44

WISSENSCHAFT - SPECIAL: PROTEINANALYTIK/-AUFREINIGUNG

Systembiologie

Proteomanalyse und Systembiologie

ALEXANDER SCHMIDT" 2, PAOLA PICOTTI! UND RUEDI AEBERSOLD" %, 3

'INSTITUT FUR MOLEKULARE SYSTEMBIOLOGIE, ETH ZURICH, 2COMPETENCE CENTER
FOR SYSTEMS PHYSIOLOGY AND METABOLIC DISEASES, ETH ZURICH, *INSTITUTE
FOR SYSTEMS BIOLOGY, SEATTLE, WA, USA

Neue gezielte massenspektrometrische Techniken fur die Proteomanalyse

zeichnen sich durch eine erweiterte

analytische Tiefe aus, einen hohen

Probendurchsatz und die Moglichkeit, reproduzierbare, quantitative
Datensétze zu erarbeiten. Daher sind sie fiir zukiinftige Studien in der Bio-
markersuche und der systembiologischen Forschung bestens geeignet.

Targeted mass spectrometry has the potential to generate the complete,
quantitative proteomic datasets required for systems biology.

Massenspektrometrie in der Protein-
analytik

B Massenspektrometrie (MS) in Kombina-
tion mit Flissigkeitschromatographie (LC)
hat sich als die Methode der Wahl zur Cha-
rakterisierung komplexer Proteingemische in

der Systembiologie etabliert. Abbildung 1A
gibt einen Uberblick iiber die wichtigsten
Schritte der am haufigsten verwendeten
Methode, die auch als Shotgun-Analyse
bezeichnet wird. Bei dieser Methode werden
die zu analysierenden Proteingemische
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zunachst enzymatisch in kiirzere und leich-
ter zu handhabende Peptide gespalten.
AnschlieBend werden diese, meist chroma-
tographisch, tiber eine oder mehrere Dimen-
sionen getrennt und schlieBlich massen-
spektrometrisch charakterisiert. Dabei wer-
den in jedem MS-Zyklus immer die intensivs-
ten MS-Signale mittels Tandemmassenspek-
trometrie (MS/MS) analysiert. Die aufge-
nommenen MS/MS-Spektren sind fiir jedes
Peptid charakteristisch und kénnen mithilfe
von Proteindatenbanken und Suchalgorith-
men automatisch den betreffenden Peptid-
sequenzen zugeordnet werden!!l. Kiirzlich
entwickelte Isotopenmarkierungsmethoden
ermoglichen zusatzlich einen genauen quan-
titativen Vergleich von Proteinen zwischen
mehreren komplexen Proben!? 3!, Aufgrund
vieler technischer und konzeptioneller Ver-
besserungen, die die Reproduzierbarkeit der
chromatographischen Peptidtrennung, die
Sensitivitat, Geschwindigkeit und Genauig-
keit der Massenspektrometrie und die Ana-
lyse der generierten Daten in den letzten Jah-
ren gesteigert haben, ist es mittlerweile mog-
lich, mehrere tausend Proteine in einem ein-
zelnen Experiment zu identifizieren und zu
quantifizieren*.

Analytische Herausforderungen bei
der Untersuchung komplexer Protein-
gemische

Trotz dieser beeindruckenden Fortschritte ist
die Shotgun-Methode bis jetzt noch nicht in
der Lage, ganze Proteome vollstandig zu
bestimmen und zeigt deutliche Schwachen,
insbesondere bei der Bestimmung gering kon-
zentrierter Proteinspezies. Dies lasst sich pri-

<« Abb. 1: Prinzip der unfokussierten (Shot-
gun) und gezielten Proteomanalyse. Nach dem
Verdau der Proteine werden die entstandenen
Peptidgemische chromatographisch aufge-
trennt und mittels MS analysiert. A, Bei der
Shotgun-Methode werden immer die intensivs-
ten Peptidsignale eines MS-Spektrums fiir die
Identifikation mittels MS/MS herangezogen.
B, Dagegen werden bei der gezielten Methode
in der ersten Phase die Anzahl der zu unter-
suchenden Peptide auf informationsreiche
beschrankt, die dann in der zweiten Phase
gezielt analysiert werden, unabhéngig von
deren Signalstarke.
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mar auf eine begrenzte Messgeschwindigkeit
aktueller Massenspektrometer zuriickfiihren,
die nicht in der Lage sind, alle ko-eluieren-
den und detektierten Peptidsignale tandem-
massenspektrometrisch zu charakterisieren.
Aus diesem Grund werden in komplexen Pep-
tidgemischen primar intensive Peptidsignale
charakterisiert, wohingegen die Analyse von
gering konzentrierten Peptidspezies nur
unvollstandig ist, selbst wenn die gleiche Pro-
be wiederholt analysiert wird[®!. Der geringe
Anteil an niedrig konzentrierten Polypepti-
den in den gewonnenen Datensatzen wird
durch die Entstehung unspezifischer Proteo-
lyseprodukte von hoch konzentrierten Pro-
teinen zusitzlich eingeschrankt[%l. Zudem
unterbindet diese Limitation die Erstellung
reproduzierbarer Datensatze wie sie fiir sys-
tembiologische Studien unerlisslich sind[.

Gezielte Massenspektrometrie - eine
Alternative?

Neu entwickelte gezielte MS-Methoden ver-
sprechen diese Einschrankungen, zumindest
teilweise, zu liberwinden. Im Gegensatz zur
Shotgun-Strategie ist die Wahl der zu cha-
rakterisierenden Peptide nicht zufillig, son-
dern die Messung wird auf informationsrei-
che Peptidsignale fokussiert, die in
Zusammenhang mit einer bestimmten Fra-
gestellung von Interesse sind. Dies erleich-
tert die Analyse gering konzentrierter Pro-
teine und erlaubt die Identifizierung und
Quantifizierung von Proteinen iiber einen gro-
Beren dynamischen Bereich!® 9, Gleichzeitig
wird die Menge der anfallenden Daten und
die Zeit fiir deren Auswertung, gerade bei
groBen Probenmengen, wesentlich reduziert.
Es ist wichtig zu bemerken, dass dies auch
mit zusatzlichen Trenndimensionen bei der
Shotgun-Analytik erreicht werden kann, aller-
dings verringert der erhohte Analysenauf-
wand den Probendurchsatz betrachtlich. Mit
der Moglichkeit, identische Proteinsets mit
einem hohen Probendurchsatz zu detektie-
ren und zu quantifizieren, sind fokussierte
Methoden besonders fiir die Biomarkersuche
und die Systembiologie interessant.

Fokussierte Massenspektrometrie fiir
die quantitative Analyse spezifischer
Peptidsignale

Bei den gezielten Methoden unterscheidet
man die gezielte Analyse bekannter Peptid-
sequenzen und die fokussierte Analyse inter-
essanter Peptidsignale, der Features. Diese
werden in einer ersten Phase aus den gene-
rierten LC-MS-Karten einer Probe extrahiert
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A Abb. 2: Schematische Darstellung eines Triple-Quadrupol-Massenspektrometers betrieben im
MRM-Modus. Ein Peptid-lon wird im Quadrupol (Q) 1 ausgewahlt und in Q2 mittels kollisionsindu-
zierter Fragmentierung (CID) in charakteristische Bruchstiicke gespalten. Nur eines dieser Frag-
mente erreicht nach der letzten Filterung (Q3) den Detektor und erzeugt ein MRM-Signal.

und anschlieBend zwischen den einzelnen
Proben quantitativ verglichen (Abb. 1B). In
der zweiten Phase wird eine Liste mit allen
interessanten Features erstellt und abschlie-
Bend gezielt analysiert. Dies beinhaltet Fea-
tures, die wenig intensiv sind oder sich zwi-
schen den Proben quantitativ verandern.
Durch das Entkoppeln der Detektion von Pep-
tidsignalen und deren MS/MS-Analyse ist es,
im Gegensatz zur Shotgun-Methode, prinzi-
piell moglich, alle erscheinenden Peptidsig-
nale einer Probe zu identifizieren. Selbstver-
standlich sind hierfiir eine hohe Reprodu-
zierbarkeit bei der LC-Trennung und eine
hohe Massengenauigkeit bei der MS-Analy-
se Vorraussetzungen, wobei letzteres nur mit-
hilfe moderner hochauflosender Massen-
spektrometer erzielt werden kann. Ein ent-
scheidender Vorteil dieser Analysetechnik ist
die Moglichkeit, alle schwer zu identifizie-
renden Features nochmals mit optimierten
Analyseparametern zu analysieren. Dieser
Zyklus kann so oft wiederholt werden, bis
alle Features einer Liste identifiziert sind.
Erste Studien zeigen, dass mit dieser Metho-
de mehrere tausend Features in einem LC-
MS-Lauf gezielt untersucht werden konnen!®l,

Eine neue Analysetechnik fiir die
hypothesengelenkte Proteomik:
multiple reaction monitoring

Mit der raschen Entwicklung und Verbrei-
tung von Hochdurchsatzverfahren in der Pro-
teomik wurde in den letzten Jahren ein Fiille
von Daten generiert, die gesammelt bereits
bei einigen Organismen einen GroBteil des
Proteoms abdecken. Mithilfe dieser Daten
konnen Bibliotheken des exprimierten und
detektierbaren Proteoms erstellt werden und
daraus fiir jedes Protein die entsprechenden,
am einfachsten zu detektierenden Peptide
extrahiert werden, zusammen mit den dazu-
gehorigen MS/MS-Spektren und LC-Reten-
sionszeiten* 1%, Diese iiberaus wertvolle

Informationsquelle erlaubt nun einen Wech-
sel in der Proteomanalytik von der bisheri-
gen entdeckungs- zu einer hypothesenge-
lenkten Vorgehensweise, bei der spezifische
Proteinassays entwickelt werden, um
bestimmte Proteingruppen, die fiir eine
bestimmte Fragestellung von Interesse sind,
iber eine groBe Anzahl an unterschiedlichen
Proben mit hoher Sensitivitat quantitativ zu
erfassen!?). Herzstiick der Strategie ist die
multiple reaction monitoring(MRM)-Methode,
die auf Triple-Quadrupol-Massenspektrome-
tern durchgefiihrt wird. Bei dieser Analyse-
technik werden mit beiden Massenanalysa-
toren zuerst ein Peptid-Ion und anschlieBend
ein oder mehrere Fragment-lon(en) eines Pep-
tids isoliert und detektiert (Abb. 2). Die ver-
wendete zweistufige Massenfilterung steigert
sowohl die Selektivitdt als auch die Sensiti-
vitat der Peptidanalyse, im Vergleich zur Shot-
gun-Methode, erheblich® 1,

Ein typisches hypothesengelenktes Expe-
riment beginnt mit einer Liste der zu unter-
suchenden Proteine, fiir deren eindeutigen
Nachweis und Quantifizierung anschlieBend
eine moglichst kleine Anzahl an proteotypi-
schen Peptiden (PTP) ausgewéahlt wird (Abb.
3). Dies sind Peptide, deren Sequenz nur mit
dem gesuchten Protein tibereinstimmt und
die mit einer moglichst hohen Empfindlich-
keit massenspektrometrisch detektiert wer-
den konnen!!%!, PTPs werden vorzugsweise
durch die Analyse proteomischer MS-Daten-
banken ausgewihlt (z. B. www.PeptideAtlas.
org), konnen aber auch mithilfe von Com-
puteralgorithmen berechnet werden!!'2, Mit
dieser Information konnen nun Proben
mittels MRM gezielt und mit hoher Sensiti-
vitdt nach interessanten Peptiden - und somit
den entsprechenden Proteinen - untersucht
werden. Zusatzlich kann die aus der Daten-
bank verfiigbare Information der Elutionszeit
wahrend der chromatographischen Trennung
herangezogen werden, um jedes Peptid nur in
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A Abb. 3: Ubersicht der hypothesengelenkten Proteomik basierend auf MRM. Nachdem eine Lis-
te interessanter Proteine zusammengestellt wurde, werden fiir jedes Protein spezifische, proteo-
typische Peptide ausgewahlt. Diese werden mittels MRM gezielt in den Proben analysiert und kén-
nen nach erfolgreicher Identitétspriifung zur Proteinquantifizierung herangezogen werden.

seinem Elutionsintervall zu analysieren. Dies
steigert sowohl die Spezifitét als auch die
Anzahl der pro LC-MS-Analyse messbaren
Peptide deutlich. Dadurch ist es moglich, meh-
rere hundert Proteine bis zu einer Konzen-
tration von wenigen hundert Kopien pro Zel-
le in einem einzelnen LC-MS-Lauf zu detek-
tieren und zu quantifizieren!!.
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