Protein-Massenspektrometrie

Angewandte

DOI: 10.1002/ange.201404637

#@ Simultane Untersuchung kinetischer, ortsspezifischer und struktureller

% Aspekte enzymatischer Proteinphosphorylierungen™*

Michiel van de Waterbeemd, Philip Lossl, Violette Gautier, Fabio Marino, Masami Yamashita,
Elena Conti, Arjen Scholten und Albert J. R. Heck*

Abstract: Die Phosphorylierung von Proteinen ist ein weit
verbreiteter Prozess, welcher die mechanistische Grundlage fiir
zelluldre Signaliibertragung bildet. Derzeit werden Aspekte
wie Ortsspezifitit, Reaktionskinetik, der Einfluss von Kofak-
toren und Struktur-Funktions-Beziehungen meist mit mehre-
ren, untereinander nicht kompatiblen Methoden untersucht.
Die hier vorgestellte Strategie vervielfacht die aus Protein- und
Proteinkomplexphosphorylierungen ableitbaren Informatio-
nen und verlangt nur minimale Probenvorbereitung. Mithilfe
hochauflosender nativer Massenspektrometrie verfolgen wir
den konsekutiven Einbau von Phosphatgruppen in intakte
Proteinkomplexe und lokalisieren deren Sequenzposition
mittels Peptid-LC-MS/MS. Anhand von zwei Modellsystemen,
der Kofaktor-abhingigen Autophosphorylierung von Prote-
inkinase G sowie dem Zusammenwirken von Aurora-Kina-
se A und Bora, sowohl als Enzym-Substrat-Paar als auch als
stabiler Proteinkomplex, demonstrieren wir, wie verschiedene
Gesichtspunkte des Phosphorylierungsprozesses simultan un-
tersucht werden konnen.

P hosphorylierungsreaktionen, in denen Phosphotransfera-
sen (Kinasen) anorganisches Phosphat von Adenosin-5"-Tri-
phosphat (ATP) auf Substrat-Aminosduren (hauptséchlich
Threonin, Serin und Tyrosin) iibertragen, stellen einen uni-
versellen Prozess in biologischen Systemen dar, durch den
Aktivitdt, Konformation, Lokalisierung, Oligomerisierungs-
zustand und/oder das Bindungsverhalten gegeniiber Sub-
stratproteinen beeinflusst werden konnen. Zudem ist die
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Phosphorylierung die Grundlage fiir eine Vielzahl zelluldrer
Signalprozesse.! Globale Hochdurchsatzanalysen dynami-
scher Proteinphosphorylierungsprozesse (Phosphoproteo-
mik) sind heutzutage moglich, und Datensédtze mit mehr als
10000 identifizierten Phosphorylierungsstellen pro Experi-
ment wurden verdffentlicht.’). Um die funktionellen Impli-
kationen des Proteinphosphorylierungsprozesses vollstindig
zu erfassen, sind jedoch tiefergehende, breitgeficherte und
mehrdimensionale Niedrigdurchsatzanalysen notig. Gegen-
wirtig werden die verschiedenen Ebenen der Proteinphos-
phorylierung meist separat unter Verwendung fundamental
verschiedener Methoden untersucht, die verschiedenartige
Probenvorbereitungen oder sogar die Verwendung spezifisch
konstruierter Proteinvarianten erfordern. Zunéchst konnen
auf Aminosiduresequenzebene Phosphorylierungsstellen-spe-
zifische Antikorper® oder massenspektrometrische Pro-
teomanalytik genutzt werden, um ortsspezifische Informa-
tionen, z.B. iiber Kinase-spezifische Erkennungssequenzen
oder mogliche Interdependenz modifizierter Stellen, zu er-
langen.! Zweitens kénnen kinetische biochemische Analy-
sen, z.B. radiometrische oder Fluoreszenz-/Lumineszenz-ba-
sierte Messungen, durchgefiihrt werden, um die Reaktions-
geschwindigkeiten jedes Enzym-Substrat-Paars sowie den
Einfluss von Kofaktoren oder Umweltbedingungen auf die
(De-)Aktivierung oder Inhibierung von Kinasen zu untersu-
chen.! Drittens lassen sich strukturelle Konsequenzen des
Phosphorylierungsereignisses, unter anderem Anderungen im
Hinblick auf Proteinkonformation oder -oligomerisierungs-
status sowie Proteinkomplexbildung oder -dissoziation,®
mithilfe strukturbiologischer Methoden wie kernmagneti-
scher Resonanzspektroskopie (NMR), Rontgenkristallogra-
phie und Elektronenmikroskopie aufkliren.”

Idealerweise sollten diese drei Ebenen der Proteinphos-
phorylierung gleichzeitig unter Verwendung einer einzigen
Methode zugénglich sein. Die massenspektrometrische Un-
tersuchung von Proteinen und Proteinkomplexen unter nicht
denaturierenden Bedingungen (native Massenspektrome-
trie)®® kann potenziell Aufschliisse iiber sowohl strukturelle
als auch kinetische Gesichtspunkte geben, da der Einbau von
Phosphat aufgrund einer charakteristischen Massenzunahme
von nominell 80 Da identifiziert werden kann und die nicht
denaturierenden Bedingungen zudem die Detektion von
Veridnderungen innerhalb nichtkovalent verbundener Prote-
inkomplexe ermoglichen. Da die Massenzunahme von Pro-
teinen und Proteinkomplexen infolge von Phosphateinbau
minimal ist (< 0.5%), erfordert die detaillierte Aufzeichnung
aufeinanderfolgender Phosphorylierungsereignisse eine aus-
reichend hohe Massenauflosung. Wir haben im Jahr 2012
einen Orbitrap-Massenanalysator mit erweitertem Massen-
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Abbildung 1. Ubersicht der ganzheitlichen MS-basierten Strategie zur Untersuchung von Proteinphosphorylierung. 1) Eine Kinase (K) und ihr Sub-
strat (S) werden mit Mg?’, ATP und anderen essenziellen Kofaktoren inkubiert, um die (Auto)Phosphorylierung zu initiieren. 2,3) Die Proben
werden aufgeteilt und fiir die Analyse mittels hochauflésender nativer Orbitrap-MS (oben) oder ,,Bottom-up“-LC-MS/MS (unten) vorbereitet.

4) Die Auswertung der Daten liefert Informationen zu Aminoséuresequenz, Reaktionskinetik und Proteinstruktur.

bereich vorgestellt,””! der eine sehr hohe Auflosung bietet und
es z. B. ermoglicht, die komplexen Glykosylierungsprofile von
Antikorpern aufzulosen.'”! Unter Verwendung dieses Mess-
gerdts haben wir eine Strategie entwickelt, um die aus Pro-
teinphosphorylierungen ableitbaren Informationen zu ver-
vielfachen und gleichzeitig Probenvorbereitung, -verbrauch
und Analysezeit zu minimieren. Die hochauflosende mas-
senspektrometrische Analyse von Proteinen und Protein-
komplexen ermoglicht eine Grundlinienauflésung unter-
schiedlich phosphorylierter Proteoformen, sodass die Anzahl
nacheinander eingebauter Phosphatgruppen ermittelt, alle
auftretenden Phosphoisoformen relativ quantifiziert und
Anderungen auf der Ebene nichtkovalenter Proteinwechsel-
wirkungen erfasst werden konnen. Um auch Erkenntnisse auf
Aminosiuresequenzebene zu erlangen, haben wir diese Me-
thode noch erweitert und dieselben phosphorylierten Pro-
teine, die fiir die nativen MS-Experimente vorbereitet
worden waren, zusitzlich mittels ,,Bottom-up*“-Fliissigchro-
matographie-Tandem-Massenspektrometrie ~ (LC-MS/MS)
analysiert. Dies erbrachte umfangreiche sequenz- und orts-
spezifische Informationen iiber das Phosphorylierungsereig-
nis. Der in Abbildung 1 dargestellte allgemeingiiltige Ar-
beitsablauf erdffnet somit die Moglichkeit, Daten zu allen
beschriebenen Facetten der Proteinphosphorylierung zu er-
zeugen.

Wir wenden unsere Strategie auf zwei herausfordernde
Systeme an: die cGMP-abhingige Proteinkinase G (PKG),
die durch Bindung von cyclischem Guanosinmonophosphat
(cGMP) oder cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP)
aktiviert wird und Aminoséduren ihres eigenen N-Terminus
phosphoryliert,' und Aurora-Kinase A (AurA), die ihren
Wechselwirkungspartner, das Protein Aurora Borealis
(Bora), phosphoryliert."? PKG ist stark exprimiert in glatten
Muskelzellen, Thrombozyten sowie bestimmten Bereichen
des Gehirns und trégt wesentlich zur synaptischen Aktivitét
sowie zur Kontraktion der glatten Muskulatur bei.l®! Das
Zusammenspiel von Aurora-Kinase A und Bora ist Voraus-
setzung fiir den FEintritt eukaryotischer Zellen in die Mitose,
da beide Proteine einen Komplex bilden und gemeinsam die
Polo-dhnliche Kinase 1 (Plkl) aktivieren."? Hier demon-
strieren wir das Potenzial unseres ganzheitlichen massen-
spektrometrischen Ansatzes zur simultanen Charakterisie-
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rung ortsspezifischer, kinetischer und struktureller Aspekte
dieser enzymatischen Phosphorylierungsreaktionen.
Zunéchst haben wir unbehandelte PKG mit nativer MS
untersucht (Abbildung 2 a). Das auf Grundlage des Masse-zu-
Ladungs-Verhiltnisses (m/z) benachbarter Intensitdtsmaxi-
ma innerhalb der Ladungszustandsverteilung'¥ berechnete
Molekulargewicht von 152817.6 Da stimmt mit der fiir PKG-
Homodimere zu erwartenden Masse iiberein (Tabelle S1).
Abbildung 2b zeigt, dass infolge des Proteinaufreinigungs-
verfahrens bis zu 2 cAMP-Molekiile immanent an PKG ge-
bunden sind und dass, bei Inkubation mit 30 um cAMP, der
Beladungszustand auf 4 cAMP-Molekiile ansteigt (Spezies I-
V). In Gegenwart von 10 um cGMP werden 3-4 nicht kova-
lent an PKG gebundene cGMP-Molekiile detektiert (Spezies
VI-VII). In Ubereinstimmung mit der bekanntermaBen ho-
heren Affinitit von PKG gegeniiber cGMP™! verdringen
diese alle anfianglich gebundenen cAMP-Molekiile, wie durch
die experimentell bestimmte Masse belegt wird. Dank des
hohen Auflosungsvermogens der Orbitrap konnen wir nicht
nur die Anzahl der an PKG gebundenen cyclischen Nukleo-
tide zéhlen, sondern auch zwischen unterschiedlich phos-
phorylierten Isoformen jedes Protein-Kofaktor-Komplexes
unterscheiden. Es wird deutlich, dass die dominierende Pro-
teoform des PKG-Dimers stetig 2 Phosphate gebunden hat
(Abbildung 2b). Um zu untersuchen, wie die Bindung cycli-
scher Nukleotide die PKG-Autophosphorylierung stimuliert,
haben wir PKG und cAMP oder cGMP in Gegenwart von
Mg** und ATP inkubiert und den Zeitverlauf der Reaktion
mit nativer MS verfolgt. Wir konnten PKG-Spektren mit
einer Massenauflosung von ca. 6000 (gemif3 Halbwertsbreite)
messen, wodurch eine Grundlinienauflosung aller Phospho-
isoformen ermoglicht wurde. Die zunehmende Bindung von
Phosphatgruppen wird durch eine kontinuierliche Signalver-
schiebung zu hoheren m/z-Werten veranschaulicht. In Ge-
genwart von cAMP oder cGMP detektieren wir bis zu 13 bzw.
6 Phosphorylierungen des PKG-Dimers (Abbildung2c).
Insgesamt identifizieren wir 56 Proteoformen der PKG/Nu-
kleotid-Komplexe (siche Tabellen S1 und S2). Durch De-
konvolution der Massenspektren zum Ladungszustand z =0
konnten wir, auf Grundlage der relativen Signalintensitéten,
die gewichtete mittlere Anzahl eingebauter Phosphate be-
rechnen (Abbildung 2d). Wie in Abbildung 2 e dargestellt, ist
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Abbildung 2. Umfassende Analyse der cAMP- und cGMP-vermittelten Autophosphorylierung von PKG mit nativer und , Bottom-up“-MS. a) Voll-
stindiges natives Massenspektrum dimerer PKG. Die von dieser Ladungszustandsverteilung abgeleitete Masse betrégt 152817.6 Da. b) VergroRe-
rung des [M+ 27 H]”*-Signals und der beobachteten Massenverschiebungen infolge der Zugabe von cAMP oder cGMP. Die arabischen Ziffern
entsprechen der Anzahl gebundener Phosphatgruppen, wihrend die rémischen Zahlen verschiedene Nukleotid-Beladungszustinde reprisentieren.
c) Die nativen Massenspektren verdeutlichen die fortschreitende Autophosphorylierung von PKG nach Inkubation mit Mg?"-ATP und cAMP oder
cGMP. d) Zeitabhingige Entwicklung der gewichteten mittleren Anzahl von PKG-Autophosphorylierungen in Gegenwart von cAMP oder cGMP.

e) Schematische Darstellung der unterschiedlichen Autophosphorylierung von PKG in Gegenwart von cAMP oder cGMP. f) Identifizierung und
Quantifizierung phosphorylierter PKG-Aminosiuren mittels ,Bottom-up“-LC/MS-MS.

die maximale Zahl an Phosphorylierungen fiir PKG-cAMP-
Komplexe deutlich hoher als fiir PKG-cGMP-Komplexe.
Diese Erkenntnis wird durch die quantitative ,,Bottom-up*-
LC-MS/MS-Analyse der Proben, die den finalen Zeitmess-
punkt représentieren, bestitigt (Abbildung 2 f). In Uberein-
stimmung mit den nativen MS-Daten identifizieren wir le-
diglich 3 stark phosphorylierte Aminosiduren pro PKG-Mo-
nomer in cGMP-gebundenem Zustand aber 6 stark phos-
phorylierte Aminosduren fiir PKG-cAMP-Komplexe. Alle
Phosphorylierungsstellen sind im Bereich des N-Terminus
lokalisiert. Passend zur Identifizierung von 2 Phosphorylie-
rungen des aufgereinigten PKG-Dimers, ist die in der Akti-
vierungsschleife gelegene Aminosdure Thr516 auch ohne
Inkubation mit Mg®"-ATP vollstindig phosphoryliert.

Im Folgenden wollten wir diesen Arbeitsablauf auf die
Untersuchung der Interaktion der Kinase-Doméine von
Aurora Kinase A (32.9 kDa) mit einem N-terminalen Frag-
ment von Bora (17.5 kDa) anwenden. Die Analyse von AurA
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und Bora (molares Verhiltnis 1:2) mit nativer MS bestitigt
die zuvor von Hutterer et al. beschriebene!®! Bildung eines
1:1-Komplexes nach Inkubation mit Mg?>" und ATP (Abbil-
dung 3a). Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Koimmun-
fillungsstudien mit AurA und Volllingen-Boral'® beobachten
wir Komplexbildung auch in Abwesenheit von Mg*"-ATP,
also mit nicht phosphoryliertem Bora. Nach Inkubation mit
Mg**-ATP ist die Komplexbildung jedoch vollstindiger, was
auf eine hohere AurA-Bindungsaffinitit von phosphorylier-
tem Bora hindeutet. Da wir mit unserem nativen MS-Ansatz
Basislinienauflosung fiir alle Phosphoisoformen von AurA,
Bora und dem 1:1-Komplex erreicht haben, war es uns mog-
lich, die Enzym-Substrat-Beziehung von AurA und Bora
zeitabhingig zu untersuchen. Humane AurA, nach Uberex-
pression aufgereinigt aus E. coli, tragt bis zu 7 Phosphat-
gruppen. Quantitative ,,Bottom-up“-LC-MS/MS-Experi-
mente belegen 100% Phosphorylierung von Thr288, eine
Modifizierung, die essenziell fiir die volle enzymatische Ak-
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Abbildung 3. Umfassende Analyse des Zusammenspiels zwischen Bora und der Kinase Aurora A mittels nativer und ,,Bottom-up*“-MS. a) Native
MS-Analyse von AurA und Bora nach 180 min Inkubationszeit. Die Bildung des 1:1-Komplexes ist effizienter, wenn Mg”*-ATP zugefligt wurde.

b) Aufgereinigte AurA weist vor und nach Inkubation mit Mg?"-ATP 7 Phosphoisoformen auf. c) Native MS belegt die fortschreitende Phosphory-
lierung von Bora und dem AurA-Bora-Komplex in Gegenwart von Mg**-ATP. d) Die gewichteten mittleren Phosphorylierungsanzahlen Boras und
des Komplexes nehmen im Zeitverlauf simultan zu (AurA-Bora Verhiltnis 1:2, ,Stch*). Fortschreitende Bora-Phosphorylierung wird auch durch
fast katalytische AurA-Mengen erméglicht (,Kat“). e) Identifizierung und Quantifizierung phosphorylierter Bora-Aminosiuren mittels ,,Bottom-up“-
LC/MS-MS. f) AurA bildet einen stabilen Komplex mit nichtphosphoryliertem Bora, und umgekehrt erfolgt die Bora-Phosphorylierung bereits in
Gegenwart katalytischer AurA-Konzentrationen. Daher stellen Komplexbildung und Phosphorylierung wahrscheinlich 2 voneinander unabhingige
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Wechselwirkungsmodi dar.

tivitit von AurA ist!'” (Abbildung S1). Inkubation mit Mg**
und ATP verédndert den Phosphorylierungsstatus von AurA
nicht (Abbildung 3b). Wie in Abbildung 3¢ dargestellt, ist
AurA katalytisch aktiv: Bora ebenso wie der AurA-Bora-
Komplex werden infolge der Inkubation mit Mg*"-ATP in
zunehmendem MafBe phosphoryliert. Im Kontrollexperiment
ohne Mg?"-ATP wird nur nichtphosphoryliertes Bora detek-
tiert und die Phosphoisoform-Verteilung des Komplexes
gleicht jener von AurA. Nach 180 min Inkubationszeit
konnen bis zu 6 Bora-Phosphorylierungen nachgewiesen
werden und der Komplex weist maximal 10 Phosphatein-
bauten auf. Die Berechnung der gewichteten mittleren
Anzahl eingebauter Phosphate bestitigt, dass der Komplex
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und Bora gleichermaflen zu einem Séttigungspunkt hin fort-
schreitend phosphoryliert werden (Abbildung 3d). Der er-
mittelte Durchschnitt von 3 Phosphorylierungen an Bora zum
letztgemessenen Zeitpunkt stimmt mit den ortsspezifischen
Phosphorylierungsdaten iiberein, die aus quantitativen LC-
MS/MS-Experimenten gewonnen werden konnten. In diesen
konnten 2 stark und 2 méBig phosphorylierte Aminosduren
identifiziert werden (Abbildung 3e), von denen Ser59 und
Thr144 wahrscheinlich spezifische AurA-Substrate darstellen,
da ihre Lage weitgehend mit der Substraterkennungssequenz
von AurA iibereinstimmt."® Nach unserem besten Wissen
sind hier zum ersten Mal AurA-spezifische Phosphorylie-
rungsstellen auf Bora beschrieben. Die dhnlichen Phos-
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phorylierungszeitverldufe von Bora und dem AurA-Bora-
Komplex deuten darauf hin, dass Bora keinen stabilen
Komplex mit AurA bilden muss, um phosphoryliert zu
werden. Zur Uberpriifung dieser Hypothese haben wir Bora
auflerdem mit fast katalytischen Mengen der Kinase (molares
Verhiltnis AurA/Bora=1:100, Abbildung S2) inkubiert.
Obwohl die Reaktionsgeschwindigkeit unter diesen Bedin-
gungen reduziert ist, detektieren wir, wie fiir eine Michaelis-
Menten-artige enzymatische Reaktion zu erwarten, nach wie
vor eine fortschreitende Phosphorylierung von Bora bis hin
zu einer durchschnittlichen Anzahl von ungefihr 2.5 einge-
bauten Phosphaten (Abbildung 3d). Wie zuvor bereits ver-
mutet,™ scheint Bora demnach eine Doppelfunktion als
transient gebundenes Substrat und stabiler Wechselwir-
kungspartner von Aurora-Kinase A zu erfiillen (Abbil-
dung 3 f).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass wir, durch Kom-
bination von hochauflgsender nativer MS mit ,,Bottom-up*-
LC-MS/MS in einem Arbeitsablauf, in der Lage sind, enzy-
matische Proteinphosphorylierung auf Ebene von Amino-
sduremodifizierungen, relativen Reaktionskinetiken und
strukturellen Verdnderungen zu charakterisieren. Wir sind
der Meinung, dass die hier prisentierte Strategie auf jedes
Enzym-(Protein)Substrat-System angewendet werden kann
und daher einen allgemeingiiltigen Ansatz zur Erlangung
sequenzspezifischer, kinetischer und struktureller Informa-
tionen darstellt.

Experimentelles

Die Kinasereaktionen wurden unter physiologischen pH-Bedingun-
gen in Gegenwart von ATP und Magnesiumchlorid bei 30°C mit
einem 1000-fachen molaren Uberschuss an cAMP oder cGMP (PKG)
oder bei Raumtemperatur mit einem zweifachen molaren Uberschuss
an Bora (AurA) durchgefiihrt. Die Reaktionen wurden auf Eis durch
den Zusatz von EDTA gestoppt. Nachdem die Proben in Ammoni-
umacetat pH 6.8 gepuffert wurden, erfolgte die Analyse mithilfe
eines modifizierten Orbitrap-Exactive-Plus-Massenspektrometers,
dessen Einstellungen zum Erreichen hoher Massenauflosung und
Empfindlichkeit optimiert und fiir die spezifischen Proteine konstant
gehalten wurden. Fiir die LC-MS/MS-Analysen wurden die Reakti-
onsgemische denaturiert, reduziert, alkyliert und danach proteoly-
tisch gespalten mit Trypsin und GluC (PKG) oder ausschlieflich
Trypsin (AurA/Bora). Nach Entsalzung der Proben erfolgte die
Analyse mit einem LTQ-Orbitrap-Elite-Massenspektrometer, das an
eine Proxeon EASY-nLC 1000 gekoppelt ist. Weitere experimentelle
Details sind in den Hintergrundinformationen aufgefiihrt.
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