworfen. Die Hydrolyse erfolgte in
6 M HCL bei 110°C fiir 2 Stunden. Nach der Hydrolyse wurden die Proben in
einer Speedvac getrocknet. Die Proben wurden in H,O resuspendiert und auf eine
Sephadex G-50-Saule (Amersham Biosciences) aufgetragen. Die Elution erfolgte

mit H,O. Die Fraktionen wurden in einer Speedvac getrocknet.

2.3.2 Zweidimensionale Diinnschichtelektrophorese (2D-DE)

Auftrennung und Detektion der Aminosduren nach saurer Hydrolyse erfolgte
durch 2D-DE auf Diinnschichtcellulose-Platten (0,1 mm Cellulose MN 300, 20 x
20 cm, Macherey-Nagel). Dazu wurde das radioaktive Hydrolysat in H,O re-
suspendiert. Die Losung enthielt auBerdem je 0,5 pg/ul Phosphohydroxylysin,
Phosphoserin, Phosphothreonin, Phosphohydroxyprolin und Phosphotyrosin als
Referenzmarker. Dieses Gemisch wurde in 10 Aliquots (je 1 pl) auf die DC-Platte
aufgetragen. Die horizontale Elektrophorese wurde in zwei Dimensionen in einer
Multiphor II-Apparatur (Amersham Biosciences) bei konstanten 4°C durchge-
fiihrt. Die elektrophoretische Trennung erfolgte in der ersten Dimension fiir 20
Minuten bei 1500 V in Elektrophoresepuffer 1 (pH 1,9; 0,58 M Ameisenséure,
1,36 M Essigsdure) und nach Drehen der DC-Platte um 90° in der zweiten Dimen-
sion fiir 16 Minuten bei 1300 V in Elektrophoresepuffer 2 (pH 3,5; 0,87 M Essig-
sdure, 0,5% Pyridin (v/v), 0,5 mM EDTA). Nach der Elektrophorese wurden die
Aminosduren durch Bespriithen der DC-Platte mit 0,25% Ninhydrin in Aceton und
anschlieBender Erhitzung auf 80°C visualisiert. Radioaktiv markierte Aminoséu-
ren wurden durch **P-Phospho-Imaging detektiert. **P ist ein S-Strahler mit hoher
Strahlungsenergie (Enax=1,71 MeV) und 148t sich deshalb mit hoher Sensitivitét

autoradiographisch nachweisen.
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2.4 Synthesen
2.4.1 Synthese von Phosphohydroxyprolin und Phosphohydroxylysin

Fiir die vergleichende 2D-DE der Phosphoaminosduren wurden alle in Frage
kommenden Aminosduren und deren Phosphoderivate bendtigt. Die Phosphoderi-
vate der Aminosduren Hydroxyprolin und Hydroxylysin waren kommerziell nicht
erhéltlich und wurden deshalb nach dem Protokoll von Eckhard et al. [55] synthe-
tisiert. Zur Synthese von O-Phosphohydroxyprolin wurden 10 mMol Phosphor-
oxychlorid tropfenweise zu einer Losung von 5 mMol Hydroxyprolin in 25 mMol
Trimethylphosphat gegeben (bei der Synthese von O-Phosphohydroxylysin wurde
aquimolar verfahren). Das Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht bei Raumtempe-
ratur geriihrt und die entstandene viskose Fliissigkeit mit H,O verdiinnt. Diese
stark saure Losung wurde auf eine Dowex 50X8 (H'-Form) Kationenaustauscher-
Sdule (20 x 50 mm) aufgebracht und die Sdule mit H,O gewaschen. Die Elution
erfolgte mit 1 M Ammoniumhydroxid. Das Eluat wurde im Rotationsverdampfer
getrocknet und anschlieend in H,O resuspendiert. Diese Losung wurde auf pH 7
eingestellt und auf eine Dowex 1X8 (ClI'-Form) Anionenaustauscher-Saule (20 x
50 mm) aufgebracht und die Sdule mit H,O gewaschen. Die Elution erfolgte
diesmal mit 1 M Essigsdure. Das Eluat wurde wiederum im Rotationsverdampfer
getrocknet und danach in H,O resuspendiert. AbschlieBend wurde das Synthese-

produkt massenspektrometrisch charakterisiert.

2.4.2 Synthese von Fmoc-Hydroxyprolin

Von den zur Festphasenpeptidsynthese benétigten 9-Fluorenylmethoxycarbonyl
(Fmoc)-Derivaten der Hydroxyprolinisomeren war nur Fmoc-trans-4-Hydroxy-
prolin kommerziell verfiigbar und wurde von Nova Biochem bezogen. Die Fmoc-
Derivate von trans-3-Hydroxyprolin und cis-4-Hydroxyprolin waren kommerziell
nicht erhédltlich und wurden deshalb gemiB3 dem Protokoll von Paquet [56]
synthetisiert (Abb. 2.1).

Je 8,9 mMol (1 g) des L-Hydroxyprolinisomers wurden in 20 ml einer wéssrigen

10% (w/v) Na,COs-Losung gelost, auf 0°C gekiihlt und tropfenweise einer eiskal-
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ten Losung von 8,9 mMol (3 g) 9-Fluorenylmethoxycarbonylsuccinimid (Fmoc-
OSu) in 20 ml DMF zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde iiber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt, mit 250 ml H,O verdiinnt und zweimal mit Ethylether
extrahiert (zur besseren Phasentrennung wurde NaCl zugesetzt). Die organischen
Phasen wurden verworfen. Die vereinten wéssrigen Phasen wurden auf 0°C ge-
kiihlt und mit konz. HCL auf pH 2 angeséduert. Dann wurde viermal mit je 25 ml
Ethylacetat extrahiert und die wissrige Phase verworfen. Die vereinten organi-
schen Phasen wurden mit 1 N HCL (2x) und H,O (2x) gewaschen und im Rotati-
onsverdampfer auf rund 50 ml eingeengt. Nach Zugabe von 50 ml Hexan wurde
das Produkt bei —20°C iiber Nacht auskristallisiert. Die Kontrolle der Reaktion
erfolgte mittels Diinnschichtchromatographie (Laufmittel: DCM/MeOH/AcOH
(90:5:5)) mit Fmoc-trans-4-Hydroxyprolin als Referenz. Dariiber hinaus wurden

die Syntheseprodukte massenspektrometrisch charakterisiert.

OH
ST U S g
O o+ L —— o b
0—< HN o—< OH
O O OH O O
o]
Fmoc-OSu (1), (2) Fmoc-Hydroxyprolin
(1) (2) OH
L OH
HN HN
OH OH
o] 0]
trans-3-Hydroxyprolin cis-4-Hydroxyprolin

Abb. 2.1: Schema der Fmoc-Hydroxyprolin-Synthese
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2.4.3 Peptidsynthese

Bei der chemischen Synthese von Peptiden werden Aminosduren durch die Bil-
dung von Sdureamiden durch Kondensationsreaktion sukzessiv miteinander ver-
kniipft. Da jede Aminosdure sowohl eine NH,-Gruppe wie auch eine COOH-
Gruppe besitzt, miissen fiir einen gerichteten Ablauf der Kondensationsreaktion
sowohl die N-terminale Aminogruppe des ersten Reaktionspartners, dessen Car-
boxygruppe in Reaktion treten soll, als auch die C-terminale Carboxygruppe des
anderen Reaktionspartners, dessen Aminokomponente reagieren soll, durch rever-
sibel spaltbare Schutzgruppen blockiert werden. Um unerwiinschte Nebenreaktio-
nen zu vermeiden, miissen darliber hinaus die reaktiven Seitenketten der soge-
nannten trifunktionellen Aminosauren (Lys, Arg, His, Glu, Asp, Ser, Thr, Tyr,
Cys) in reversibler Form geschiitzt werden. Andererseits muf} filir eine effiziente
Amidbildung die reaktionstrige, freie Carboxygruppe des einen Reaktionspartners

in ein reaktionsfahiges, aktiviertes Derivat umgewandelt werden.

Bei der von Merrifield 1963 eingefiihrten Methode der Festphasenpeptidsynthese
[57] wird das Peptid an einem polymeren Triger sequentiell vom C- zum N-
Terminus aufgebaut (Abb. 2.2). Im ersten Schritt wird die C-terminale Aminosau-
re des zu synthetisierenden Peptides mit ihrer Carboxygruppe iiber eine Anker-
gruppierung (Linker) mit dem polymeren Triger (Harz) verbunden. Der Linker
ermOglicht die Abspaltung des Peptides vom Harz nach beendeter Synthese unter
spezifischen Bedingungen. Die in der Sequenz folgende, N-terminal geschiitzte
Aminosdure wird am Carboxyterminus mittels Kopplungsreagenzien aktiviert
(z.B. als Ester) und dann an das freie Aminoende der Peptidkette gekoppelt. Nach
der Abspaltung der Aminoschutzgruppe folgt die Kopplung der nichsten N-
terminal geschiitzten Aminosdure. Dieser Zyklus von Kopplung und Abspaltung
wird solange wiederholt, bis das Peptid die gewiinschte Lénge erreicht hat. Nach-
dem sdmtliche Kopplungen durchgefiihrt wurden, wird das Peptid vom Harz ab-
gespalten, d.h. die kovalente Bindung zwischen C-terminaler Aminosiure und der
Ankergruppe des polymeren Tragers wird getrennt, wobei je nach Linker das Pep-
tid als Sdure oder als Amid entsteht. Dabei werden in gewiinschter Nebenreaktion

die Seitenkettenschutzgruppen direkt mit abgespalten.
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Bei der Wahl der Schutzgruppen ist es entscheidend, da3 im Laufe der Synthese-
die N-terminale Schutzgruppe in jedem Zyklus wieder entfernt werden muf3, ohne
dafl es zur vorzeitigen Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen kommt. Es ist
also eine anders geartete Labilitit von Seitenketten- und terminalen Schutzgrup-
pen erforderlich. Dabei miissen alle am Ende der Synthese noch vorhandenen
Schutzgruppen so labil sein, daf} sie abgespalten werden konnen, ohne daf3 das
Peptid dadurch beschéddigt wird. Dieses Problem wird heute meistens mit der

Fmoc- oder mit der Boc-Strategie geldst.

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Fmoc-Strategie schiitzt die o-
Aminogruppe mit dem basenlabilen Fluorenylmethoxycarbonyl-Rest (Fmoc). Die
Fmoc-Schutzgruppe ist iiber eine Urethanbindung mit der a-Aminogruppe ver-
kniipft, die durch Piperidin unter f-Eliminierung gespalten wird. Die Basenlabili-
tit der Fmoc-Gruppe beruht auf der Aciditit des H-Atoms am Co-Atom des Fluo-
rensystems, d.h. auf der relativen Stirke des dabei entstehenden Anions. Zum Sei-
tenkettenschutz werden hingegen siurelabile Gruppen eingesetzt, ebenso wie flir

die Ankergruppierung zum Polymerharz.

Nach der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe am N-Terminus der Peptidkette
muf} der Carboxykohlenstoff der zu koppelnden Aminoséure durch elektronenzie-
hende Gruppen aktiviert werden, um den nucleophilen Angriff der elektronenrei-
chen Aminogruppe zu ermdglichen. Zur Bildung einer Peptidbindung wird fiir
gewdhnlich die zu koppelnde Aminosiure im 10fachen UberschuB3 zugegeben und
mit den Aktivierungsreagenzien 2-(H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluro-
nium-hexafluorophosphat (HBTU)/1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) aktiviert.
HBTU ist ein Kopplungsreagenz mit hoher Reaktivitit. Die Bildung der aktiven
Aminosédure verlduft basenkatalysiert mit N,N-Diisopropylethylamin (DIEA). Es
entsteht dabei zunéchst ein O-acetyliertes Isoharnstoffderivat. Gleichzeitig wird
ein HOBt-Anion freigesetzt. Das Zwischenprodukt kann nun direkt mit der freien
Aminokomponente eine Peptidbindung eingehen oder mit dem freigesetzten
HOBt einen Aktivester bilden. Neben dem Peptid tritt als Produkt N,N’-
Tetramethylharnstoff auf. Durch den Basenzusatz erhoht sich die Nucleophilie der

Aminokomponente. Das HOBt verringert dabei die Tendenz zur Racemisierung.
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Die Entfernung der Seitenkettenschutzgruppen sowie die Abspaltung vom Harz
nach der Synthese erfolgt in einem Schritt durch konzentrierte Trifluoressigséure
(TFA) unter Zusatz von 5-20% Scavenger. Hierbei handelt es sich um Kationen-
und Radikalfanger, die unerwiinschte Nebenreaktionen unterdriicken: elektronen-
reiche Aromaten (Thioanisol, m-Kresol) und Thiole (Ethandithiol) zum Abfangen
der Abspaltprodukte.

Nach erfolgter Synthese wurden die Peptide mit TFA vom Polymerharz abgespal-
ten, in Diethylether gefillt, der Diethylether verdunstet und die Peptide in HO/
0,1% TFA resuspendiert. Vor der weiteren Verwendung wurden alle syntheti-
schen Peptide mittels RP-HPLC {iber eine semiprdparative C;s-Séule gereinigt

und im Anschluf3 daran massenspektrometrisch charakterisiert.

Die Peptide wurden mit einem Peptidsynthesizer 433A (PE Applied Biosystems)
im 0,1 Mol-MaBstab mittels der oben beschriebenen Fmoc-Strategie synthetisiert.
Zur Synthese der Peptide, in deren Sequenz wihrend der Synthese ein Hydro-
xyprolin mit ungeschiitzter Seitenkette (zur spateren Phosphorylierung) eingebaut
wurde, kamen wegen der hierbei erforderlichen geringeren Reaktivitit die Akti-
vierungsreagenzien N,N’-Diisopropylcarbodiimid (DIC)/1-Hydroxybenzotriazol
(HOBt) zum Einsatz.

2.4.4 Peptidphosphorylierung

Es gibt grundsétzlich zwei Mdglichkeiten zur Synthese von Phosphopeptiden. Der
erste Ansatz verwendet phosphorylierte Fmoc-Aminosduren, die wihrend der
Peptidsynthese wie gewdhnliche Fmoc-Aminosduren gekoppelt werden. Beim
zweiten Ansatz, der globalen Phosphorylierung, erfolgt die Phosphorylierung
postsynthetisch an den ungeschiitzten Hydroxylgruppen der Aminosdureseitenket-
te (Abb. 2.3). Das Peptid bleibt dabei bis zum Abschlufl der Phosphorylierung an
das Polymerharz gekoppelt. Vorteil der globalen Phosphorylierung gegeniiber
dem direkten Einbau der phosphorylierten Aminosiuren ist die Moglichkeit, in
einem Syntheseansatz das unphosphorylierte Peptid zu synthetisieren und einen

Teil dieses Peptides nach Bedarf zu phosphorylieren.
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Bei der globalen Phosphorylierung erfolgt die Phosphorylierung in einer zweistu-
figen Reaktion, bei der die ungeschiitzten Hydroxylgruppen der zu phosphorylie-
renden Aminosdureseitenkette zundchst mit Dibenzyl-N, N-diisopropylphosphor-
amidit/Tetrazol phosphityliert und das intermedidre Phosphit nachfolgend mit
tert.-Butylhydroperoxid oxidiert wird. Nach der Phosphorylierung werden die
Peptide mit TFA vom Harz abgespalten. In dem sauren Millieu werden dabei e-

benfalls die beiden Benzylschutzgruppen am Phosphatrest abgespalten.

Zur Phosphitylierung wurde das Peptidharz mit dem 25fachen molaren Uberschuf3
Dibenzyl-N, N-diisopropylphosphoramidit und dem 50fachen molaren Uberschuf3
Tetrazol iiber Nacht geschiittelt und anschlieBend griindlich mit Acetonitril und
Methanol gewaschen. Zur Oxidierung wurde das Peptidharz mit dem 50fachen
molaren UberschuB tert.-Butylhydroperoxid eine Stunde geschiittelt und anschlie-
end griindlich mit Dimethylformamid (DMF) und Dichlormethan (DCM) gewa-

schen.

TFA-Abspaltung, Diethylether-Fillung und RP-HPLC-Reinigung der phospory-
lierten Peptide erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie bei den unphospory-
lierten Peptiden. Die Phosphopeptide wurden zwecks Uberpriifung der Phospho-

rylierung ebenfalls massenspektrometrisch charakterisiert.
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2.5 Proteinaufbereitung
2.5.1 Proteinpraparation

Die Proteine wurden aus dem Gewebe adulter Wistar-Ratten (Zentrale Tierver-
suchsanlage der Heinrich-Heine-Universitdt, Diisseldorf) prépariert. Dazu wurden
den Tieren unmittelbar nach ihrer Tétung Augen, Herz und Aorta entnommen.
Die Totung der Tiere erfolgte gemil der geltenden Tierschutzgesetze. Die weitere
Priparation erfolgte auf Eis, bzw. bei 4°C, unter besonderer Beriicksichtigung des
Erhaltes posttranslationaler Phosphorylierungen der zu isolierenden Proteine. Au-
gen, Herz und Aorta wurden getrennt aufgearbeitet. Nach griindlichem Waschen
mit eiskaltem TBS-Puffer wurde das Gewebe in fliissigem Stickstoff schockge-
frostet und in einem Morser mit einem Pistill zu einem feinen Pulver zerrieben.
Nach Resuspension des pulverisierten Gewebes in kaltem Homogenisierungs-
Puffer erfolgte die Homogenisierung mittels Douncer-Homogenisator. Der Ho-
mogenisierungs-Puffer bestand aus: 50 mM Tris-HCL, pH 7,4; 150 mM NaCl;1%
Nonidet P-40; 0,25% Natriumdeoxycholat; 1 mM Natriumorthovanadat; 1 mM
EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure); | mM Benzamidin; 10 uM PMSF (Phe-
nylmethylsulfonylfluorid); 1 mM DTT (Dithiothreitol).

Das Homogenisat wurde zur Entfernung der unloslichen Zelltrimmer fiir 30 Mi-
nuten mit 28.000 g zentrifugiert. Die Idslichen Proteine des Uberstands wurden
durch eine saure Aceton-Fillung isoliert. Dazu wurde der Uberstand mit TCA und
Aceton gemischt (1:1:9). Nach einer Stunde bei —20°C wurden die ausgefillten
Proteine mit 10.000 g abzentrifugiert und das Pellet dreimal mit eiskaltem 80%
Aceton gewaschen. Die Trocknung des Proteinpellets erfolgte an der Luft, die
Lagerung der Proteine bei —80°C. Zur weiteren Isolierung wurden die Proteine
mittels SDS-PAGE getrennt.
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2.5.2 Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde die Methode
der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli [58]
angewandt. Dabei dienen Chloridionen im Puffersystem als Leitionen und Glyci-
nionen als Folgeionen. Ein Sammelgel (Tris-Cl-Puffer pH 6,8; 4% Acrylamid)
tiberschichtet ein Trenngel (Tris-Cl-Puffer pH 8,8; 8-18% Acrylamid). Der E-
lektrophoresepuffer (pH 8,3) enthélt Tris-Glycin. Alle Puffer enthalten 0,1% SDS.
Polymerisiert wird durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS)/Tetramethyl-
ethylendiamin (TEMED). Bei der Elektrophorese von Proteinen in Polyacryla-
mid-Gelen unter den durch SDS hervorgerufenen, denaturierenden Bedingungen
[59, 60] ergibt sich ein lineares Verhiltnis zwischen dem Logarithmus des Mole-
kulargewichts und der relativen Mobilitdt der Proteine. Diese Linearitit ist aber
fiir eine gegebene Gelkonzentration limitiert. Die kombinierte Anwendung von
SDS und Gelgradienten [61, 62] bietet den Vorteil der Genauigkeit der Moleku-
largewichtsabschdtzung und Reproduzierbarkeit iiber einen breiteren Bereich
(Molekulargewichte zwischen 13 kDa und 1000 kDa bei 3-30%igen Gelen).

Es wurden 1 mm starke Trenngele als 8-18%ige Gradientengele gegossen. Nach
der Polymerisation wurde das Trenngel mit einem 4%igen Sammelgel iiberschich-
tet. Die Elektrophorese erfolgte in einer Hoefer SE 600 Elekrophoreseapparatur
(16x16x0,1cm) bei Spannungen zwischen 60 und 120 Volt, bis die gewiinschte
Trennstrecke erreicht war. Als Marker diente der Low-Range-Molekular-
gewichtsstandard von Bio-Rad (SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low-
Range, Bio-Rad, Hercules CA). Zur Visualisierung der Proteinbanden wurden die
Gele mit Coomassie-Blau nach dem Protokoll von Kang [63] quantitativ geférbt.
Diese reversible Coomassie-Farbung zeichnet sich durch ihre hohe Sensitivitét
(vergleichbar mit Silberfarbung) und gute Kompatibilitit zur massenspektrometri-

schen Analyse der Proteine aus.

2.5.3 Western Blot

Beim Western Blot wurden die Proteine aus einem SDS-Gel elektrophoretisch auf

eine PVDF-Membran mit 0,45 pm Porendurchmesser (Immobilon-P, Millipore)
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iibertragen. Die Proteinilibertragung erfolgte nach der semi-dry-Methode nach
Khyse-Anderson [64] in einer Blotkammer von Nova Blot (Amersham Pharma-
cia). Die Proteine auf der PVDF-Membran wurden mit Ponceau-Rot reversibel

visualisiert, bzw. erfolgte durch immunologischen Nachweis.

2.5.4 Dot Blot

Der Dot Blot bietet die Moglichkeit, auch Peptide auf einer Membran zu immobi-
lisieren. Hierfiir wurde Nitrocellulosemembran mit einem Porendurchmesser von
0,2 um (Trans-Blot, Bio-Rad) verwendet. Die Protein- oder Peptidlosung (maxi-
mal 2 pl/Auftrag) wurde mit einer 2 pl-Pipette aufgetragen. Bei Probenvolumina
von mehr als 2pul wurde mehrfach mit zwischenzeitlichen Trockenphasen pipet-

tiert. Die Detektion erfolgte durch immunologischen Nachweis.

2.5.5 Enzymatische Proteinspaltung

Um sequenzierbare Peptide fiir die massenspekrometrische Analyse zu erhalten,
wurden die denaturierten Proteine mit Trypsin (Sequencing Grade Modified
Trypsin, Promega) gespalten. Die Endoprotease Trypsin spaltet Proteine an der
carboxyterminalen Seite von Lysin- und Arginin. Arginin-Prolin- bzw. Lysin-
Prolin-Bindungen sind trypsinresistent. Auch greift Trypsin Peptidbindungen zwi-
schen einer basischen Aminoséure (Lysin, Arginin) und einer sauren Aminosiure
(Glutamat, Aspartat) nur langsam an. Nach Trennung der Proteine mittels SDS-
PAGE wurden die Proteinbanden aus dem Gel ausgeschnitten und die Proteine
mit 5% Trypsin (bezogen auf die Proteinmasse) in einem 25 mM Ammonium-
Hydrogencarbonat Puffer (pH 8,0) bei 37°C iiber Nacht gespalten.

2.5.6 Enzymatische Dephosphorylierung

Zur unspezifischen Proteindephosphorylierung wurde Alkalische Phosphatase

(AP) von Sigma-Aldrich verwendet. Die Dephosphorylierungsreaktion von 1 mg
Protein erfolgte mit 10 Units AP in 1 ml 50 mM Tris-HCL-Puffer (pH 9,8) mit
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1 mM MgCl, fiir 2 Stunden bei 37°C. Zum Stoppen der Reaktion wurde fiir 5 Mi-
nuten auf 95°C erhitzt, um das Enzym zu zerstéren. Die Serin/Threonin-spezi-
fische Proteindephosphorylierung wurde mit der Proteinphosphatase 2B Calcineu-
rin von Sigma-Aldrich durchgefiihrt. Je 1 mg Protein wurde mit 50 Units Calci-
neurin in 1 ml 50 mM Tris-HCL-Puffer (pH 7,4) mit 10 mM CacCl, fiir 2 Stunden
bei 37°C inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurde die Probe anschlieBend fiir

5 Minuten auf 95°C erhitzt, um das Enzym zu inaktivieren.

2.6 Phosphohydroxyprolin-spezifische Antikorper
2.6.1 Herstellung von polyklonalen Antikérpern

Peptide mit einem Molekulargewicht unter 5 kd sind selten immunogen. Um die
Bildung von Antikorpern auszuldsen, miissen die Haptene daher an einen Triger
gekoppelt werden. Die zur Herstellung von polyklonalen Antikdrpern vorgesehe-
nen Peptide wurden mit einem N-terminalen Cystein synthetisiert und an Malei-
mid-aktiviertes KLH (keyhole limpet hemocyanin) gekoppelt. KLH ist wegen
seines hohen Molekulargewichts (4,5 x 10° bis 1,3 x 10’ kDa) und seiner starken

Immunogenitit das am weitesten verbreitete Tragerprotein.

Zur Konjugation wurden jeweils 2 mg (~1 uMol) der synthetischen Peptide mit 2
mg (~0,7 uMol der Maleimid-Gruppen) Maleimid-aktiviertem KLH fiir 2 Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde zur Absittigung noch aktiver Ma-
leimid-Gruppen freies Cystein im 10fachen molaren UberschuBl zugesetzt. Nicht
konjugiertes Peptid und freies Cystein wurden anschlieend durch Dialyse ent-
fernt. Das dialysierte Konjugat wurde gefriergetrocknet und in PBS resuspendiert

(1 mg/ml).

Die Injektionen der Antigene, Haltung der Tiere, Blutentnahme und die Gewin-
nung des Immunserums wurde von SEQLAB, Goéttingen, durchgefiihrt. Vor der
Injektion wurde das Konjugat mit Freunds Adjuvans im Volumenverhiltnis 1:1
gemischt und mittels Ultraschall eine stabile Emulsion hergestellt. Freunds Adju-
vans (FA) besteht aus nichtabbaubarem Mineraldl, das als Depot fiir das Antigen

dient, und enthélt dariiber hinaus abgetotete Mycobacteriae tuberculosis, welche
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die Immunreaktion verstirken. Mehrere Injektionen (je 800 pl Antigen/Injektion)
wurden zu beiden Seiten der Riickgratlinie eines Kaninchens subkutan injiziert.
Nach ca. 3 Wochen wurde geboostet, d.h. Antigen in FA injiziert; ebenso 6 Wo-
chen und 9 Wochen nach der Erstinjektion. 12 Wochen nach der Erstinjektion
erfolgte die Blutentnahme (~25 ml) aus der Ohrvene des Kaninchens. Zur Gewin-
nung des Immunserums wurde das Blutplasma von den zelluldren Bestandteilen

des Blutes getrennt und das Serum bei —80°C gelagert.

Nur ein kleiner Teil der Serumproteine sind Antikorper. Das Immunserum wurde
deshalb sdulenchromatographisch iiber Protein-A-Sepharose aufgetrennt. Protein
A aus S. aureus bindet Antikorper reversibel {iber ihre Fc-Doméne (1 Mol Protein
A bindet 2 Mol IgG). Die Bindung der Antikorper an Protein A erfolgte bei alka-
lischem pH (pH 8-9), die Elution bei pH 2-3. Die Antikérper wurden in TBS (pH
7,4) mit 1% BSA bei —80°C gelagert.

2.6.2 Immunfarbung

Der spezifische Antigennachweis auf Blotmembranen erfolgte durch Immunfir-
bung. Nach Blockierung ungesittigter Proteinbindungsstellen auf der Membran
durch Magermilchpulver (5%) in TBSN wurde die Membran fiir zwei Stunden
mit dem gegen das Antigen gerichteten, polyklonalen Antikérper (Erstantikorper)
inkubiert. Mit dem gegen den Erstantikorper gerichteten, Peroxidase-konjugierten
Zweitantikdrper (monoclonal anti-rabbit IgG (y-chain specific), Sigma) wurde
eine Stunde inkubiert. Die Detektion der Antikorperbindung erfolgte durch Pero-
xidase-vermittelte Umsetzung von Diaminobenzidin zum farbigen Endprodukt.
Alternativ wurde zur Detektion das ECL-System (enhanced chemilumenescence)
verwendet. Bei der Peroxidase-katalysierten Oxidation von Luminol wird das bei

der Chemilumeneszenz freigesetzte Licht zur Schwirzung eines Films genutzt.

2.6.3 ELISA

Beim ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) wurden je 50 pl Antigen

(Peptidlosung variabler Konzentration) in die Vertiefung einer Mikrotiterplatte
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(Maxisorp, Nunc) pipettiert. Die Adsorption des Antigens erfolgte durch Ein-
trocknung der Losung iiber Nacht. Ungesittigte Proteinbindungsstellen wurden
mit 4% BSA in TBSN blockiert. Der gegen das Antigen gerichtete, polyklonale
Antikorper (Erstantikdrper) wurde zwei Stunden inkubiert, der gegen den Erstan-
tikorper gerichtete, Peroxidase-konjugierte Zweitantikorper (monoclonal anti-
rabbit IgG (y-chain specific), Sigma) wurde eine Stunde inkubiert. Die Detektion
der Antikorperbindung erfolgte durch Peroxidase-vermittelten Substratumsatz
(Tetramethylbenzidin) zum blauen Endprodukt. Die Reaktion wurde mit 2 M
H,SO,4 gestoppt (Farbumschlag nach gelb). Die Messung der optischen Dichte
erfolgte bei 450 nm im Photometer (Sunrise, Tecan).

2.7 Chromatographische Methoden

2.7.1 Reversed-Phase-Chromatographie (HPLC)

Zur Reinigung der synthetischen Peptiden wurde eine Beckmann-HPLC (System
Gold) mit einer semipréiparativen Sdule (Jupiter Spu C;g 300A, 250x10 mm, Phe-
nomenex) verwendet. Die Detektion erfolgte bei 230 nm. Es wurde ein Gradient
von 5-65% Acetonitril, 0,1% TFA mit einer Steigung von 1,5% pro Minute iiber
40 Minuten mit einer FluBrate von 2 ml/min gefahren. Die gesammelten Fraktio-

nen wurden gefriertocknet.

2.7.2 Micro-Reversed-Phase-Chromatographie

Zur Entsalzung und Anreicherung von Peptiden nach der Trypsin-Spaltung und
vor der MS-Analyse wurden ZipTip C,s-Pipettenspitzen (Millipore) verwendet.
Das Cjs-Material in der Pipettenspitze ermdglicht die Reversed-Phase-
Chromatographie im Miniaturmafstab (< 10 pl). Die Bindungs- und Waschlosung
enthielt 4% Methanol und 1% Ameisensédure. Die Elution erfolgte mit 60% Me-
thanol und 1% Ameisensdure. Gegebenfalls wurde eine Stufen-Elution mit suk-
zessiv erhohtem Methanolgehalt durchgefiihrt, d.h. neben der Ameisenséure ent-
hielt die Elutionslosung 10%, bzw. 20%, 30%, 40%, 50% oder 60% Methanol.
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2.8 Massenspektrometrie
2.8.1 Massenspektrometrische Analyse

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine Analysetechnik zur Bestimmung der Mo-
lekiilmasse freier lonen im Hochvakuum. Sie hat in den letzten Jahren zunehmend
an Bedeutung fiir die Analyse von Proteinen und Peptiden gewonnen. Dies ist vor
allem auf die Entwicklung sogenannter weicher Ionisierungsmethoden wie ESI
(electrospray ionisation) und MALDI (matrix assisted laser desorption/ionisati-

on) zuriickzufiihren.

2.8.2. MALDI-MS

Die MALDI-Ionisierungsmethode wurde Ende der 80er Jahre von Hillenkamp
und Karas entwickelt [65]. Der Analyt wird mit einem 1000fachen molaren Uber-
schuss an Matrix gemischt und auf einem Probentriager kristallisiert. Das einge-
strahlte Licht eines Laserimpulses wird von der Matrix absorbiert und fiihrt zu
einer starken lokalen Aufheizung der Kristalle. Die schnelle Aufheizung fiihrt zur
Sublimation der Matrixkristalle und des Analyten in die Gasphase. Der typische
Geriteaufbau besteht aus einer Kopplung der MALDI lonenquelle mit einem
Flugzeit-Massenspektrometer (time-of-flight MS, TOF-MS). Der kurze Laserpuls,
der die Desorption des Analyten bewirkt, dient gleichzeitig als Startsignal fiir die
Flugzeitmessung. Die durch den Laserpuls erzeugten Ionen werden in der Quelle
beschleunigt und durchlaufen nach dem Verlassen der Quelle eine feldfreie
Flugstrecke von etwa 1-2 Metern. Hier separieren sie sich aufgrund ihres Mas-
se/Ladungs-(m/z)-Verhéltnisses. Das Verhiltnis von Masse zu Ladung ist dem
Quadrat der Flugzeit proportional, d.h. die schwereren Ionen mit einem grof3en
m/z-Verhiltnis erreichen den Detektor zu einem spiteren Zeitpunkt als die leich-

teren lonen.

Die MALDI-MS Messungen wurden mit einem an der Heinrich-Heine-Universitit
Diisseldorf entwickelten MALDI-TOF-MS durchgefiihrt. Als Matrix wurde stets
Dihydroxybenzoesdure (DHB) verwendet.
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2.8.3 ESI-MS

Bei der ESI-Massenspektrometrie werden die Analyten nicht durch Einbau in eine
verdampfbare Matrix, sondern durch Versprithen der Analytlosung in feinste
Tropfchen in die Gasphase tiberfiihrt [66]. Zugesetzte Sdure unterstiitzt die Ioni-
sierung der Analyten, organische Losungsmittel werden zur Verbesserung der
Sprayeigenschaften eingesetzt. Die von Mann und Wilm entwickelte Nanospray-
ESI-Methode erlaubt die Untersuchung geringster Probenvolumina (minimal 0,5
ul) bei gleichzeitiger erhohter Empfindlichkeit [67].

Der Begriff Elektrospray beschreibt die Dispersion einer Fliissigkeit in sehr viele
kleine geladene Tropfchen mit Hilfe eines elektrostatischen Feldes. Die Desolva-
tisierung, d.h. der Transfer von Ionen aus der Losung in die Gasphase, ist ein en-
dergonischer ProzeB. Im elektrischen Feld werden die Ionen bei Atmosphéren-
druck in die Gasphase transferiert. Dieser Prozef3 148t sich formal in vier Schritte
unterteilen: (1) Die Bildung von kleinen geladenen Tropchen aus Elektrolyten. (2)
Der kontinuierliche Losungsmittelverlust dieser Tropchen durch Verdampfen,
wobei die Ladungsdichte an der Tropfchenoberfliche zunimmt. (3) Wiederholter
spontaner Zerfall der Tropfchen in Mikrotropfchen (Coulomb-Explosionen). (4)

Die Desolvatisierung der Analytmolekiile beim Transfer in das MS.

Die Elektrospray-Ionisation findet bei Atmosphérendruck statt, die anschlieSende
Analyse der freien Ionen jedoch im Hochvakuum (ca. 10 torr). Dies erfordert
eine spezielle Schnittstelle (Interface), um den Ubergang der Ionen in den Mas-
senanalysator zu gewihrleisten. Der Ionisierungsraum steht iiber eine Mikrooft-
nung (Durchmesser 100 um) mit dem Hochvakuum des Massenspektrometers in
Verbindung. Dabei stromt Stickstoff zwischen dem Orifice und der viel groBeren
Offnung der Interface-Platte in den Ionisierungsraum. Der Stickstoff, der hier
auch als Curtain-Gas bezeichnet wird, kollidiert mit den Molekiilen des Elektro-
sprays. Dadurch wird groBtenteils verhindert, dal Neutralteilchen in das Hochva-
kuum gesaugt werden. Zum anderen unterstiitzen die Kollisionen auch die Desol-

vatisierung der Ionen.

Die Nano-Elektrospray-Quelle besteht aus einer metallbedampften, leitfihigen

Glaskapillare von nur wenigen Mikrometern Durchmesser an der Austrittsoff-
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nung, iiber die kontinuierlich die Analytlosung in das elektrische Feld gelangt.
Gleichzeitig bildet diese Kapillare auch die Gegenelektrode zur Interface-Platte,
die zur Erzeugung der fiir den Ionisierungsprozefl notwendigen Potentialdifferenz
gebraucht wird. Vor der Messung werden ~ 1 pl Analytldsung in die Glaskapillare
pipettiert. Der Vorteil einer Nano-Spray-Quelle liegt in dem auBlerordentlich ge-
ringen benétigtem Probenvolumen bei gleichzeitig erhohter Empfindlichkeit
(Abb. 2.4).
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Abb. 2.4: Darstellung des (A) makroskopischen und (B) mikroskopischen ESI-Prozesses.
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Im Gegensatz zur MALDI-MS entstehen bei der ESI-MS mehrfach geladene Pep-
tid-Ionen. Einzelne Ionen kdnnen deshalb mehrere Signale mit unterschiedlichen
Ladungen hervorrufen. Der Ladungszustand kann aufgrund des Isotopenmusters
bestimmt werden. Natiirlich vorkommende schwerere Isotope der einzelnen Ele-
mente sind in statistischer Verteilung in den Analytmolekiilen enthalten. Als mo-
noisotopische Masse eines Elements oder Molekiils bezeichnet man die Masse des
leichtesten Isotops. Als Element mit dem natiirlich vorkommenden schweren Iso-
top ist bei Proteinen vor allem ">C von Bedeutung. Bei Messung der Masse eines
Peptids bekommt man also ein Signal fiir die Monoisotopische Masse +1 (Einbau
eines *C-Atoms) usw. Im Spektrum ist der Massenunterschied von einer Masse
sichtbar. Aus der Massendifferenz zwischen den Peaks fiir die einzelnen Isotope
lasst sich der Ladungszustand berechnen: So betrédgt er fiir ein doppelt geladenes
[M+2H]*"-Ion % = 0,5, fiir ein dreifach geladenes [M+3H]*" dagegen ¥ = 0,33
(Abb. 2.5). Bei Peptiden gilt dabei, dass bis zu einem Molekulargewicht von etwa
1500 Da das monoisotopische Signal am intensivsten ist, das Intensitdtsmaximum

sich aber bei groBeren Massen hin zu den schwereren Isotopen verlagert [68].
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Abb. 2.5: Spektren mehrfach geladener lonen. A) zeigt ein doppelt geladenes lon;
B) zeigt ein dreifach geladenes lon.

Alle ESI-MS-Messungen wurden mit einem ESI-QqTOF (QSTAR Pulsar I, Ap-
plied Biosystems), ausgestattet mit einer Nanospray-lonenquelle, durchgefiihrt.
Dieses MS besteht aus einer lonenquelle, den Quadrupolen Q1 und Q2, einem
TOF und einem Detektor. Der Quadrupol Q1 dient als Massenanalysator im ei-

gentlichen Sinne, wihrend QO nur dazu dient, den Ionenstrom durch das Gerit zu
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stabilisieren. Hinter Q1 befindet sich die Kollisionszelle Q2. Als weiterer Mas-
senanalysator dient ein orthogonales TOF (Abb. 2.6).
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Abb. 2.6: Aufbau des ESI-QqTOF (QSTAR Pulsar I, Applied Biosystems). Dargestellt ist
der Weg der lonen ausgehend von der lonenquelle durch die Quadrupole QO0, Q1, Q2
(Kollisionszelle) und den TOF-Analysator zum Detektor.

2.8.4 MS-Analyse mit dem ESI-QqTOF

Bei einem Quadrupol-Massenspektrometer werden unter vorgegebenen physikali-
schen Bedingungen nur Ionen mit einem bestimmten Masse/Ladungs-Verhéltnis
(m/z) zum Detektor durchgelassen. Dies wird durch eine Anordnung von vier pa-
rallelen stabformigen Metallelektroden (Quadrupol) erreicht, die Ionen eines defi-
nierten m/z-Verhéltnisses unter dem EinfluB eines kombinierten Wechsel- und
Gleichspannungsfeldes auf einer stabilen oszillierenden Bahn durchlaufen kon-

nen. Die drei wichtigsten Analyse-Modi sind nachfolgend beschrieben:
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Ubersichtsspektrum (TOF-MS)

Bei der Aufnahme eines Ubersichtsspektrums eines Peptidgemisches werden
Quadrupole und Kollisionszelle so geschaltet, dass sie die lonen auf einer stabilen
Flugbahn halten und die eigentliche Massenanalyse im TOF erfolgt (Abb. 2.7).

Q1 Q2 TOF
| ) m/z = Scanning
0:. > O:Q — | == f
| I— | I— :
m/z = konstant Durchlaf} ®

Abb. 2.7: Weg der lonen durch das MS bei der Aufnahme eines Ubersichtsspektrums.

Fragment-lonen-Analyse (MS/MS)

Bei der Fragment-lonen-Analyse wird Q1 so eingestellt, da3 nur Ionen einer be-
stimmten Masse durchgelassen werden. Diese Vorldufer-lonen werden in Q2
fragmentiert und die entstandenen Produkt-lonen anschlieend im TOF analysiert
(Abb. 2.8). In der Proteinchemie wird diese MS/MS-Technik zur Sequenzierung
von Peptiden genutzt.

Q1 TOF
| m/z = Scanning
0:‘ —> ©®
| I—
m/z = konstant Fragmentierung

Abb. 2.8: Weg der lonen durch das MS bei der Aufnahme eines MS/MS-Spektrums.
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Vorlaufer-lonen-Analyse (Precursor lon Scan)

Wie bei der Aufnahme eines normalen Spektrums werden die lonen des gesamten
Massenbereiches nacheinander durch Q1 hindurchgelassen. Die lonen erreichen
dann Q2 , wo sie fragmentiert werden. Der TOF-Analysator ist auf eine bestimm-
te, ausgewdhlte Fragmentmasse eingestellt, so daf3 iiber den TOF-Analysator nur
Ionen detektiert werden kdnnen, wenn die entsprechenden Vorldufer-lonen dieser
Fragment-lonen Q1 passieren konnten (Abb. 2.9). Dadurch kénnen bestimmte
Vorlédufer-lonen, beispielsweise glykosylierte oder phosphorylierte Peptide an-
hand ihrer spezifischen Produkt-lonen (Abgangsgruppen wie Zucker-Fragmente

oder Phosphatgruppe) in einem Gemisch identifiziert werden.
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Abb. 2.9: Weg der lonen durch das MS bei einem Precursor lon Scan.

2.8.5 Sequenzierung von Proteinen und Peptiden mittels ESI-MS

Die Sequenzierung von Proteinen/Peptiden mittels ESI folgt i.a. dem Muster:

(1) Protein-Isolierung (Gelelektrophorese, HPLC, etc.)

(2) Enzymatische Spaltung (z.B. mit Trypsin, im Gel oder in Losung)
(3) Entsalzung (ZipTip als ,,Mikro-Chromatographie®)

(4) Ubersichtsspektrum des Peptidgemisches

(5) Produkt-Ion-Selektion oder Precursor-lon-Scan

(6) MS/MS-Spektrum der Peptide zur Sequenzierung
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Bei der Fragmentierung in der Kollisionszelle konnen sehr unterschiedliche
Fragmente entstehen. Peptid-lonen fragmentieren hauptsichlich an der Peptidbin-
dung entlang des Peptid-Riickgrades. Ist die Ladung am C-Terminus lokalisiert,
spricht man von einem y-Fragment, ist sie am N-Terminus lokalisiert, von einem
b-Fragment. Diese Benennung orientiert sich an Roepstorff [69] und Johnson

[70]. Abb. 2.10 zeigt das Schema der Peptidfragmentierung.

Abb. 2.10: Fragmentierungsverhalten von Peptiden nach Roepsdorf und Johnson.

Der Massenabstand zwischen zwei Fragment-Ionen der gleichen Serie entspricht
einer spezifischen Aminosdure. Entsprechend kann aus den Massenabstédnden der
einzelnen Signale die Sequenz des Peptids abgelesen werden. Aminosduren mit
basischen Seitenketten wie Arginin oder Lysin konnen je nach ihrer Position im
Peptid die Art der Fragmentierung beeinflussen. Sind sie in der Ndhe des N-Ter-
minus lokalisiert, wird das Spektrum im allgemeinen von einer b-Serie dominiert.
Befinden sie sich in der Nidhe des C-Terminus, so dominieren die y-Fragmente.
Peptide, die durch einen tryptischen Verdau entstehen, werden fast immer von

einer y-Serie dominiert, da sie C-terminal ein Arginin oder Lysin tragen.

2.8.6 Positiv-lonen-Modus und Negativ-lonen-Modus

Die massenspektrometrische Methodik erlaubt durch Umpolung der elektrischen
Potentiale des Massenspektrometers die Analyse sowohl positiv geladener Analyt-
Ionen (protonierte Molekiile) als auch negativ geladener Analyt-lonen (deproto-
nierte Molekiile). Die daraus resultierenden Spektren werden auch als Positiv-

Ionen-Spektren bzw. Negativ-lonen-Spektren bezeichnet.
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Die massenspektrometrische Sequenzierung von Proteinen und Peptiden ist nur
im Positiv-Ionen-Modus moglich, da bisher nur bei protonierten Molekiilen die
Fragmentierung hinreichend untersucht wurde. Der Bruch des Peptidriickgrades
wihrend der Fragmentierung im Positiv-lonen-Modus wird entscheidend durch
die Lokalistion des zusétzlichen Protons beeinflu3t. Im Negativ-lonen-Modus ist
die Lokalisation der negativen Ladung weitgehend unverstanden. Die hier wih-
rend der Fragmentierung entstehenden Fragmente entsprechen nicht den Fragmen-
ten, die im Positiv-lonen-Modus entstehen. Dennoch leistet der Negativ-lonen-
Modus wertvolle Hilfe gerade bei dem Nachweis von Proteinphosphorylierungen.
Wihrend im Positiv-Ionen-Modus die Abspaltung der Phosphatgruppe nur indi-
rekt durch den Verlust der Masse der Phosphatgruppe nachgewiesen werden kann,

ist im Negativ-lonen-Modus die abgespaltene Phosphatgruppe direkt nachweisbar.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Nachweis von Phosphoyhdroxyprolin durch Aminosaureanalyse

Der erste und bislang einzige Nachweis von Phosphohydroxylysin in einem Prote-
in gelang Urushizaki und Seifter mittels Phosphoaminosdureanalyse nach radioak-
tiver Markierung [11]. Dazu wurde das Ndhrmedium einer Kollagen exprimieren-
den Zellkultur mit [**P]-Orthophosphat supplementiert, damit endogene Kinasen
das **P; auf geeignete Aminosiurereste in den Proteinen iibertragen konnten. Die
Proteine wurden danach mittels chemischer Hydrolyse degradiert und die dadurch
freigesetzten Aminosiuren wurden anschlieBend mittels zweidimensionaler Diinn-
schicht-Elektrophorese (2D-DE) separiert. Die einzelnen Phosphoaminosiuren

lieBen sich dann anhand ihres distinkten Migrationsmusters identifizieren.

Bei den Untersuchungen von Urushizaki und Seifter blieb Phosphohydroxyprolin
unberiicksichtigt, doch war anzunehmen, da3 es sich mit der von ihnen verwende-
ten Methode nachweisen lassen miifite. Deshalb wurde im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit fiir den Nachweis von Phosphohydroxyprolin in einem ersten Ansatz
die Methode von Urushizaki und Seifter adaptiert.

Um das spezifische Migrationsverhalten der Phosphoaminoséuren - unter beson-
derer Beriicksichtigung von Phosphohydroxyprolin - bei der 2D-DE untersuchen
zu kénnen, muflte zundchst ein Referenzsystem etabliert werden. Die Aminosdu-
ren Phosphoserin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin waren kommerziell er-
haltlich, Phosphohydroxyprolin und Phosphohydroxylysin wurden im eigenen
Labor synthetisiert. Danach konnten die Elektrophorese-Bedingungen etabliert
werden, bei denen die Phosphoaminosiuren reproduzierbar in distinkten Spots

migrieren.
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3.1.1 Migrationsverhalten von Phosphohydroxyprolin bei der 2D-DE

Untersucht wurde das Migrationsverhalten folgender phosphorylierter und
unphosphorylierter Hydroxyaminosduren und dhnlichen Verbindungen: Serin (S),
Phosphoserin (pS), Threonin (T), Phosphothreonin (pT), Tyrosin (Y), Phosphoty-
rosin (pY), Hydroxyprolin (Hyp), Phosphohydroxyprolin (pHyp), Phosphodi-
hydroxyprolin (p(2Hyp)), Hydroxylysin (Hyl), Phosphohydroxylysin (pHyl) und
Phosphoethanolamin (PEA).

Die Aminosduren wurden nach der Elektrophorese mit Ninhydrin geférbt und
zeigen sich als blduliche Spots. Phosphohydroxyprolin und Hydroxyprolin besit-
zen eine sekundidre Aminogruppe und sind folglich Iminosduren, die mit Nin-
hydrin einen charakteristischen gelblichen Komplex bilden.

Bei hinreichend saurem pH unterscheiden sich die meisten Phosphoaminosiduren
von den nichtphosphorylierten Aminosduren durch ihre negative Nettoladung und
wandern im elektrischen Feld in Richtung Anode. Einzige Ausnahme hierbei ist
Phosphohydroxylysin, daB3 den nichtphosphorylierten Aminosduren dhnlich in
Richtung Kathode wandert. Das Hauptaugenmerk lag allerdings auf dem Migrati-
onsverhalten von Phosphohydroxyprolin, das sich zu dessen eindeutigen Indenti-
fizierung vom Migrationsverhalten der anderen chemischen Verbindungen hinrei-

chend unterscheiden muf3.

Bei pH 3,5 migrieren Phosphoserin und Phosphohydroxyprolin mit nahezu glei-
cher elektrophoretischer Mobilitit. Bei pH 1,9 wandert Phosphohydroxyprolin
zwar weiter als Phosphoserin, doch unterscheiden sich hier Phosphothreonin und
Phosphotyrosin in ihrem Wanderungsverhalten nicht ausreichend voneinander
(Abb. 3.1). Eine eindeutige elektrophoretische Trennung aller Phosphoaminoséu-

ren in einer Dimension ist daher so noch nicht moglich.
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Abb. 3.1: Dunnschicht-Elektrophorese: Migration phosphorylierter und unphosphorylierter
Hydroxyaminosauren und ahnlichen Verbindungen bei pH 3,5 (A) und bei pH 1,9 (B): Die
gelblichen Spots von Phosphohydroxylysin und Phosphodihydroxyprolin wurden zur bes-
seren Kenntlichmachung umrandet. Die Position des jeweiligen Auftragepunktes (Start-
punkt Elektrophorese) wurde mit einem Kreuz markiert.
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Erst die zweidimensionale Diinnschichtelektrophorese (2D-DE), d.h. die nachein-
ander erfolgende Elektrophorese in den beiden o.a. pH-Systemen, wobei die E-
lektrophoreserichtungen senkrecht zueinander orientiert sind, zeigte eine ausrei-
chende Trennung. Phosphohydroxyprolin wanderte im Elektrophoresesystem bei
pH 3,5 gleichauf mit Phosphoserin, lie3 es aber in der zweiten Dimension bei pH
1,9 hinter sich zuriick. Das Resultat zeigte, da3 sich Phosphohydroxyprolin mit-
tels 2D-DE von den anderen Phosphoaminosduren trennen 1483t (Abb. 3.2).

S T - S - | pH1,9

+ pH 3,5 -

Abb. 3.2: Migration phosphorylierter Hydroxyaminosauren bei der 2D-DE. Die gelblichen
Spots von pHyp und p(2Hyp) sind zur besseren Sichtbarkeit umrandet. Die Position des
Auftragepunktes wurde mit einem Kreuz markiert.

3.1.2 Phosphoaminosiureanalyse von *P-markierten Proteinen

Fiir die in vitro-Kultivierung einer Zellinie wurden glatte Muskelzellen aus der
Aorta embryonaler Ratten verwendet, da dieser Zelltyp in einem L-Ascorbin-
sdure enthaltenden Medium Kollagen synthetisiert. Da sich Kollagen durch einen

hohen Gehalt an Hydroxylysin und Hydroxyprolin auszeichnet, war zu vermuten,
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daB sich hier am wahrscheinlichsten eine Phosphorylierung von Hydroxylysin
oder Hydroxyprolin wahrend der Inkubationszeit mit radioaktivem Phosphat
nachweisen lassen wiirde. Die Zellen wurden in Kultur gehalten bis ein Monolay-
er fast vollstindig den Boden der Kulturflasche bedeckte. Die Zellen aus zwei
Flaschen, inkubiert mit insgesamt 1,2 mCi [**P]-Orthophosphat fiir 6 Stunden,
wurden nach der Zellernte dialysiert und lyophilisiert.

Vor der Diinnschicht-Elektrophorese mufliten die Zellproteine durch chemische
Hydrolyse zerlegt werden (saure Hydrolyse: 6 M HCL; 110°C; 2 h). Dem Erhalt
potentieller Phosphatgruppen an der Seitenkette der Aminosiduren kam dabei be-
sondere Bedeutung zu. Die Arbeiten von Martensen [10] zeigten die Stabilitit von
Phosphoserin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin gegeniiber saurer Hydrolyse.
Spétere Arbeiten von Urushizaki und Feramisco bestdtigten auch die Stabilitét
von Phosphohydroxylysin [11] und Phosphohydroxyprolin [12]. Dennoch — unter
den Bedingungen, die einen hinldnglichen Erhalt der O-Phosphate gewéhrleisten,
ist lediglich eine partielle Hydrolyse der Proteine moglich. Ein nicht zu umgehen-
der Nachteil dieser Methode ist daher, daB stets ein Teil der Aminosduren, der in

den nicht vollstéindig degradierten Peptiden verbleibt, unberiicksichtigt bleibt.

Das Hydrolysat wurde zusammen mit Phosphohydroxylysin, Phosphoserin,
Phosphothreonin, Phosphohydroxyprolin und Phosphotyrosin als Referenzamino-
sduren auf eine Diinnschichtcellulose-Platte aufgetragen und mittels 2D-DE ge-
trennt. Das resultierende Autoradiogramm zeigte nur zwei Spots, die sich je einer
Phosphoaminosiure sicher zuordnen lieBen. Durch Vergleich mit den Ninhydrin-
gefarbten Spots der Referenzaminosduren konnten die entsprechenden Spots des
Autoradiogramms als 32P-markiertes Phosphoserin und Phosphothreonin identifi-
ziert werden (Abb. 3.3).

Die 2D-Diinnschichtelektrophorese lieferte somit keinen Hinweis auf Phospho-
hydroxyprolin, Phosphohydroxylysin und Phosphotyrosin. Aufgrund der hohen
Empfindlichkeit der Methode konnte zu diesem Zeitpunkt weitestgehend ausge-
schlossen werden, da3 Hydroxyprolin (gleiches gilt fiir Hydroxylysin und Tyro-
sin) wihrend der sechsstiindigen Inkubation der Zellkultur mit [**P]-Ortho-
phosphat phosphoryliert wurde. Aber es konnte nicht ausgeschlossen werden, daf3

Phosphohydroxyprolin zwar vorhanden, wihrend der Inkubationszeit aber nicht
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neu gebildet wurde. Moglicherweise scheiterte der Nachweis von Phosphohydro-
xyprolin also an einem zu niedrigen oder nicht vorhandenen Substratumsatz wéh-

rend der Inkubationszeit.

A+

bR

L N

pH1,9

Abb. 3.3: Phosphoaminosaureanalyse. Autoradiogramm des Proteinlysats nach 2D-DE :
Phosphoserin und Phosphothreonin sind durch Pfeile markiert. Die groRen Spots im un-
teren, rechten Quadranten sind unvollstandig hydrolysierte Peptide.

Radioaktive Markierungen sind sehr sensitiv fiir Proteine mit hohem Phosphatum-
satz, da in diesen Fillen wihrend der kurzen Inkubationszeit durch die Kinasenak-
tivitdt relativ viel Phosphat eingebaut wird. Andererseits wird in Proteine mit
niedrigem Phosphatumsatz wéahrend der Inkubationszeit nur sehr wenig, mogli-
cherweise sogar kein Phosphat und damit keine nachweisbare Radioaktivitit ein-
gebaut. Sollte dieser Umstand auch fiir die Phosphorylierung von Hydroxyprolin
in Kollagen zutreffen, wire der Nachweis mittels einer nicht-radioaktiven Metho-
de erfolgversprechender, als der Nachweis mittels klassischer 2D-Diinnschicht-

Elektrophorese nach radioaktiver Markierung.
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3.1.3 Nachweis von Phosphoaminosauren mittels ESI-MS

Um sicherzustellen, daB das gesamte Phosphohydroxyprolin im Rahmen der
Phosphoaminosdureanalyse erfalit wird, wurde ein alternativer Ansatz mittels
massenspektrometrischer Analyse mit ESI-MS verfolgt. ESI-MS hat den grof3en
Vorteil, dal die Abspaltung der Phosphatgruppe von Phosphopetiden mit hoher
Sensitivitdt beobachtet werden kann. Dariliber hinaus ist keine vorhergehende
Hydrolyse des Probe erforderlich, was Verluste von Phosphoaminosduren deutlich
reduzieren sollte. GroBter Vorteil der ESI-MS ist aber die Moglichkeit, die Se-

quenzposition einer identifizierten Phosphoaminosiure bestimmen zu kénnen.

Die Fragmentierung und Dephosphorylierung von Phosphopeptiden mit ESI-MS
wurde in den vergangenen Jahren intensiv untersucht. Bei der Fragment-lIonen-
Analyse (MS/MS) von Phosphopeptiden wird bei der Aufnahme eines Positiv-
Ionen-Spektrums die Abspaltung, d.h. der Verlust der Phosphatgruppe vom Vor-
laufer-Ion beobachtet und iiber den dadurch entstehenden Massenverlust indirekt
nachgewiesen. Bei der Aufnahme eines Negativ-lonen-Spektrums 146t sich die ab-

gespaltene Phosphatgruppe aufgrund ihrer negativen Ladung direkt beobachten.

Die Phosphatgruppe kann in Form zweier verschiedener Fragmente abgespalten
werden. Bei Phosphoserin und Phosphothreonin 148t sich der charakteristische
Verlust von HPO3; und H3;PO, beobachten, wihrend bei Phosphotyrosin im allge-
meinen nur der HPOs-Verlust beobachtet werden kann. Das MS/MS-Spektrum
zeigt dann neben dem Vorldufer-Ion mit der Masse [M+H]" auch die Fragment-
Ionen [MH-HPO;]" und/oder [MH-H3PO,4]". Entsprechend zeigt das Negativ-
Ionen-Spektrum neben dem Vorldufer-lon mit der Masse [M-H] auch die Frag-
ment-lonen [PO3;] und/oder [H,PO4]".

Doch nicht jedes Fragment-Ion eignet sich uneingeschrinkt zum Nachweis einer
phosphorylierten Aminosdure. Bei der Aufnahme eines Positiv-Ionen-Spektrums
besteht die Gefahr einer Verwechselung zwischen O-Phosphoaminosdure und O-
Sulfoaminosiure. Da die O-Sulfoaminosduren sehr &hnliche monoisotopische
Massen wie die O-Phosphoaminosduren haben (A, = 0,0095 Da), kann mit den
meisten Massenspektrometern nicht sicher zwischen den beiden Substanzklassen

unterschieden werden. Bei der vergleichenden Fragment-lonen-Analyse (MS/MS)
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von Phosphotyrosin und Sulfotyrosin [71] zeigten beide Aminosdurederivate im
Positiv-Ionen-Spektrum neben der Masse des Vorldufer-Ions [M+H]™ auch ein
Fragment-Tonen mit der Masse [MH-80]".

In Analogie zu diesem Ergebnis ist auch bei den iibrigen Phosphoaminoséuren,
bzw. den analogen Sulfoestern, ein Auftreten der Fragment-Ionen mit den Massen
[MH-80]" und [MH-98]" zu erwarten. Die nachfolgende Tabelle (Tab. 3.1) zeigt

die moglichen Fragment-lonen im Positiv-lonen-Spektrum.

Tab. 3.1: Fragment-lonen im Positiv-lonen-Spektrum.

Massendifferenz zum Fragment-lonen der Fragment-lonen der
Vorlaufer-lon [M+H]" O-Phosphoaminosauren O-Sulfoaminosauren
80 Da [MH-HPO3]" [MH-SO3]"
98 Da [MH-H;PO,]" [MH-H,SO,]"

Im Gegensatz dazu kann im Negativ-lonen-Spektrum zwischen Phosphoamino-
sduren und Sulfoaminoséduren klar unterschieden werden. Peptide mit Sulfotyrosin
zeigen im Negativ-Ionen-Spektrum das Fragment-lon [SOs3]” mit einer Masse von
80 Da und unter Umstédnden auch noch die beiden Fragment-Ionen [SO4]" mit 96
Da und [HSO4]” mit der Masse von 97 Da [72].

Ein Fragment-lon mit einer Masse von 97 Da, das Fragment-lon [H,PO4]’, tritt
auch bei den Phosphoaminosduren auf (Ausnahme ist pTyr), doch lassen sich die
Phosphoaminosiuren anhand des fiir sie charakteristischen Fragment-lons [PO;]

mit 79 Da eindeutig von den Sulfoaminosduren unterscheiden (Tab. 3.2).
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Tab. 3.2: Fragment-lonen im Negativ-lonen-Spektrum.

Masse des Fragment-lonen der Fragment-lonen der
Fragment-lons [M-H] O-Phosphoaminosauren O-Sulfoaminosauren
79 Da [POs] kein Fragment-lon
80 Da kein Fragment-lon [SO3]
96 Da kein Fragment-lon [SO4]
97 Da [HoPOLI [HSO,4

Die Sulfatisierung von Tyrosinresten in Proteinen ist eine gingige posttranslatio-
nale Modifikation [73]. Die Sulfoester sind aber gegeniiber Sduren deutlich weni-
ger stabil als die Phosphoester, so da3 anzunehmen war, dal O-Sulfoaminosiduren
die saure Hydrolyse der Proteine als Vorbehandlung zur Phosphoaminosdureana-
lyse nicht iiberdauern wiirden, doch Sulfoserin, Sulfothreonin und Sulfotyrosin
konnen in Anwesenheit von Sulfat-Salzen auch als Nebenprodukte der sauren
Hydrolyse entstehen, [74].

Die Bildung von O-Sulfoaminosduren 1d8t sich zwar durch sofortige Neutralisie-
rung des Reaktionsansatzes nach der Hydrolyse mit Ammoniumhydrogencarbonat
verringern [75], konnte aber bei den eigenen Hydrolysen nicht vollig ausgeschlos-
sen werden. Entsprechend wurde fiir alle Untersuchungen sowohl ein Positiv-
Ionen-Spektrum als auch ein Negativ-lonen-Spektrum aufgenommen. Die Abbil-
dung 3.4 zeigt exemplarische MS/MS-Spektren von pSer, pThr, pTyr, pHyp und
pHyl. Im Positiv-lonen-Spektrum konnten so stets weniger als 50 pmol einer
Phosphoaminosdure und im Negativ-lonen-Spektrum sogar weniger als 1 pmol

nachgewiesen werden.
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Abb. 3.4: MS/MS-Spektren der O-Phosphoaminosauren: Positiv-lonen-Spektrum pSer
(A). Negativ-lonen-Spektren von pSer (B), pThr (C), pTyr (D), pHyp (E) und pHyl (F).
Ausgangsmaterial der Messungen waren Ldsungen der Phosphoaminosauren in H,O
(5 pmol/pl).

Nach der Hydrolyse (6 M HCL, 110°C, 120 Minuten) von je 20 pmol der synthe-
tischen Phosphopeptide RRLIEDAEpSAARG und RRLIEDAEpYAARG lief3en

sich die beiden Phosphoaminosduren pSer und pTyr im Negativ-lonen-Spektrum
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anhand ihrer Fragment-lonen nachweisen (Abb. 3.5). Noch geringere Mengen
einer Phosphoaminosdure nachzuweisen war nur in Einzelfdllen moglich, da bei
noch geringeren Stoffmengen die gerétespezifischen Einfliisse (Elektrospray) die
Qualitét der jeweiligen Messung zu sehr beeinflussen. Die Sensitivitdt des mas-
senspektrometrischen Nachweises ist somit vergleichbar mit der einer chemischen
Derivatisierung von Phosphoaminosduren mit anschlieBender RP-HPLC zur Ana-
lyse der Retentionszeiten.

[PO,I

61 78,965 o, [FOd
’ 78,965

s A 5 B

4 4
fg 3 e

24 2

[H,PO,I pSer pTyr
1 96,977 [M-H] 14 [M-HT
184,088 260,041
0 L T T | T T 0 T . T T T |
0 100 150 20 250 50 100 150 20 250
mz mz

Abb. 3.5: Negativ-lonen-Spektrum (MS/MS) von A) pSer, durch Hydrolyse des Peptids
RRLIEDAEpPSAARG (20 pmol) freigesetzt; B) pTyr, durch Hydrolyse des Peptids
RRLIEDAEpPYAARG (20 pmol) freigesetzt.

3.1.4 Massenspektrometrische Analyse von Kollagenhydrolysaten

Nach der Etablierung der Phosphoaminosdureanalyse mittels ESI-MS konnte un-
tersucht werden, ob sich Phosphoaminoséuren in Kollagen nachweisen lassen.
Erneut wurde Kollagen wegen seines hohen Gehalts an Hydroxylysin und Hydro-
xyprolin als Untersuchungsobjekt ausgewdhlt. Je 5 mg der sdureldslichen Kolla-
gene III, VI, VII und VIII wurden hydrolysiert, lyophilisiert und nach Resuspen-
sion in 50 ul 50% MeOH, 1% Ameisensdure mittels MS/MS analysiert. Mit die-
sem Verfahren konnten in den untersuchten Kollagenhydrolysaten Hinweise auf
verschiedene O-Phosphoaminosduren gefunden werden. Einzig fiir Phosphotyro-
sin lieB sich kein Hinweis finden. Die nachfolgende Tabelle zeigt im Uberblick, in
welchen Kollagenen sich Anzeichen fiir welche Phosphoaminosiuren finden lie-
Ben (Tab. 3.3).
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Tab. 3.3: Phosphoaminosauren, flr deren Existenz sich in den einzelnen Kollagenhydro-
lysaten Hinweise finden lief3en.

Kollagen-Typ pSer pThr pTyr pHyp pHyl
1 O O O [ | O
VI O O O [ | O
Vil [ | ] O ] O
VI [ | [ ] O L] | [ |

Legende: Konnte eines der charakteristischen Fragment-lonen [POj] oder [H,PO,]
nachgewiesen werden, ist dies mit einem dunklen Quadrat indiziert (m). Konnte kein
[PO;] -Signal nachgewiesen werden, ist dies durch ein helles Quadrat angezeigt (o). In
Kollagen VIII waren die Signale fiir pHyp in allen untersuchten Proben am deutlichsten,
deshalb werden hier zwei Quadrate (mm) gezeigt.

Bei der Auswertung der Spektren fiel auf, dafl die Signalintensititen insgesamt
sehr niedrig waren, verglichen mit den Signalintensitidten der Messungen der rei-
nen Phosphoaminosduren. Eine quantitative Aussage iiber den Phosphorylie-
rungsgrad der untersuchten Kollagene ist aber nicht moglich, da die Signalintensi-
tdt nicht proportional zur Phosphoaminosidure-Konzentration in Losung ist, son-

dern auch von einer Vielzahl weiterer Faktoren abhéngt.

Die Ubersichts-Spektren der jeweiligen Kollagen-Hydrolysate zeigten keine Sig-
nale, die den Massen der Phophoaminosduren entsprachen. Moglicherweise wur-
den die Signale der Phophoaminosduren durch andere Signale iiberlagert oder
unterdriickt. Das Vorhandensein von Phophoaminosduren im Hydrolysat war des-
halb aber nicht ausgeschlossen. Bei der Aufnahme der MS/MS-Spektren wurde
darum die theoretische Masse der jeweiligen Phophoaminosédure als Vorldufer-
Ionen-Masse vorgegeben. Auf diese Weise konnten fiir alle O-Phophoamino-
sduren (Ausnahme: Phosphotyrosin) charakteristische Fragment-lonen [PO;]” mit
78,965 Da und [H,PO4]” mit 96,977 Da nachgewiesen werden. Im Fall von pHyl
wurde nur [PO;] mit 78,965 Da beobachtet. Abb. 3.6 zeigt jeweils ein Fragment-
Ionen-Spektrum der entsprechenden Phosphoaminosidure im Hydrolysat von 5 mg
Kollagen VIII.
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Abb. 3.6: Hydrolysat von Kollagen VIII (5 mg): MS/MS-Spektren (Negativ-lonen-Spektren)
der Vorlaufer-lonen (A) m/z = 184,092 (pSer), (B) m/z = 198,014 (pThr), (C) m/z =
210,026 (pHyp), (D) m/z = 241,067 (pHyl). Die Fragment-lonen mit m/z = 78,965 und m/z
= 96,977 sind charakteristisch flr eine Phosphat-Abspaltung.

Zur Kontrolle wurde mit dem reinen Losungsmittel (50% MeOH, 1% Ameisen-
sdure) analog vorgegangen. Im Gegensatz zu den Messungen der Kollagenhydro-
lysate zeigten sich hier erwartungsgeméil keine charakteristischen Fragment-lonen
der Phophoaminosiduren. Wurde jedoch das reine Losungsmittel genau wie die
Kollagenproben den Bedingungen der Hydrolyse unterworfen, zeigten sich bei
den anschliefenden MS/MS-Messungen Signale, deren Massen zwar nicht denen
der charakteristischen Fragment-lonen der Phophoaminosduren entsprachen, sich
aber nur gerinfiigig von diesen Massen unterschieden. Die Herkunft dieser Signa-
le konnte nicht aufgeklart werden. Es war zwar unwahrscheinlich, da3 es sich um

»falsch positive* Signale von Phosphoaminoséuren handelte (wegen der Massen-
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differenz zu den ,,echten* Signalen), doch wurde klar, da3 die Hydrolyse von Kol-
lagenproben und ,,Leerkontrollen* Bedingungen hervorrief, die geeignet waren,
bei den Messungen Signale zu induzieren, die leicht fiir solche von Phosphoami-

nosduren gehalten werden konnten.

Man kann daher festhalten, dal die Phosphoaminosiureanalyse mittels ESI-MS
im Bereich der gerdtechnischen Nachweisgrenze nur bedingt geeignet ist. Die
Ergebnisse lieferten so zwar durchaus Hinweise auf die Existenz von Phosphoa-
minosduren in Kollagen, waren aber als Beweis flir deren Vorhandensein alleine
nicht ausreichend. Dieser Beweis konnte nur durch weitergehende methodische

Ansétze erbracht werden.

3.2 Immunologischer Nachweis von Phosphohydroxyprolin

Der Hinweis auf Phosphohydroxyprolin in Kollagen aus dem globalen Ansatz der
Phosphoaminosdureanalyse wurde mit immunologischer Methodik weiterverfolgt.
Mit einem flir Phosphohydroxyprolin spezifischen Antikorper sollte das Ergebnis
der Phosphoaminosdureanalyse verifiziert werden. Ein solcher Antikdrper wiirde
dariiber hinaus die Moglichkeit bieten, auch in anderen Proteinen mogliches

Phosphohydroxyprolin nachzuweisen.

Dafiir war es unbedingt erforderlich, dal ein solcher spezifischer Antikérper
Phosphohydroxyprolin unabhidngig von Umgebungsvariablen, wie der Aminosiu-
resequenz, wiirde erkennen konnen. Da ein solcher Antikdrper kommerziell nicht
erhéltlich war, wurden zwei verschiedene Phosphohydroxyprolin enthaltende Pep-
tide synthetisiert und zur Immunisierung von Kaninchen verwendet (Immunisie-
rung durchgefiihrt von SEQLAB, Géttingen). Die aus den Immunisierungen her-
vorgegangenen polyklonalen Seren wurden auf ihre Spezifitit hin iiberpriift und
das geeignetste Serum fiir die immunologischen Nachweise verwendet. Das ge-
naue Vorgehen zur Gewinnung der spezifischen Antikorper ist in Kapitel 2.6 be-

schrieben.
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3.2.1 Herstellung polyklonaler Antiseren gegen Phosphohydroxyprolin

In den vergangenen Jahren wurden verschiedene polyklonale und auch monoklo-
nale Antikorper gegen Phosphoserin, Phosphothreonin und Phosphotyrosin be-
schrieben. Die Art der Seitenkette der Aminosiuren beeinflufit die immunogene
Potenz der Epitope. Die am stérksten epitopbestimmenden Aminoséduren sind po-
lar und solche mit groflen Seitenketten, vor allem diejenigen mit Ringstruktur.
Phosphoaminosduren verfligen daher iiber eine grole immunogene Potenz. Doch
es gibt entscheidende Unterschiede: Wihrend es spezifische Antikorper gibt, die
Phosphotyrosin sequenzunabhéngig erkennen, werden Phosphoserin und Phos-
phothreonin nicht sequenzunabhingig erkannt. Dazu ist ihre Seitenkette trotz der
Phosphatgruppe zu klein. Auch ist bei den Antikérpern gegen Phosphoserin und
Phosphothreonin eine gewisse Kreuzreaktivitit gegeniiber der jeweils anderen
Phosphoaminosdure zu beobachten, bedingt durch den geringen strukturellen Un-
terschied. Dennoch gibt es hochspezifische Antikorper, die bestimmte Sequenzen

erkennen, die Phosphoserin oder Phosphothreonin enthalten.

Im Falle des Phosphohydroxyprolins sind die formalen Voraussetzungen giinstig:
Eine polare Seitenkette mit Ringstruktur. Zudem wird durch die Besonderheiten
der Iminoséure eine Anderung im Verlauf des Peptidriickgrades induziert. Durch
diesen Knick wird die Seitenkette des Phosphohydroxyprolins besonders expo-

niert.

Zur Generierung der polyklonalen Antiseren wurden zwei synthetische Peptide
(Col-2p und Col-5p) mit einem in Kollagen hiufig vorkommendem Sequenzmotiv
((Gly-Pro-Hyp)n) gewihlt. Die Sequenzen der beiden Peptide waren identisch,
unterschieden sich aber in ihrem Phosphorylierungsgrad. Eines der Peptide ent-
hielt zwei (Col-2p), das andere fiinf (Col-5p) Phosphohydroxyprolinreste. Es
wurden jeweils zwei Kaninchen immunisiert, so dafl insgesamt vier polyklonale

Seren gewonnen wurden (Tab. 3.4).
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Tab. 3.4: Sequenzen der zur Immunisierung eingesetzten synthetischen Peptide. Die
pHyp-Positionen sind hervorgehoben.

Peptid Peptidsequenz Antiseren
Col-2p CGPHypGPpHypGPHypGPpHypGPHyp-NH, 2055, 2056
Col-5p CGPpHypGPpHypGPpHypGPpHypGPpHyp-NH., 2057, 2058

3.2.2 Spezifitat der polyklonalen Antiseren

Die in den Immunseren enthaltenen polyklonalen Antikorper wurden zunéchst
mittels Protein A-Affinitdtschromatographie aus den Seren isoliert und angerei-
chert. Die Spezifitit der Antikorper wurde darauthin mittels ELISA und Dot-Blot
getestet. Zur Ermittlung der Spezifitit wurde die Wechselwirkung der Antikoper
mit vier verschiedenen synthetischen Peptiden untersucht. Die Peptide waren se-
quenzhomolog, unterschieden sich aber in ihrem Phosphorylierungsgrad, d.h. in
der Anzahl phosphorylierter Hydroxyprolinreste. Tabelle 3.5 zeigt die Sequenzen
der Peptide im Uberblick.

Tab. 3.5: Sequenzen der synthetischen Peptide zur Bestimmung der Spezifitat der Anti-
seren. Die pHyp-Positionen in den Sequenzen sind hervorgehoben.

Peptid Peptidsequenz

Col-0p GPHypGPHypGPHypGPHypGPHyp-NH,

Col-1p GPHypGPHypGPpHypGPHypGPHyp-NH,
Col-2p GPHypGPpHypGPHypGPpHypGPHyp-NH.,
Col-5p GPpHypGPpHypGPpHypGPpHypGPpHyp-NH,

Zunichst wurden die Antiseren hinsichtlich ihrer Spezifitit mittels ELISA unter-
sucht. Von den vier untersuchten Seren zeigte Antiserum 2055 die geringste Spe-
zifitdt. Die Peptide wurden unabhingig vom Phosphorylierungsgrad nahezu glei-
chermaflen gut erkannt. Die Antikorper dieses Serums wechselwirkten offensicht-

lich mit dem in allen vier Peptiden gleichermallen vorkommenden Gly-Pro-Hyp-
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Motiv. Die Antiseren 2056 und 2057 zeigten zwar eine Priferenz fiir Sequenzen,
die Phosphohydroxyprolin enthielten, doch wurde das unphosphorylierte Peptid
ebenfalls erkannt. Somit waren die Antiseren 2055, 2056 und 2057 wegen ihrer
Kreuzreaktivitit mit dem unphosphorylierten Peptid fiir die Suche nach Phospho-

hydroxyprolin ungeeignet.

Das Antiserum 2058 zeigte hingegen eine hohe Spezifitit fiir die phosphorylierten
Peptide. Diese wurden entsprechend ihres Phosphorylierungsgrades, d.h. gemal3
der Anzahl der phosphorylierten Hydroxyprolinreste erkannt. Im gesamten beo-
bachteten Konzentrationsbereich wurde das Peptid mit fiinf Phosphohydroxypro-
linresten am besten erkannt, dann das Peptid mit zwei Phosphohydroxyprolin-
resten, gefolgt von dem Peptid mit einem Phosphohydroxyprolinrest. Das unphos-
phorylierte Peptid wurde unabhéngig von der Antigenkonzentration nicht erkannt.
Dies lieB den SchluB3 zu, da8 im Falle des Antiserums 2058 das Gly-Pro-Hyp-
Motiv der Peptidsequenz fiir die Epitoperkennung keine Rolle spielte. Antiserum
2058 benotigte demnach fiir die Erkennung seines Epitops mindestens eine

phosphorylierte Aminosédureseitenkette (Abb.3.7).

Der ELISA-Test zeigte zwar, da3 Antiserum 2058 mindestens eine phosphorylier-
te Aminoséureseitenkette zur Erkennung seines Epitops bendtigte, lieB3 aber offen,
ob die Detektion spezifisch war fiir einen Phosphohydroxyprolinrest, oder ob dar-
iber hinaus eine Kreuzreaktivitit zu anderen Phosphoaminoséuren bestand. Zur
Kldrung dieser Frage wurden weitere Peptide synthetisiert, die in ihrer Sequenz
den schon bekannten Peptiden mit dem wiederholten Gly-Pro-Hyp-Motiv entspra-
chen, in denen aber ein Phosphohydroxyprolinrest durch einen anderen Phospho-
aminoséurerest (pSer, pThr, pTyr) substituiert wurde. Geklart werden muBte zu-
dem noch die Frage, ob ein Phosphohydroxyprolinrest auch in anderer Sequenz-
umgebung durch das Antiserum 2058 detektiert wird. Dazu wurde ein Peptid syn-
thetisiert, in dem ein Phosphohydroxyprolinrest in einer vollig anderen Sequenz-
umgebung vorlag. Da das Antiserum bei geeigneter Spezifitit zur Detektion von
Phosphohydroxyprolin in isolierten Proteinen mittels Western-Blot eingesetzt
werden sollte, erfolgten die Tests zur genaueren Spezifitdtsbestimmung mittels
Dot-Blot. Beim Dot-Blot wird das Antigen auf eine Nitrocellulose-Membran auf-
getragen, so wie auch beim Western-Blot das Antigen auf einer Nitrocellulose-

Membran vorliegt.
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Abb. 3.7: ELISA: Die Spezifitat der polyklonalen Antiseren 2055 (A), 2056 (B), 2057 (C)
und 2058 (D) gegen die vier synthetischen Peptide mit unterschiedlichem Phosphorylie-
rungsgrad.
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Die Ergebnisse des Dot-Blots bestitigten die Ergebnisse des ELISA-Tests zur
Spezifitit des Antiserums 2058. Die Phosphohydroxyprolin enthaltenden Sequen-
zen wurden abhingig von der Anzahl ihrer Phosphohydroxyprolinreste unter-
schiedlich stark detektiert. Am stirksten wurde das Peptid mit fiinf Phospho-
hydroxyprolinresten erkannt, schwécher das Peptid mit zwei Phosphohydroxypro-
linresten und am wenigsten stark das Peptid mit nur einem Phosphohydroxypro-
linrest. Das unphosphorylierte Peptid wurde nicht detektiert. Ebenfalls nicht de-
tektiert wurden die Peptide mit gleicher Sequenzumgebung, aber einer anderen
Phosphoaminosdure statt Phosphohydroxyprolin. Das Antiserum 2058 erkannte
also ausschlieBlich Phosphohydroxyprolinreste. Im Dot-Blot-Experiment wurde
auch das Peptid BCB2 erkannt, in dessen Sequenz ein Phosphohydroxyprolin in
einer ginzlich anderen Sequenzumgebung eingebaut wurde. Die Summe der Ein-
zelergebnisse zeigte, dal das Antiserum 2058 spezifisch einen Phosphohydro-
xyprolinrest unabhingig von seiner flankierenden Sequenzumgebung erkennen
konnte (Abb. 3.8).

Blot Peptid Peptidsequenz
@® Col-5p | GPpHypGPpHypGPpHypGPpHypGPpHyp-NH,
. Col-2p | GPHypGPpHypGPHypGPpHypGPHyp-NH,

Col-1p | GPHypGPHypGPpHypGPHypGPHyp-NH,

Col-0p | GPHypGPHypGPHypGPHypGPHyp-NH,

BCB2 KDNSDFGApHypLPQVQSVR-NH,

Col-pS | GPHypGPHypGPpSerGPHypGPHyp-NH,

Col-pT | GPHypGPHypGPpThrGPHypGPHyp-NH,

Col-pY | GPHypGPHypGPpTyrGPHypGPHyp-NH,

Abb. 3.8: Dot-Blot: Spezifitdt des polyklonalen Antiserums 2058 gegenlber synthetischen
Peptiden. Aufgetragen wurden je Spot 2 x 0,5 ul Peptidldsung (1 pg/ul). Rechts neben
dem Blot ist jeweils die Bezeichnung und die Sequenz des aufgetragenen Peptides an-
gegeben.
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3.2.3 Untersuchung von Kollagenen mit dem pHyp-spezifischen Antiserum

Das Phosphohydroxyprolin-spezifische Antiserum 2058 ermdglichte es, die mit-
tels massenspektrometrischer Phosphoaminosdureanalyse untersuchten Kollagene
noch einmal im Dot-Blot-Verfahren zu iiberpriifen. Neben den vier Kollagenen
vom Typ III, VI, VII und VIII, die in saurem Millieu 16slich sind, wurden auch
noch die ebenfalls kommerziell erhiltlichen Kollagen-Typen I, Il und V getestet.
Diese Kollagen-Typen waren in wiéssriger Umgebung nur sehr schlecht 16slich.
Selbst unter denaturierenden Bedingungen (Reduktion der Disulfidbriicken mit
DTT, 95°C fiir 5 Minuten) und Zugabe von 30% v/v Acetonitril gingen allenfalls
geringe Anteile des Proteins in Losung. Auf der Blot-Membran (Nitrocellulose)
waren daher an den Auftragspositionen der Kollagen-Typen I, II und V helle
Spots erkennbar, die auf ausgefallenes Protein hinwiesen. Fiir eine Erkennung der
Kollagen-Typen I, IT und V durch das pHyp-spezifische Antiserum 2058 fanden
sich keine Hinweise. Sollte in diesen Kollagenen dennoch Phosphohydroxyprolin
vorhanden sein, so wurde es mdglicherweise nicht von den Antikdpern erkannt,
weil diese Kollagene mutmaBlich nach wie vor in tripelhelikaler Struktur auf der
Membran vorlagen. Sehr schwach erkennbar war eine Reaktion im Falle der Kol-
lagen-Typen III und VII. Deutlich stirker war die Reaktion des pHyp-
spezifischem Antiserums mit den Kollagen-Typen VI und VIII (Abb. 3.9).

Blot Kollagen-Typ

Kollagen |

Kollagen Il

Kollagen Il

Kollagen V

Kollagen VI

Kollagen VII

Kollagen VIl

Abb. 3.9: Dot-Blot (Chemolumineszenz): Untersuchung verschiedener Kollagen-Typen
mit dem Phosphohydroxyprolin-spezifischen Antiserum 2058. Aufgetragen wurden je
Spot 2 x 2 ul Kollagenlésung (5 pg/ul).
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Vergleicht man die Ergebnisse der Phosphoaminosidureanalyse mittels ESI-MS
mit dem Dot-Blot, bestitigen sich die Ergebnisse der beiden voneinander unab-
hingigen Methoden gegenseitig. Dies gilt insbesondere fiir Kollagen-Typen VI
und VIII — hier finden sich mit beiden Methoden Hinweise auf das Vorhandensein

von Phosphohydroxyprolin.

Nach den bis dahin vorliegenden Ergebnissen war es naheliegend, besonders Kol-
lagen VI und Kollagen VIII massenspektrometrisch mittels ESI-MS/MS zu unter-
suchen. Erste Messungen, mit dem Ziel, das Phosphohydroxyprolin auch in der
Aminosduresequenz nachzuweisen und so Auskunft iiber die Position der
Phosphorylierung des Hydroxyprolins zu erhalten, zeigten jedoch schon bald, daf3
dies so nicht moglich war. Die Ursache hierfiir liegt in den strukturellen Beson-

derheiten des Kollagens begriindet.

Die tripelhelikale Struktur grofer Bereiche der Kollagenmolekiile reduziert deren
Spaltbarkeit durch proteolytische Enzyme drastisch. Auch eine Vorbehandlung
mit Kollagenasen, den einzigen Enzymen, die Kollagenketten in kleinere Einhei-
ten spalten konnen, brachte keine Verbesserung einer nachfolgenden Trypsin-
Spaltung. Die Aufspaltung eines Proteins in kleinere Peptide geeigneter Grof3e,
die Messungen in einem Massenbereich ermoglichen, in denen ein Mas-
senspektrometer seine hochste Empfindlichkeit hat, ist aber die Voraussetzung fiir
seine MS/MS-Sequenzierung. Zur Hydrolyse eines Proteins ist Trypsin das geeig-
netste Enzym, weil die Produkte des Spaltprozesses, die sogenannten tryptische
Peptide, am Carboxylende stets eine basische Aminoséure tragen, damit gut ioni-
sierbar und fiir die Massenspektrometrie besonders geeignet sind. Trypsin schnei-
det ein Protein fiir gewdhnlich auf der Carboxylseite von Arginin oder Lysin.
Nicht aber, wenn carboxyterminal von Arginin oder Lysin eine Iminosdure in der
Proteinsequenz  folgt. In Kollagen stehen deshalb kaum geeignete
Trypsinschnittstellen zur Verfiigung, weil die tiberwiegende Zahl der Arginin-
und Lysinreste N-Terminal von Prolin oder Hydroxyprolin vorkommt. Alternative
proteolytische Enzyme eignen sich wegen ihres starken Eigenverdaus und der
deutlich schlechteren Reproduzierbarkeit des enzymatischen Proteinverdaus (ver-
glichen mit Trypsin) nicht fiir die massenspektrometrische Sequenzanalyse. Infol-

gedessen waren nur sehr wenige fiir die massenspektrometrische Analyse ver-
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wertbare Peptide zu erhalten. Dies war in keinem Versuchsansatz ausreichend fiir

eine Positionsbestimmung eventuell vorhandener Phosphorylierungsstellen.

Erschwerend kam noch hinzu, daB a) fiir einige Kollagene die Aminosdurese-
quenzen bisher nicht bekannt sind, und b) wenn sie bekannt sind, dann auf Nuk-
leinsduresequenzdaten beruhen und infolgedessen nur Prolinpositionen bekannt
sind, aber noch unbekannt ist, ob es sich um ein Hydroxyprolin handeln kdnnte.
Dies zu iiberpriifen, bringt eine weitere Schwierigkeit mit sich: Hydroxyprolin in
einer de novo-Sequenzierung der Aminosauresequenz mittels MS/MS-Messungen
zweifelsfrei zu identifizieren ist oft nicht moglich, da sich die monoisotopische
Masse von Hydroxyprolin (113,05 Da) nur wenig von der monoisotopischen Mas-
se von Leucin/Isoleucin (113,08 Da) unterscheidet. Bei der Sequenz-Analyse
kommt noch hinzu, daB3 die repetitive Abfolge des Sequenzmotifs Gly-X-Y und
der hohe Anteil von Prolin und Hydroxyprolin in den Positionen X und Y die Zu-

ordnung zu einem bestimmten Sequenzabschnitt oft nicht moglich macht.

Aus den genannten Griinden wurde die Fokussierung auf Kollagene aufgegeben
und in einem breiteren Ansatz wurde mit dem Phosphohydroxyprolin-spezifischen
Antiserum auch nach anderen potentiell Phosphohydroxyprolin-enthaltenden Pro-

teinen gesucht.

3.2.4 Untersuchung von Gewebeprotein mit pHyp-spezifischem Antiserum

Fiir die Proteinpriparation wurden Gewebetypen ausgewdhlt, in denen sich auch
Kollagene vom Typ VI und VIII finden. Dadurch sollte eine Vergleichbarkeit zu
den bisherigen Ergebnissen ermdglicht werden. Es wurden Herz, Aorta und Au-
gen von insgesamt sechs adulten Ratten prépariert. Herz und Aorta gelten als
reich an den Kollagen-Typen III und VI. Kollagen VIII findet sich besonders in
der Descemet-Membran des Auges, aber auch in den Zellen des Endothels. Auf
eine spezielle Kollagenpriaparation wurde aber verzichtet. Statt dessen wurden die
l16slichen Proteine aus den jeweiligen Geweben isoliert und weiter untersucht.
Damit war die Moglichkeit gewahrt, auch in anderen Proteinen, abseits der Kolla-

genfamilie, potentielle Kandidaten mit Phosphohydroxyprolin zu finden. Die Iso-
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lierung der Proteine aus dem Gewebe erfolgte stets unter besonderer Beriicksich-

tigung des Erhalts posttranslationaler O-Phosphate.

Nach der Proteinpréparation aus den drei Gewebetypen Herz, Aorta und Auge
sollte zunéchst ein Dot-Blot Aufschlu3 dariiber geben, ob sich mit dem pHyp-
spezifischen Antiserum ein Hinweis auf Phosphohydroxyprolin in den isolierten
Proteinen findet. Bei allen aus den Geweben isolierten Proteinfraktionen zeigte
sich eine deutliche Reaktion mit dem pHyp-spezifischen Antiserum. Am stirksten
ausgeprdagt war die Reaktion mit den Proteinproben aus Herz und Auge, etwas
schwécher die Reaktion mit der Proteinprobe aus der Aorta. Kollagen VIII wurde
in diesem Dot-Blot als Referenzprobe eingesetzt. Die Intensitit der Reaktion des
Antiserums mit jeder der Gewebeproteinproben war starker als die Reaktion des
Antiserums mit Kollagen VIII (Abb. 3.10).

Blot Gewebe
@ Herz
® Aorta
®) Auge
Kollagen VIII

Abb. 3.10: Dot-Blot: Nachweis von Phosphohydroxyprolin mit dem Antiserum 2058 in
Gewebeproteinen. Aufgetragen wurden je Spot 2 x 2 pl Proteinlésung (5 pg/ul). Rechts
neben dem Blot ist das Gewebe angegeben, aus dem die Proteine isoliert wurden. Kolla-
gen VIl wurde als Referenzprobe aufgetragen, ebenfalls 2 x 2 ul Proteinlosung (5 pg/ul).

3.2.5 Nachweis von Phosphohydroxyprolin mittels Western-Blot

Zur ndheren Charakterisierung der Proteine wurde je 100 pug Protein aus den Ge-
webepriparationen gelelektrophoretisch nach dem Molekulargewicht getrennt.
Eine SDS-PAGE mit einem Acrylamid-Gradienten von 5-18% fiihrte zu einer
guten Trennung der Proteine in distinkte Banden (Abb. 3.11 A). Dabei zeigte sich
bei den Proben aus Herz und aus Auge ein dhnliches Bandenmuster. Das Ban-
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denmuster der Aorta-Probe unterschied sich deutlich von den beiden anderen.
AnschlieBend wurden die Proteine aus dem Gel elektrophoretisch auf eine Nitro-
cellulose-Membran iibertragen und es wurde mittels Western Blot untersucht, ob
sich mit dem pHyp-spezifischen Antiserum ein Hinweis auf Phosphohydroxypro-
lin in den isolierten Proteinen finden liee (Abb. 3.11 B).

SDS-PAGE Western Blot
Herz Aorta Auge Herz Aorta Auge
A B

97 kDa —p

66 kDa —p

45kDa —p

31 kDa —p

= @
21kDa —p . —
14 kDa —»

Abb. 3.11: A) SDS-PAGE und B) Western-Blot: Je 100 ug Protein aus Herz, Aorta und
Auge wurden in einem Gradientengel (5-18%) getrennt und mit Coomassie angefarbt (A),
bzw. mit pHyp-spezifischem Antiserum markiert (B).

Es zeigten sich mehrere markannte Banden im Molekulargewichtsbereich zwi-
schen 20 und 30 kDa bei den aus Herz und Augen priparierten Proteinen. Bei den

aus Aorta-Gewebe isolierten Proteinen zeigten sich keine so deutlich markierten
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Banden. Die im Western Blot markierten Banden lieBen sich entsprechenden
Banden im Gel zuordnen. Andere, im Gel durch Coomassie dhnlich intensiv ange-
farbte Banden, wurden im Western Blot nicht markiert. Dieser Umstand wies auf
eine spezifische Wechselwirkung des Antiserums mit Phosphohydroxyprolin in

den markierten Proteinbanden hin.

3.2.6 Western-Blot nach enzymatischer Dephosphorylierung

Zur Verifizierung des Western Blots mit dem Phosphohydroxyprolin-spezifischen
Antiserum wurde die Auswirkung einer Vorbehandlung der Proteine mit zwei
unterschiedlichen Phosphatasen untersucht. Dazu wurden a) je 1 mg der Proteine
aus Herz, Aorta und Auge mit je 50 Units der Serin/Threonin-Proteinphosphatase
Calcineurin und b) je 1 mg der Proteine aus Herz, Aorta und Auge mit je 10 Units
Alkalischer Phosphatase behandelt. Je 100 ug der auf diese Weise vorbehandelten
Proteine wurden mittels SDS-PAGE (5-18%) nach ihrem Molekulargewicht ge-
trennt. Zum Vergleich wurden je 100 pg unbehandelte Proteine aus Herz, Aorta
und Auge untersucht. Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine wiederum auf
eine Nitrocellulose-Membran geblottet und mit dem Phosphohydroxyprolin-

spezifischen Antiserum behandelt.

Der Vergleich der Bandenmuster des Western-Blots zeigte keinerlei Unterschiede
zwischen den unbehandelten Proteinen und denen, die mit Calcineurin vorbehan-
delt wurden. Ganz anders bei den Proteinen, die mit Alkalischer Phosphatase vor-
behandelten wurden. Bei diesen Proben wurden durch das Phosphohydroxyprolin-
spezifische Antiserum keine Proteine erkannt (Abb. 3.12). Dieses Ergebnis 143t
nur den SchluB zu, dal das Serin- und Threonin-spezifische Calcineurin die
Phosphohydroxyprolinreste nicht dephosphorylieren konnte, aber die unspezifisch
alle O-Phosphate angreifende Alkalische Phosphatase die Phosphohydroxyprolin-
reste dephosphoryliert hat und die verbliebenen Hydroxyprolinreste in den Protei-
nen durch das Phosphohydroxyprolin-spezifische Antiserum nicht erkannt wur-

den.
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Vorbehandlung mit

unbehandelt Calcineurin Alk. Phosphatase
Herz Aorta Auge Herz Aorta Auge Herz Aorta Auge

97 kDa —p

66 kDa —p

45 kDa —»

31kDa —p ~ '

= - — W
21 kDa —p o - |
14 kDa —p

Abb. 3.12: Western Blot mit pHyp-spezifischem Antiserum: Je 100 ug Protein aus Herz,
Aorta und Auge wurden aufgetragen. Die drei linken Proben waren unbehandelte Protei-
ne, die drei mittleren Proben wurden mit Calcineurin und die drei rechten Proben wurden
mit Alkalischer Phosphatase vorbehandelt.

3.3 Nachweis von Phosphohydroxyprolin in a-Kristallin A
3.3.1 Identifizierung der Phosphohydroxyprolin enthaltenden Proteine

Die sieben markantesten Banden im Molekulargewichtsbereich zwischen 20 und
30 kDa aus Herz und Auge, die im Western-Blot von dem Phosphohydroxyprolin-
spezifischen Antiserum detektiert wurden, konnten gut Banden im Coomassie-
gefarbten Polyacrylamid-Gel zugeordnet werden. Die entsprechenden Banden
wurden aus dem Gel ausgeschnitten, mit Trypsin im Gel gespalten und die daraus
resultierenden Peptide zur Identifizierung mittels ESI-MS/MS sequenziert. Vor
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den Messungen wurden die Peptide mittels C;s-RP-Chromatographie von allen
storenden Salzen befreit. AuBerdem wurden sie auf diese Weise angereichert, um
ihre Konzentration in der MeB-Losung zu erhdhen. Zur Verringerung der Kom-
plexitdt der Massenspektren wurden die Peptide in mehreren Stufen mit sukzessiv
ansteigendem Methanol-Anteil im Losungsmittel (10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%) von dem C;g-RP-Material eluiert.

In allen sieben der untersuchten Banden fanden sich Proteine der Kristallin-
Familie. Abbildung 3.13 zeigt, welche Proteine dem Bandenmuster des Western
Blots zugeordnet werden konnten. Sowohl in den aus Herz als auch den aus Au-
gen préiparierten Proteinen konnten [-Kristallin B2, B-Kristallin A4 und
a-Kristallin B identifiziert werden. In einer weiteren Bande der aus Augen prépa-

rierten Proteinen wurde a-Kristallin A identifiziert.

Herz Aorta Auge

o-Kristallin B
| — ol

B-Kristallin B2 ._ r B-Kristallin B2
B-Kristallin A4 %E : . < T BKristallin A4
a-Kristallin B — <«

o-Kristallin A

Abb. 3.13: Identifizierung der von dem pHyp-spezifischen Antiserum detektierten Banden.
Die dazu korrespondierenden Proteine aus der SDS-PAGE wurden mittels ESI-MS/MS-
Sequenzierung identifiziert.
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3.3.2 Identifizierung einer Sequenzposition von Phosphohydroxyprolin

Die o-Kristallin A-Bande aus der Augenpriparation war im Coomassie-gefarbten
Gel deutlich erkennbar angefarbt und auch das Phosphohydroxyprolin-spezifische
Antiserum reagierte im Western-Blot stark mit dieser Bande. Zudem kam ihr ein
gewisses Alleinstellungsmerkmal zu, da sie nur in der Augenprdparation, nicht
aber in der Herzpriparation von dem Antiserum erkannt wurde (Abb.3.13). Fiir
die Identifizierung und genaue Lokalisation von Phosphohydroxyprolin in der
Proteinsequenz wurde deshalb zuerst a-Kristallin A aus den Augen untersucht.

Die massenspektrometrischen Analysen der mit 30% Methanol eluierten Peptide
(RP-HPLC nach Trypsin-Spaltung) ergaben die Spektren mit den deutlichsten
Signalen. Im MS-Spektrum der 30%-Fraktion zeigten sich auch charakteristische
Signale, die auf eine Hydroxylierung und Phosphorylierung eines Peptides hin-
wiesen. Bei einer Hydroxylierung ist eine Massenzunahme von 16 Da und bei
einer Phosphorylierung eine Massenzunahme von 80 Da die Folge. Im MS-
Spektrum der 30%-Fraktion traten die fiir beide Modifikationen typischen Mas-
sendifferenzen auf (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: MS-Spektrum von a-Kristallin A nach Trypsin-Spaltung. Die markierten Signa-
le der [M+2H]2+- und der [M+H]"-lonen weisen mit ihren charakteristischen Massendiffe-
renzen auf eine mogliche Hydroxylierung und Phosphorylierung eines der Peptide hin.



72 ERGEBNISSE

Die Massendifferenz mit A = 16 Da zwischen den beiden einfach geladenen
[M-+H]"-Tonen mit m/z = 1007,53 und m/z = 1023,53 und die Massendifferenz mit
A = 8 Da zwischen den korrespondierenden doppelt geladenen [M+2H]* -Ionen
mit m/z = 504,27 und m/z = 512,27 wies auf eine Hydroxylierung hin. Die Mas-
sendifferenz mit A = 80 Da zwischen den [M+H] -Ionen mit m/z = 1023,53 und
m/z = 1103,49 und die Massendifferenz mit A = 40 Da zwischen den korrespon-
dierenden [M+2H]*'-Ionen mit m/z = 512,27 und m/z = 552,25 wies auf eine
Phosphorylierung hin (Abb 3.15).

Um diesen Hinweisen nachzugehen, wurden MS/MS-Messungen zur Sequenzie-
rung der Peptide durchgefiihrt. Wegen der hoheren Signalintensitdt wurden die
drei [M+2H]*"-Ionen fiir die MS/MS-Messungen ausgewihlt. Sollte es sich bei
den drei Ionen um ein Peptid in drei Modifikationszustdnden (unmodifiziert, hy-
droxyliert und phosphoryliert) handeln, wére es bei ausreichender Qualitdt der

Spektren mdglich, den Ort der Modifikation in der Sequenz genau zu lokalisieren.

Aus allen dret MS/MS-Messungen resultierten Spektren, in denen sich die y-Serie
der Fragment-lonen vollstindig verfolgen lie. Der Abstand zwischen zwei Frag-
ment-lonen einer Serie entspricht der Masse der jeweiligen Aminosédure in der
Peptidsequenz. Bei dem [M+2H]*"-Ton mit m/z = 504,27 handelt es sich um ein
Peptid mit der Sequenz ALGPFYPSR, einer Teilsequenz aus a-Kristallin A, wie
sie nach einer Trypsinspaltung zu erwarten ist (Abb. 3.16). Die MS/MS-Spektren
der [M+2H]*"-Tonen mit m/z = 512,27 (Abb. 3.17 ) und m/z = 552,25 (Abb. 3.18)
zeigen trotz der abweichenden Masse der Vorldufer-lonen dieselbe Aminosdure-
sequenz aus a-Kristallin A wie das MS/MS-Spektrum von m/z = 504,27.

Die Massendifferenzen werden durch die Modifikationen der Aminosdureseiten-
ketten hervorgerufen. Beim [M+2H]*"-Ion mit m/z = 512,27 ist ein Prolin durch
ein Hydroxyprolin substituiert (ALGHypFYPSR) und im Falle des [M+2H]*"-
Ions mit m/z = 552,25 ist ein Phosphohydroxyprolin in die Sequenz integriert
(ALGpHypFYPSR).
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Abb. 3.15: Ausschnitte aus dem MS-Spektrum von a-Kristallin A. A) zeigt die Signale der
[M+2H]**-lonen mit m/z = 504,27, m/z = 512,27 und m/z = 552,25 und B) die Signale der
[M+H]*-lonen mit m/z = 1007,53, m/z = 1023,53 und m/z = 1103,49. Die Massendifferen-
zen sind charakteristisch fir die Hydroxylierung (A = 8 Da, bzw. A = 16 Da), bzw. Phos-
phorylierung (A = 40 Da, bzw. A = 80 Da) des Peptides.
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Abb. 3.18: MS/MS-Spektrum des [M+2H]2+—Ions mit m/z = 552,25.

Die Sequenz von a-Kristallin A (Rattus norvegicus) ist bekannt. Sie umfaf3t insge-
samt 173 Aminosduren (NCBI-Datenbank gi|117369) und ist nachfolgend ange-
geben. Die Sequenz ALGPFYPSR entspricht den Aminoséuren 13 bis 21 der Se-
quenz. Sie sind im Fettdruck hervorgehoben. Das rote P zeigt die Position des
Prolins, das auch in modifizierter Form als Hydroxyprolin und Phosphohydro-

xyprolin nachgewiesen werden konnte.

MDVTIQHPWFKRALGPFYPSRLFDQFFGEGLFEYDLLPFLSSTISPYYROQ
SLFRTVLDSGISEVRSDRDKEVIFLDVKHFSPEDLTVKVLEDEFVETHGKH
NERQDDHGYISREFHRRYRLPSNVDQSALSCSLSADGMLTEFSGPKVQSGL
DAGHSERATPVSREEKPSSAPSS

In den MS/MS-Spektren der drei Peptide lie sich die vollstindige y-Serie der
Fragment-lIonen beobachten. Bei der y-Serie erfolgen die Fragmentierungen an
den Peptidbindungen zwischen dem carboxyterminalen C-Atom und dem amino-
terminalen N-Atom. Die Vollstidndigkeit der y-Serie in den MS/MS-Spektren er-

leichterte den direkten Vergleich der drei Peptidsequenzen.
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Abb. 3.19: Vergleich der drei MS/MS-Spektren der Peptide mit m/z = 504,27, m/z =
512,27 und m/z = 552,25. Gezeigt ist die Massenverschiebung in der y-Serie, verursacht
durch die Modifikation des Prolins (zu Hydroxyprolin), bzw. Hydroxyprolins (zu Phospho-
hydroxyprolin).

Die Fragment-lonen y; bis einschlieBlich ys sind bei den drei Peptiden identisch.
Die posttranslationale Modifikation des Prolins zeigt sich in den jeweiligen Mas-
sendifferenzen zwischen den Fragment-Ionen ys und ys. Die auf das ye-lon nach-
folgenden Fragment-lonen verschieben sich entsprechend zu héheren m/z-Werten
(Abb. 3.19).

Die nachgewiesenen Massenverschiebungen zur unmodifizierten Sequenz belegen
sowohl die Hydroxylierung als auch die Phosphorylierung des Prolins in der Se-
quenz von o-Kristallin A. Dies ist die erste Identifizierung von Phosphohydro-
xyprolin in der Sequenz eines Proteins. Das Protein a-Kristallin A lag in dieser
Gewebeprobe parallel in drei unterschiedlichen Strukturzustinden vor, die sich an
einer einzigen Sequenzposition durch posttranslationale Modifikationen manifes-

tiert haben miissen.
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An den MeBergebnissen ist auBerdem die hohe Signalintensitit der modifizierten
Peptide im Verhiltnis zu dem Peptid mit nicht modifizierter Sequenz bemerkens-
wert. Das heil3t, dal zumindest in dieser Probe der Anteil der modifizierten Se-

quenz in dhnlicher GréBenordnung vorkam wie die nicht modifizierte Sequenz.

Alleine die hier nachgewiese Modifikation des Prolins {iber Hydroxyprolin zu
Phosphohydroxyprolin illustriert die Bandbreite der Variationsmoglichkeiten, die

sich durch die posttranslationalen Modifikationen von Proteinen ergibt.
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4 DISKUSSION

4.1 Phosphohydroxyprolin ist eine proteinogene Aminosaure

Phosphohydroxyprolin konnte im Rahmen der Untersuchungen zu dieser Arbeit
erstmalig als proteinogene Aminosdure nachgewiesen und seine exakte Position in
der Sequenz des Proteins a-Kristallin A massenspektrometrisch identifiziert wer-

den.

Bei Phosphohydroxyprolin handelt es sich um die Modifikation der Aminoséure,
genauer der Iminosdure Hydroxyprolin, die ihrerseits erst durch postranslationale
Modifikation von Prolin entsteht. Das Prolin wird also zuerst durch eine Hydroxy-
lase zum Hydroxyprolin modifiziert und nachfolgend durch einen noch nicht be-
kannten Mechanismus weiter zu Phosphohydroxyprolin umgewandelt. Auch das
Vorkommen von Hydroxyprolin in a-Kristallin A war bisher unbekannt. Neben
dem oa-Kristallin A mit Prolin in der Sequenz, konnte sowohl die einfach modifi-
zierte Variante mit Hydroxyprolin als auch die weitermodifizierte Variante mit

Phosphohydroxyprolin nachgewiesen werden.

Dartiiber hinaus fanden sich noch Hinweise auf Phosphohydroxyprolin in einem
weiteren Protein, Kollagen VIII. Diese Hinweise beruhen sowohl auf der Detekti-
on mit einem Phosphohydroxyprolin-spezifischen polyklonalen Antikorper, als
auch auf einer massenspektrometrischen Phosphoaminoséureanalyse nach partiel-
ler Hydrolyse des Kollagens. Eine Bestdtigung auf der Ebene der Proteinsequenz
und damit auch die genaue Lokalisierung des Phosphohydroxyprolins in der Kol-
lagensequenz war in diesem Fall aber nicht moglich, da die besondere Primaér-
und Sekundirstruktur des Kollagens eine massenspektrometrische Sequenzierung

weitgehend unmoglich macht.

Nach der Identifizierung von proteinogenem Phosphohydroxyprolin stellt sich die
Frage nach Funktion und Bedeutung der posttranslationalen Phosphorylierung von

Hydroxyprolin.
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Die Proteinphosphorylierung ist ein ubiquitérer zelluldrer ProzeB3, der die Struktur
und damit auch die Eigenschaften eines Proteins verdndert. Sie ist deshalb weit
mehr als bloBe Dekoration. Sie kann bei einem Protein dessen Aktivitétsstatus und
Funktion bestimmen, indem die Interaktion mit Proteinen und auch anderen Mak-
romolekiilen unmittelbar beeinflult wird. Trotz ihrer groen Bedeutung ist aber
(1) bei vielen Proteinphosphorylierungen die genaue Funktion noch nicht voll-
standig aufgeklért, (2) sind einige zwar bekannt, aber noch nicht eingehender un-
tersucht, und (3) einige wenige, ,,exotischere® Moglichkeiten bisher noch kaum
oder gar nicht bekannt. In die letztgenannte Gruppe ist auch die Phosphorylierung
des Hydroxyprolins einzuordnen.

Uberhaupt finden sich bisher in nur zwei Publikationen Hinweise auf Phospho-
hydroxyprolin als proteinogene Aminoséure [14, 30]. Eine Sequenzposition fehlte
bisher noch vollig. Fiir die geringe Prasenz von Phosphohydroxyprolin in der Rei-
he der bekannten Phosphohydroxyaminosduren oder O-Phosphate lassen sich ver-
schiedene biologische und auch methodologische Griinde anfiihren. So ist in der
iiberwiegenden Zahl der Félle das unphosphorylierte Protein wesentlich hdufiger
als sein phosphoryliertes Gegenstiick. Neueren Schitzungen zufolge kommen
rund 30% bis 50% der Proteine einer eukaryontischen Zelle irgendwann wahrend
threr Lebensdauer als Phosphoprotein vor, aber nur 1-2% dieser fakultativen
Phosphoproteine sind zu einem distinkten Zeitpunkt phosphoryliert [76]. Zudem
sind die Phosphohydroxyaminosduren nicht alle gleich hdufig: Phosphoserin und
Phosphothreonin kommen deutlich haufiger vor als etwa Phosphotyrosin. Auch
Phosphohydroxyprolin diirfte eher selten vorkommen, schon alleine deshalb, weil
die Hydroxylierung eines Prolinrests die Voraussetzung seiner Existenz ist. Dieser
besondere Umstand macht Phosphohydroxyprolin auch aus methodologischer
Sicht zu einer Herausforderung, denn die Identifizierung und Lokalisation einer
Phosphorylierungstelle erfolgt ganz iiberwiegend durch massenspektrometrische
Analyse. Hier ist bei der Sequenzierung einer unbekannten Proteinsequenz mit
eventuell sogar noch unbekannten Gensequenz als Vergleichsmoglichkeit die Ge-
fahr einer Verwechslung von Hydroxyprolin mit den nahezu massegleichen Ami-
nosduren Isoleucin und Leucin gegeben. Weiterhin beriicksichtigen die géngigen
Algorithmen zur Sequenzdatenbankrecherche zwar die Moglichkeit der Hydroxy-
lierung eines Prolinrests, nicht aber die nachgeordnete Phosphorylierung des Hy-

droxyprolins. Bedenkt man dann noch, daB phosphorylierte Proteine bzw.
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Phosphopeptide wegen ihrer zusétzlichen negativen Ladung bei der mas-
senspektrometrischen Analyse oft diskriminiert werden, ist es nachvollziehbar,
weshalb Phosphohydroxyprolin nicht viel frither oder héufiger in den Fokus der
Pro-

teinphosphorylierung geriet.

Phosphohydroxyprolin wurde bei allen vorangegangenen Untersuchungen zur
Proteinphosphorylierung bisher keine Bedeutung beigemessen, bzw. blieb die
Moglichkeit der Proteinphosphorylierung am Hydroxyprolinrest sogar weitgehend
unberiicksichtigt. Entsprechend liegen noch keinerlei Daten vor, die iiber die blo-
Be Existenz des Phosphohydroxyprolins hinaus Auskunft geben konnten. Vollig
ungeklért ist deshalb noch die Bedeutung der Phosphorylierung von Hydroxypro-
lin, sowie wann und unter welchen Umstinden dieser Prozel} stattfindet, wie hau-
fig er ist, ob es sich um einen normalen physiologischen Vorgang handelt, oder ob
er pathogener Natur ist und dergleichen mehr. Antworten hierauf werden erst
kiinftige Untersuchungen liefern koénnen, doch sollen im Nachfolgenden einige
Aspekte diskutiert werden, die mit den noch offenen Fragen nach Funktion und

Bedeutung in direktem Zusammenhang stehen konnten.

4.2 Konfiguration des nachgewiesenen Phosphohydroxyprolins

Sollte bei dem in a-Kristallin A nachgewiesenen Phosphohydroxyprolin bzw. dem
ithm zugrundeliegenden Hydroxyprolin die gleiche Hydroxylase fiir die Hydroxy-
lierung des Prolinrests in Frage kommen, die auch in Kollagenen bestimmte Pro-
linreste hydroxyliert, dann mul3 aufgrund der Analogie davon ausgegangen wer-
den, daB es sich im vorliegenden Fall um ein trans-3-Hydroxyprolin handelt. Das
148t jedenfalls die Stellung des betreffenden Prolins carboxyterminal von Glycin

vermuten.

In Kollagenen ist trans-3-Hydroxyprolin die weitaus seltenere Variante gegeniiber
dem hiufigeren trans-4-Hydroxyprolin. Wéahrend das Vorkommen von trans-4-
Hydroxyprolin in Kollagen und auch noch einigen anderen Proteinen bekannt ist,
hat man trans-3-Hydroxyprolin bisher ausschlieBlich in Kollagen nachgewiesen.

Deshalb ist der Hinweis auf die frans-3-Konfiguration des Hydroxyprolins (und
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damit auch des Phosphohydroxyprolins) in a-Kristallin A ebenso ein Novum wie

der Nachweis des Phosphohydroxyprolins als proteinogene Aminoséure.

Der Gehalt von trans-4-Hydroxyprolin weist oft nur relativ kleine Unterschiede in
den verschiedenen Untergruppen des Kollagens einer Art auf, dagegen variiert der
Gehalt von tramns-3-Hydroxyprolin deutlich. In Kollagen kommt trans-4-
Hydroxyprolin in der Yaa-Position der repetitiven [Gly-Xaa-Yaa],-Sequenz mit
einer Héufigkeit von rund 10% vor, der Gehalt von trans-3-Hydroxyprolin in
Xaa-Position liegt unter 2%. Der Anteil von trans-3-Hydroxyprolin innerhalb
eines Gewebes wird vom physiologischen oder pathologischen Zustand des Ge-
webes wesentlich beeinfluflt. Das frans-4-Hydroxyprolin in der Yaa-Position
kommt in Wirbeltieren nahezu ausschlieBlich N-terminal von Glycin vor, doch
gibt es eine seltene Ausnahme von der Regel: In einigen Kollagenen und beim
Clg-Protein des humanen Komplement-Systems findet sich trans-4-

Hydroxyprolin auch N-terminal von Alanin [38].

Das Kollagen des Regenwurms unterscheidet sich grundsitzlich von dem der
Wirbeltiere. So werden iiber 90% der Prolinreste in Kollagen zu trans-4-
Hydroxyprolin modifiziert (bei Wirbeltieren sind es rund 50%) und es scheint,
daB sdmtliches trans-4-Hydroxyprolin des Regenwurmkollagens in der Xaa-
Position der repetitiven [Gly-Xaa-Yaa],-Sequenz vorliegt [77].

Beim Trematoden Fasciola hepatica fand man trans-3-Hydroxyprolin in ver-
schiedenen Sequenzen (Val-3Hyp-Asp, Val-3Hyp-Glu und Tyr-3Hyp-Tyr) einer
Cathepsin L-ihnlichen Proteinase. Da diese Sequenzen keinerlei Ahnlichkeit zu
den Kollagensequenzen aufweisen, diirfte sich die Prolyl-3-Hydroxylase dieses
Parasiten grundsétzlich von der Prolyl-3-Hydroxylase fiir das Kollagen der Wir-

beltiere unterscheiden [78].

Die aufgefiihrten Beispiele unterstreichen die Vielfalt der Sequenzumgebungen,
in denen posttranslationale Hydroxylierung am Prolin moglich ist. Hydroxyprolin
diirfte in keinem anderen Protein hidufiger vorkommen als in Kollagen, doch bele-
gen zahlreiche Beispiele, dal Hydroxyprolin auch in anderen Proteinen présent
ist. Die Entdeckung der Hydroxyprolinreste abseits von Kollagen erfolgte oft

nicht zielgerichtet, sondern war zumeist eher zufélliger Natur. Man kann deshalb
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davon ausgehen, dal} in Zukunft noch weitere Hydroxyprolinpositionen in anderen
Proteinen gefunden werden, womit auch die Moglichkeit der Identifizierung von

weiterem proteinogenem Phosphohydroxyprolin zunehmen diirfte.

4.3 Phosphohydroxyprolin-spezifische polyklonale Antikorper

Hilfreich fiir die Entdeckung weiterer Phosphohydroxyprolinreste in Proteinen ist
eine geeignete Methode zum Screening. Die Methode der Wahl ist hierbei der
immunologische Nachweis mittels spezifischer Antikdrper nach einem Western
Blot. Spezifische Antikorper gegen Phosphoserin, Phosphothreonin und Phospho-
tyrosin wurden bereits vielfach beschrieben. Wie schon in der Einleitung darge-
legt wurde, gibt es keine bekannten Antikdrper gegen Phosphoserin und Phospho-
threonin, welche die phosphorylierte Aminosédureseitenkette ganzlich unabhingig
von der Sequenzumgebung zuverldssig erkennen. Im Gegensatz dazu erlaubt die
groBere Phosphotyrosinseitenkette mit dem aromatischen Ring sehr wohl die Ge-
nerierung seitenkettenspezifischer Antikérper. Die vorliegende Arbeit zeigt nun,
daB3 auch die Generierung von Antikdpern (polyklonal) moglich ist, die spezifisch
und unabhéngig von der Sequenzumgebung die Seitenkette von Phosphohydroxy-
prolin erkennen. Insofern liegt die weiterfiihrende Entwicklung eines monoklona-
len Antikorpers gegen Phosphohydroxyprolin im Bereich des Moglichen. Damit
stlinde dann ein sensitives Werkzeug zum globalen Screening nach Phosphohy-

droxyprolin zur Verfiigung.

4.4 Moglichkeiten der Phosphorylierung von Hydroxyprolin

4.4.1 Phosphorylierung des Hydroxyprolins durch Proteinkinasen

Die Phosphorylierung von Proteinen erfolgt in den meisten Fillen durch Protein-
kinasen. Dabei wird die y-Phosphoryl-Gruppe von einem Nukleosid-Triphosphat
(z.B. ATP) auf die Aminoséureseitenkette einer Aminosdure transferiert. Die op-

positionelle Dephosphorylierung wird durch Proteinphosphatasen katalysiert.
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Ein bemerkenswertes Ergebnis sowohl der schon weitgehend abgeschlossenen als
auch der noch andauernden Sequenzierprojekte der letzten Jahre ist der hohe An-
teil von Proteinkinase- und Proteinphosphatasegenen am jeweiligen Genom. So
wurden im Genom von C. elegans mit 19.000 Genen rund 400 fiir Proteinkinasen
kodierende Sequenzen gefunden [79]. Fiir das humane Genom mit rund 25.000
Genen wurden mehr als 1100 Proteinkinasegene geschéitzt [80]. Die vorangestell-
ten Zahlen gelten allein fiir die bekannten Konsensussequenzen der Serin-
/Tyrosin-Proteinkinasesuperfamilie. Die weniger bekannten Proteinkinasen mit
distinkten Sequenzen fiir die katalytische Domine sind dabei noch gar nicht be-
riicksichtigt. Es darf davon ausgegangen werden, dall noch etliche Proteinkinasen
ihrer Entdeckung harren. Gleiches gilt fiir die Proteinphosphatasen — hier gibt es
Hinweise, die ein Verhéltnis von eins zu eins zwischen Kinasen und Phosphatasen

nahelegen [81].

Im Fall des in a-Kristallin A nachgewiesenen Phophohydroxyprolins ist eine
Phosphorylierung des Hydroxyprolins durch eine noch nicht bekannte Hydro-
xyprolin-spezifische Proteinkinase denkbar, es kann aber auch die Moglichkeit
einer unspezifischen Phosphatiibertragung durch eine Proteinkinase, die spezifisch

fiir ein anderes Substrat ist, nicht ausgeschlossen werden.

Bei fritheren Untersuchungen zur Substratspezifitit einer cAMP-abhingigen Pro-
teinkinase [15, 29] und einer Myosin-Light-Chain-Kinase (MLC-Kinase) [28]
wurden die kinetischen Parameter der Phosphorylierung verschiedener syntheti-
scher Peptidanaloga analysiert. Deren Sequenz unterschied sich in der Wahl der
potentiell zu phosphorylierenden Hydroxyaminosdure. Dabei zeigte sich, dal die
beiden untersuchten Serin-spezifischen Proteinkinasen neben dem Peptid mit ei-
nem Serinrest auch solche mit einem Threoninrest oder einem Hydroxyprolinrest
phosphorylieren konnten. Zwar erfolgte die enzymatische Ubertragung des Phos-
phats auf Hydroxyprolin deutlich langsamer und weniger effektiv als dies bei
Threonin oder Serin der Fall war, doch zeigten diese Arbeiten die prinzipielle
Moglichkeit der Phosphorylierung von Hydroxyprolin durch Serin-spezifische
Proteinkinasen. Ein Peptidanalogon mit einem isomeren D-Serin konnte hingegen
nicht auf diese Weise phosphoryliert werden [28]. Dariiber hinaus wurde auch die
Phosphorylierbarkeit der beiden Stereoisomere trans-4-Hydroxyprolin und cis-4-

Hydroxyprolin verglichen. Das Ergebnis zeigte, da3 sich cis-4-Hydroxyprolin im
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Gegensatz zum trans-4-Hydroxyprolin weder durch die cAMP-abhéngige Prote-
inkinase noch durch die MLC-Kinase phosphorylieren lief3 [28].

Andere Untersuchungen zeigten die Bedeutung der Sequenzumgebung des zu
phosphorylierenden Aminosdurerests flir die Kinetik der Phophatiibertragung
durch die MLC-Kinase [82]. Eine N-terminale Ansammlung basischer Aminosdu-
ren in definiertem Abstand zum Ort der Phosphorylierung war dabei entschei-
dend. Am giinstigsten fiir die Phophatiibertragung durch die MLC-Kinase erwies
sich die Sequenz Lys;;-Lys|;-Arg)3-Xaajs-Xaas-Arge-Xaa;7-Xaa g-Serjo; Serjg
war hierbei das Ziel der Phophatiibertragung.

Auch in der a-Kristallin A-Sequenz finden sich N-terminal nahe dem nachgewie-
senen Phophohydroxyprolin (pHypis) die basischen Aminosduren Lysin und Ar-
ginin: Lys;;-Arg;-Alajs-Leu;s-Gly s-pHypie. Ahnlich wie bei der MLC-Kinase
konnte das N-terminale Cluster basischer Aminosduren eine Vorraussetzung fiir
die Phosphorylierung des Hydroxyprolinrestes sein. In der a-Kristallin A-Sequenz
gibt es noch ein weiteres Glycin-Prolin-Sequenzmotiv (Gly;43-Projs4); hier findet
sich N-terminal aber keine basische Aminosdure in relativer Ndhe zum Prolin; .
Bei der Untersuchung des a-Kristallins A konnten keine Modifikationen des Pro-

lins;44 nachgewiesen werden.

4.4.2 Phosphorylierung durch Inositol-Pyrophosphat

Andere Untersuchungen der letzten Jahre haben noch einen alternativen Weg zur
Proteinphosphorylierung gezeigt, der ohne die Beteiligung eines phosphatiibertra-
genden Enzyms auskommt [83]. Die Schliisselmolekiile hierzu sind Inositolpy-
rophosphate. Sie erfiillen diverse biologische Funktionen, die zum Teil gut cha-
rakterisiert sind. Beispielsweise vermittelt Inositol-1,4,5-triphosphat (IP;) die
Freisetzung intrazelluldrer Calciumspeicher [84] und die Inositolpyrophosphate
Diphosphoinositolpentakisphosphat (5PP-IPs oder I1P;) und Bis-Diphospho-
inositoltetrakisphosphat ([PP],-IP4 oder IPg) sind u.a. an der Regulation von En-
dozytose [85], Chemotaxis [86] und Apoptose [87] beteiligt. Bei den Sdugern
werden Inositolpyrophosphate, wie IP7 und IPg von einer Familie dreier hochkon-
servierter Inositolhexakisphosphat-(1Ps)-Kinasen (IP6Ks) gebildet [88, 89].
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Inositolpyrophosphate enthalten besonders energiereiche Pyrophosphatbindungen.
Die bei der Hydrolyse der Pyrophosphatbindung in IP; freigesetzte Energie be-
tragt 6,6 kcal/mol [84]. Der Wert liegt damit zwischen dem der freien Standard-
energie von Adenosin-5’-diphosphat (ADP) (6,4 kcal/mol) und Adenosin-5’-
triphosphat (ATP) (7,3 kcal/mol). Die sterischen Vorgaben und die elektrostati-
sche Abstoung der benachbarten Pyrophosphate der beiden physiologischen IPs-
Isomere (4,5)[PP],-1P4 und (5,6)[PP],-IP4 weisen auf eine noch deutlich hohere
freie Standardenergie hin, als sie fiir [P; ermittelt wurde [90]. Die hohe freie Stan-
dardenergie der Inositolpyrophosphate ist ein wichtiges Indiz fiir deren Funktion
als Phosphat-Donor. Tatséchlich konnte die Phosphorylierung verschiedener eu-
karyotischer Proteine durch IP; experimentell bestitigt werden [83]. Fiir die Uber-
tragung des Phosphats scheint kein Enzym erforderlich zu sein. Bisher ist fiir die-
se Form nichtenzymatischer Phosphorylierung lediglich die Ubertragung von
Phosphat auf Serin gezeigt worden, doch kann nicht ausgeschlossen werden, daf3
dieser alternative Weg auch die Phosphorylierung anderer Hydroxyaminosduren

ermoglicht.

4.5 Mogliche Funktion von Phosphohydroxyprolin
4.5.1 Phosphohydroxyprolin in Kollagen VIl

Das Sequenzmotif Gly-Pro-Hyp ist die héufigste Tripeptidabfolge in Kollagenen.
Zugleich ist es die Sequenz, welche die Kollagenhelix am besten stabilisiert.
Wenn an Stelle von Pro und Hyp andere Aminosduren in der Sequenz vorkom-
men, beeinfluBBt dies einerseits die Stabilitit der Helix, andererseits ermoglicht
dies erst die Bindung von Kollagen an andere Proteine und Proteoglykane der
Extrazelluldrmatrix, da die Bindungen iiber die elektrostatischen und/oder hydro-
phoben Wechselwirkungen der Aminosdureseitenketten erfolgen [91]. In diesem
Zusammenhang nimmt Phosphohydroxyprolin eine Sonderstellung ein, ist es doch
die einzige Aminoséure, die getreu dem Gly-Pro-Hyp-Motif die Stabilitdt der Kol-
lagenhelix gewihrleistet und gleichzeitig eine negative Ladung an exponierter
Stelle fiir elektrostatische Interaktion zur Verfligung stellt. Moglicherweise ist

dieser besondere Umstand auch bei Kollagen VIII wichtig. In der Descemet-
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Membran, der Basalmembran der Augenhornhaut (Cornea), bildet hexagonal ver-
netztes Kollagen VIII das Gewebegrundgeriist [92]. Elektronenmikroskopische
Aufnahmen zeigen an den Verbindungsstellen hantelférmige Verkniipfungen der
Kollagenstriange. Diskutiert wird eine Beteiligung anderer Makromolekiile an die-
sen Knotenstellen des Kollagennetzes [93]. Sowohl bei der direkten Verkniipfung
der Kollagenstringe untereinander als auch bei Einbeziehung eines weiteren Mak-

romolekiils ist eine Beteiligung von Phosphohydroxyprolin denkbar.

4.5.2 Phosphohydroxyprolin in a-Kristallin A

Die Eiweilkomponenten der Augenlinse zeigen ein ungewohnlich hohes Mal} an
Stabilitdt. Die Proteine der Kristallinfamilie unterliegen wihrend der gesamten
Lebensdauer keinem Turnover und beschrinken dadurch Linsentriibungen auf ein
Minimum. Verantwortlich fiir diese Tatsache sind (i) die rdumliche Ordnung der
Proteine bei der gegebenen hohen Proteinkonzentration, (ii) die hohe intrinsische
Stabilitit der ubiquitidren und Species-spezifischen Kristalline und (iii) die Chape-

ron-Eigenschaften der a-Kristalline.

Wihrend die B/y-Kristalline eine rein strukturbildende Funktion zu {ibernehmen
scheinen, nimmt man an, dal Komplexe aus a-Kristallin A und a-Kristallin B
beschadigte Proteine vor Aggregation und Prézipitation bewahren. Untersuchun-
gen an oa-Kristallin A -/- Méusen haben ergeben, daf3 dieser Genotyp zur Etablie-
rung eines Katarakt-artigen Phénotyps fiihrt [94]. Den a-Kristallinen allgemein
wird eine Chaperon-artige Funktion zugesprochen [95, 96, 97, 98]. Die o-
Kristalline werden daher auch in die Superfamilie der small heat-shock proteins
(sHsp’s) eingeordnet [99]. Die sHsp’s binden an denaturierende Proteine (vermut-
lich im ,,molten globule state”) und verhindern dadurch deren Aggregation und
Prizipitation. Es konnte gezeigt werden, daB a-Kristalline in vivo als grof3e oli-
gomere Komplexe mit ca. 15-50 Untereinheiten vorliegen. Die Oligomerisierung
ist offenbar wichtig flir die Chaperon-Funktion [95]. Untersuchungen von Aquili-
na et al. und Ito et al. zeigen, daB3 die Phosphorylierung der a-Kristallin-Komplexe
sowohl mit einer Abnahme der Oligomergrofe als auch einem Verlust der Chape-

ron-Aktivitét einhergeht [97, 100]. Moglicherweise bewirkt auch die Phosporylie-
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rung des in a-Kristallin A nachgewiesenen Hydroxyprolins eine ganz &hnliche
Reaktion.

In den ausdifferenzierten Zellen der Augenlinse findet keine Proteinsynthese mehr
statt, d.h. eine Erneuerung defekter Strukturen ist nicht méglich. Die Proteine der
Augenlinse miissen deshalb die ganze Lebensspanne eines Organismus iiberdau-
ern. Sie sind wegen ihrer langen Lebensdauer und der kontinuierlichen Exposition
gegeniiber einfallendem Sonnenlicht mit dem Alter zunehmend von Beschéddigun-
gen, wie z.B. Oxidation, Trunkierung und Denaturierung betroffen. Auch
Phosphorylierungen nehmen bei den Proteinen der Augenlinse mit fortschreiten-
der Alterung zu [98]. Dies fiihrt zur Depolymerisierung der o-Kristallin-

Komplexe und damit zur Beeintrichtigung ihrer Chaperon-Funktion.

Im Fall von a-Kristallin B ist auch eine Assoziation mit verschiedenen Proteinen
des Cytoskeletts, wie z.B. Aktin, Tubulin und Desmin nachgewiesen und weitere
Untersuchungen zeigten eine Assoziation mit den Intermedidrfilamenten CP49
und Filensin in der Augenlinse [101]. Die Bedeutung fiir das Cytoskelett wird
darin ersichtlich, dal3 Mutationen in o-Kristallin B zu einem Zusammenbruch des

Intermedidrfilament-Netzwerkes fiihren konnen [102].

Man kann nun einen besonderen Mechanismus postulieren, bei dem die Phospho-
rylierung als molekulares Signal wirkt, das zwischen der ,,normalen* Chaperon-
Funktion und einer besonderen Schutzfunktion fiir das Cytoskelett vermittelt. Bei
einer starken Beschiddigung des Cytoskeletts wiirde die Phosphorylierung zur
Freisetzung von zusétzlichem a-Kristallin B aus den a-A-/a-B-Komplexen fiihren.
Dann wiirde das a-Kristallin B zur Bindung an Proteine des Cytoskeletts zur Ver-
figung stehen und verhindert dadurch moglicherweise die Zerstorung der Zelle
(Abb. 4.1).

Inwieweit die bislang schon nachgewiesenen Phosphorylierungen von a-Kristallin
A an diesem Modell im Einzelnen beteiligt sind, ist unbekannt. Moglicherweise
spielt die Gesamtphosphorylierung des Proteins eine Rolle. Die in dieser Arbeit
gezeigte Phosphorylierung des Hydroxyprolins in a-Kristallin A konnte an diesem
Mechanismus beteiligt sein.
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Abb. 4.1: Mdgliche Folgen der Phosphorylierung von a-Kristallin A.

Neben dem Phosphohydroxyprolin in a-Kristallin A aus der Augenlinse konnte
Phosphohydroxyprolin auch noch in a-Kristallin A aus dem Herzgewebe nachge-
wiesen werden [103]. Es handelt sich um die gleiche Sequenzposition, an der das
Phosphohydroxyprolin schon im Gewebe der Augenlinse nachgewiesen wurde.

Das Auftreten von pHyp an gleicher Sequenzposition in unterschiedlichen Gewe-
ben (in a-Kristallin A der Augenlinse und des Herzens) deutet auf eine gewebe-
unabhingige Funktion hin. Das Vorkommen von pHyp in Kristallinen und auch in

Kollagenen, beides sehr langlebige Proteine mit Strukturfunktion, 146t vermuten,
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daB3 der Phosphoester des Hydroxyprolins kein kurzfristiges Intermediat ist, son-
dern daf es sich um eine dauerhaft angelegte Modifikation der Seitenkette han-
delt. Diese Vermutung wird auch gestiitzt durch die Beobachtung, da3 wéhrend
einer sechstiindigen Inkubation einer geeigneten Zellkultur mit radioaktivem

Phosphat kein Einbau in proteinogenes Hydroxyprolin erfolgte (Kapitel 3.1.2).

Eine Funktion des nachgewiesenen Phosphohydroxyprolins als kurzfristiger E-
nergiespeicher oder als kurzfristiges, reversibles Signal einer Signalkaskade kann
damit weitgehend ausgeschlossen werden. Wahrscheinlicher ist deshalb eine
Funktion als langerfristig angelegtes Strukturelement in der Sequenz des betref-

fenden Proteins.

4.6 Ausblick

Mit der Identifizierung von Phosphohydroxyprolin in a-Kristallin A und Kollagen
VIII ist das Fundament gelegt, auf dessen Grundlage weitere Untersuchungen zur
Verbreitung und Funktion der Phosphorylierung von Hydroxyprolin vorgenom-
men werden konnen. Dazu ist es notwendig, weitere Sequenzpositionen von

Phosphohydroxyprolin zu identifizieren.

Es gibt kaum Anhaltspunkte, wie hdufig und wie weit verbreitet Phosphohydro-
xyprolin in Proteinen ist. Die wenigen konkreten Hinweise, die bisher vorliegen,
deuten aber auf ein weit verbreitetes Vorkommen von Phosphohydroxyprolin hin.
Allein der Umstand, daf3 sich Phosphohydroxyprolin in a-Kristallin A sowohl in
der Augenlinse als auch im Herzgewebe der Ratte nachweisen 1t und zudem
auch noch in Kollagen VIII aus humaner Herkunft ebenfalls Indizien auf
Phosphohydroxyprolin hinweisen, 1463t den Schlufl zu, dal ein Vorkommen in
allen Saugetieren wahrscheinlich ist. Hinweise auf Phosphohydroxyprolin wurden
von Poulsen et al. auBerdem auch in natSil-2 gefunden [30], einem Protein, das in
Kieselalgen (Diatomeen) an der Silicatbildung beteiligt ist. Diatomeen sind photo-
synthetisch lebende Protisten. Vermutlich ist Phosphohydroxyprolin aber auch in
den phylogenetisch hoher entwickelten Taxa des Pflanzenreichs zu finden.
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Hilfreich fiir die Identifizierung weiterer Phosphohydroxyprolinpositionen wére
eine moglichst vollstindige Sequenzabdeckung in Frage kommender Proteine
mittels massenspektrometrischer Analyse. Solche Analysen tangieren mitunter die
heutigen Grenzen der methodischen Machbarkeit. Hier konnen Effekte wie Sig-
nalunterdriickung das Aufspiiren komplexer Modifikationen an der Aminoséure-
seitenkette beeintrachtigen. Um solche storenden Effekte moglichst auszuschlie-
Ben, sind weitere der MS-Analyse vorausgehende Mallnahmen zur Reduzierung
der Probenkomplexitit, ratsam, bzw. solche Maflnahmen, die zur gezielten Anrei-
cherung der Phosphohydroxyprolin enthaltenden Proben dienen, da zu erwarten
ist, daB3 der jeweilige Anteil Phosphohydroxyprolin-haltiger Proteine klein ist ge-
geniiber der nichtphosphorylierten Variante.

Allgemein bietet sich zur Anreicherung von Phosphopeptiden die Verwendung
einer immobilisierten Metall-lonen-Affinitdtschromatographie (IMAC) an, bzw.
die Anreicherung der Phophopeptide auf speziellen Oberflichen, deren Mecha-
nismus auf der IMAC-Technik beruht. Doch ist die Methode nur eingeschriankt zu
empfehlen, da sie nach eigener Erfahrung nur eingeschriankt reproduzierbare Er-
gebnisse lieferte. Die affinitidtschromatographische Trennung mittels pHyp-
spezifischer Antikorper konnte eine alternative Methode zur hochspezifischen
Anreicherung Phosphohydroxyprolin-haltiger Proteine sein. Ergdnzend kann eine
anschlieBende 2D-Elektrophorese zur weiteren Isolierung der in Frage kommen-
den Proteine beitragen. Eine den jeweiligen Gegebenheiten angepalite Kombinati-
on der angefiihrten Verfahren sowie die Einbeziehung von ESI-MS und MALDI-
MS zur Sequenzanalyse sollte die Identifizierung von weiterem Phosphohydro-

xyprolin in Proteinen ermdglichen.

Mit zunehmender Kenntnis der Mdglichkeit der Phosphorylierung von proteino-
genem Hydroxyprolin konnte in Zukunft Phosphohydroxyprolin ebenso alltigli-
ches Objekt der Forschung sein, wie es heute schon bei den allgemein bekannten
posttranslational modifizierten Aminosduren Phosphoserin, Phosphothreonin und

Phosphotyrosin der Fall ist.
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