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Hauptansatze der quantitativen Proteomanalyse

auf Proteinebene

1) ggf. Proteinmarkierung
MeCAT, ICPL, ITRAQ, Fluoreszenz

2) Proteintrennung
2DE, LC, CE, Free-flow S8y
. 40x30 cm 2DE
3) Quantifizierung™*
Spotintensitat, UV, ICP-MS (MeCAT)

4) Proteinspaltung

Enzymatische/chemische Spaltung

5) Protein-1D*
MALDI-, ESI-MSMS
*bei ICPL, ITRAQ: Quantifizierung in 4)

auf Peptidebene

1) Proteinspaltung
Enzymatische/chemische Spaltung,

ggf. mit Isotopen-Markierung zuvor,
danach oder in-vivo

2) Peptidtrennung
LC, MD-LC

3) Peptid-Quantifizierung und
Protein-I1D
LC-MALDI-MSMS, LC-ESI-MSMS



Proteomanalyse auf der Proteinebene. Warum?

Only on protein level post-translational

Single gene modifications (PTMs) can be matched to protein
species !
@:] LC-MS based proteomics of peptides does not allow
s = matching of PTMs to protein species!

Transcriptomics Multiple splice

proo MHE

Protein species - Protein can be post-translational modified
>50% of eukaryontic proteins are post-translational modified



Herausforderungen der Proteomanalyse

1) Datenmenge und Zeitaufwand bei Quantifizierung und Identifizierung

Missen alle Proteine identifiziert werden?

2) Erfassung von tausenden bis zehntausenden Proteinspecies (Proteine mit
iIhren PTMs und Isoformen)

=> hochauflésende Trennverfahren

3) Dynamischer Konzentrationsbereich von Proteinen: wenige bis zu vielen
Millionen Kopien pro Zelle

=> analytische Detektionsverfahren mit einem ahnlichen linearen dynamischen Messbereich
(>10°)

4) Die Proteinmenge in einer einzelnen Zell betragt ca. 100 pg (ca. 2 fmol)

=> hochsensitive Nachweisverfahren

5) Quantifizierung: Absolute oder relative Quantifizierung?



Voraussetzungen fur Multiplex-Markierungen

A) Quantitative Markierung

B) Ko-Migration/-Elution in Trennverfahren
— Elektrophorese
—LC

C) Kompatibilitat mit Detektionsverfahren
— Quantifikation (ICP-MS, MALDI-, ESI-MS)
— ldentifikation (MALDI-, ESI-MSMS)



MeCAT - Metal coded tagging
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- Differentielle Markierung mit verschiedenen Lanthaniden
- Optionale Affinitatsanreicherung markierter Proteine/Peptide

- Protein / Peptid-Trennung (z.B. 2DE-Gel, LC)

- Quantifizierung: 1) absolute Quantifizierung der Metalle mit ICP-MS
2) relative Quantifizierung mit MALDI-, ESI-MS ->
Massendifferenz (in Analogie zu ICAT)

- Protein-ldentifizierung: MSMS von Peptiden nach Proteinspaltung



Der MeCAT-, Lanthanid-Detektor®: ICP-MS

Bisher unerreichte Vorteile fur die Bioanalytik

Robuste, sehr empfindliche Analysenmethode fir
Elementanalytik, u.a. Spurenanalyse von Schwermetallen

Linearer dynamischer MeBbereich: 8 (bis max. 12) GroBBenordnungen
Keine Matrix-Suppressionseffekte !
Sensitivitat: amol/g bis pmol/g Bereich
Externe Kalibration mit Metallstandards
Sehr gute S/N-Verhaltnisse

¥

> ppq >ppt > ppb > ppm

The solution (solvent/sample) gets nebulized
and the aerosol is dried

nebulizer gas
HHPN

d-phas lum
dr+a‘|n q . .
sampla '°°pﬂ In the flame (~ 8-10.000 K1), all molecules
are destroyed, C N are oxidized, only stable
(heavy) elements survive
sample injection )
)}E ERsc > Falie Probe wird auf 8000-10000°C
luar In ionisiertem Argon erhitzt
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Workflow - Absolute Quantifizierung intakter
Proteine aus Elektrophorese-Gelen

Quantitative MeCAT-Markierung der Proteine

Elektrophorese mit auflosbaren Gelen Yt

( page 'Gele) T BV | - - m,

Spot-Stanzen mit spot -« press
und auflosen der Proteinspots

Absolute Quantifikation mit ICP-MS
(dynamischer Bereich >108)

Z.B. Detektion von
- 670 amol a-Lactalbumin und
110 amol BSA (ca. 7,5 pQg)

¢ in fmol

Identifikation regulierter

Proteine mit nanoLC-ESI-MSMS nach ="~
tryp. Spaltung

___________
200 t[s] 300



200 .,

P
20

37

25
20

15
10

150~
100 «

i

PA E L ] o-Lactalbumin
L]

MeCAT [Ho]
:‘ 0 0625125 25 5 10 20 MeCAT nExcess
—
-
- _ 20facher
 «=s®®" " Uberschul}

w - modifiziert

e <4 unmodifiziert

Nano-HPLC/ nSI

FTICR:

rr-Lactalbumin [M+10H] "

Rigkili: Atirdnnea

FEASESF AR SRR ETREN

MALDI:
- Lactalbumin [M4+HIT

14423 m/z

_%:ualhumm M+ 2HT 23857 m/z

DOTA - e-Lac talburmin [M-+H]™
55T
bumin [M-+2H}*

dirmer o-lactal burmin [M+H]™

P REH|"™ -5 fach modi e
F2IF 4G
1336 =

A1) 0 e msdfeere

1225 14ES
LEo LU

TEL 1d0E
[M=18EY* B 1ot m T

1220 RO
P IsH 2 fachm

1220 4064 12401738

L it e 123 BB
% G hllzla,m:a:a,‘I
1210 1515 ] 1285 2l 123-5 1Hl i245

1241, 6663

1256068



2 D Geltrennung von zwei MeCAT marklerten

Augenlinsenproteinproben

A) B) Mrx10:[ 0
— i g =y iy
g - = ' ~3 845
e Dt o
L0 "’f‘.- 2&.“, ¢ DT
L3 “‘ 1
F 1b,2,3,4 a-crystallin A
9 B-crystallin B3 10

56,7,8 B-crystallin B C iso 4o

Silbergefarbte 2DE Gele: A) ohne, B) mit MeCAT-Markierung

Konzentrationsverteilung
eines Proteinspots
Probe 1: Lutetium
Probe 2: Terbium
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Linearer Mel3bereich ICP-MS vs. ESI-MS

Standard curve
(HVSNLDRLEA*RR)

e Triple Quadropol ESI-MS: y = 505.57x

— Linearitat bis ca. 3 GréRenordnungen
fur einzelne Peptide (hier Kalibrationskurve: 5-500 fmol)

— Kalibration mit Peptid-spezifischen Heavy-Peptides
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e ICP-MS: (hier Kalibrationskure: 570 amol bis 57 pmol) oo ez o ar o

pmol
— Linearitat tber 8 GrbBenordnungen aus Wienkoop et al.: Relative and absolute quantitative
- - - shotgun proteomics: targeting low-abundance proteins in
- EXterne/Interne Kallbratlon mit Meta"StandardS Arabidobsis thaliana, Journal of Experimental Botany

z.B. Terbiumchloridiésungen (Protein/Peptid-unabhéngig)

External calibration and dynamic range Kalibrationskurve Terbium

A) FlA/ICP MS :i.l(.!éll.l.llalinn curve
5 3 o Ly R=0.9997
8ﬁ><1 0 OO i o 256410 1y = 3 2863E+05X + 4.4298E+06
1x10% g e . R? = 9.9992E-01
T 100 . 2.0E+10

1x10°

7
8x10% o
1.5E+10 4
1%10*

cin
1x10°  1x10° 1x107 1x10° Ix104

6x104

Peakflache

1.0E+10

4x104 5.0E+09

wy
O
=
=
=
wn
[ e
U
—
[ =

2x104 100

T T T T T T 1
10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000

c [amol]

T

80 5190 1x10°  1x10’ 1x102 1x103 1x104




m: mit ICP-MS gemessene Metallmenge [g]

Absolute Quantifizierung

m (Metall) [g] * M (Proteine) [g/mol]
m (Protein) [g] = ---------———==—— = e
X (Metall) [-] * M (Metall) [g/mol]

F: Verdunnungsfaktor der Probe vor ICP-MS Messung
X: Anzahl der MeCAT-Metall-Markierungen des Proteins

Spot Protein

O oo ~~NoOOh,kwWN=

Alpha crystallin A chain
Alpha crystallin A chain
Alpha crystallin A chain
Chain C, Beta B2 Crystallin
Chain C, Beta B2 Crystallin
Crystallin, beta B3
Crystallin, beta B3
Crystallin, beta B3
Crystallin, beta B3

Database

Ss EST
Ss EST
Ss EST
NCBInr*
NCBInr*
Ss EST
Ss EST
NCBInr*
Ss EST

gi No.

13658496
13658496
13658496
809228

809228

46176196
46176196
73994848
46176196

Mascot Coverage nTm

score

469
443
462
517
517
243
603
534
763

[%]

42
41
57
50
50
41
43
29
34

[mol]

3.9E-11
1.4E-11
3.3E-12
6.0E-12
3.8E-12
4.3E-12
1.5E-11
1.7E-11
1.8E-11

n Lu
[mol]

4.9E-11
1.8E-11
3.3E-12
6.5E-12
3.2E-12
4 2E-12
1.7E-11
2.2E-11

2.1E-11
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m [g] m [g]
Protein Tmj Protein Lu
7.6E-07 9 7E-07
2.8E-07 3.5E-07
6.4E-08 6.5E-08
1.2E-07 1.3E-07
4 4E-08 3.7E-08
5.0E-08 4 8E-08
9.5E-08 1.1E-07
1.8E-07 2.4E-07
2.0E-07 2.3E-07
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Voraussetzungen fur Multiplex-Markierungen

B) Ko-Migration/-Elution in Trennverfahren
— Elektrophorese
—LC

C) Kompatibilitat mit Detektionsverfahren
— Quantifikation ( MALDI-, ESI-MS)
— ldentifikation (MALDI-, ESI-MSMS)
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MSMS-Identifikation von MeCAT-markierten
Peptiden mit Sequit! (ade novo Sequenzierung)

NBE N -4 a3

[sequiT 4.0 - Analysis_00044_2+.maf -

Fies  Denova | earch | Digest |

Run | Run Al | Cptions.

a1

MeCATM e L

Bnz

LCVLHEK

+MEZE3IE 1), 21 8min #6573

+MEZEIZ.E), 21 Tmin 670

BFAA pel7T 2

Spectrum Peptides
Mass % |* Scare  / | IMakch LD mih
233.9400 — 2,57 17 11 10,00 Ll LY LACR
239,5800 2,97 19 11 20,87 L{Cha)%LHEEK,
244.5800 2.42 14 11 15.35 (ChodLWLHTR.
250,9600 2.42 15 11 16,48 L{ChoiWLHTR.
2579600 2.42 16 10 17.58 COCIuWLHER,
ZR6,9300 2.42 15 10 16.45 (o CWLHEK,
344.1600 2.258 13 10 14,25 CCIU)WLHTR
F50,1300 2.28 14 10 15,38 (ChodLLYHEE,
359,0500 j 2,26 12 10 13.15 (CIHCWLHTR, j
Theoretical fragment masses
Ion [ 1 |2 3 4 5 B IE | -]
b-18
b-17 1022,2545 1121.3232 1234.4073 13714662 15005085
b 1039,2813 1135.3497 1251.4338 13884927 15175353
b+15 1535,5450
L Cho W L H E K
Y 1550,5569 62553669 5262985 4132144 276.1555  147.1129
y-17 1533.5304 6033404  509.2720 396.1879  259,1290
y-15
irmonium 56,0965 §95.2024 72,0805 §6.0965 1100715 102,050  101.1074
related 1291022
related 34,0803
ink2 1025,2657 2131598  251.1503 2671085 ﬂ

Exit |

7E 1000 1250 1500 7E
N (=1
Files I Denovo Search |Digest I
Opkions. .. | Crganism Iany j
Queries
Quer | Scare | Letters | Identities | Positives | BLAST Scare | E |
LCYLHERK 2.57 7 wilw i 26.50 0.04
CCVLHEE, 242 7 &6 &l 23.50 0.35
ICYLHEK 2.57 7 (13 6f6 23.50 0.35
LCWIHEK, 2.57 7 67 67 z3.10 0.47
LCIVHEK 2.28 7 57 6i7 20,60 2.70
COVIHER 2.42 7 56 Si6 20.20 3.60
ICYIHEK 2.57 7 =113 5l 20.20 3,60
Query details
=l

LCVLHEE Z.57 7 47 747 26.50 0.04

>gi| 13515907 | sp| POZ769| ALBU_BOVIN Serum albumin precursor (Lllergen EBos
Length = 607

Soore = 26.5 bits (55), Expect = 0.044
Identities = 7/7 (100%), Positives = 7/7 (100%)

Query: 1 LCVLHEE 7
LCVLHEE
Shjct: 453 LCVLHEE 4359

" | 1

miz



Voraussetzungen fur die Multiplex-Markierungen

MeCAT
+  A) Quantitative Markierung

+  B) Ko-Migration/-Elution in Trennverfahren
— Elektrophorese
—LC

+  C) Kompatibilitat mit Detektionsverfahren
— Quantifikation (ICP-MS, MALDI-, ESI-MS)
— ldentifikation (MALDI-, ESI-MSMS)



Vergleich von Isotopen- und Metallmarkierung

Verfahren mit stabiler
Isotopenmarkierung

MeCAT-Markierung

Komplexe und aufwendige
Datenauswertung zur Quantifizierung

Sehr einfache Datenauswertung durch
Quantifizierung weniger Metall-lonenspuren mit
ICP-MS

Keine Quantifizierung auf
Proteinebene

Absolute Quantifizierung auf Proteinebene
durch ICP MS mit sehr gutem Signal-Rauschverhaltnis

Relative Quantifizierung von Peptiden
mit MALDI- und ESI-MS

Relative Quantifizierung von Peptiden mit

MALDI-, ESI-MS und ICP MS (sehr gutes Signal-
Rauschverhaltnis)

Multiplexing, je Reagenz zwei bis vier
Proben

Multiplexing, Quantifizierung von 4 und mehr
Proben mdglich

Sensitivitat im fmol Bereich

Sensitivitat im attomol-Bereich (ICP MS)
b Detektion von Proteinen geringer Abundanz
(fmol Bereich bei ESI-MS)

Dyn. Messbereich: <=103

Hoher dynamischer Messbereich: >108
(mit ICP-MS)



Vielen Dank fur Ihre Aufmerksamkeit

—roteome —actory

Proteomics Services, Technologies and Products

Kooperationspartner
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Institut fir Chemie, Humboldt Universitat zu Berlin

P. Jungblut, Max-Planck-Institut fir Infektionsbiologie, Berlin

W. Weckwerth, Max-Planck-Institut fur Molekulare Pflanzenphysiologie, Potsdam



