
 

 
 

Proteomische Methoden zur Identifizierung 
acetylierungsabhängiger Interaktionspartner 

von Histon H4 
 

von 

Dipl. NanoSc. Diana Lang 

aus Bernburg/Saale 

 

 

von der Fakultät II – Mathematik und Naturwissenschaften 

der Technischen Universität Berlin 

 

zur Erlangung des akademischen Grades 

Doktor der Naturwissenschaften 

-Dr. rer. nat.- 

genehmigte Dissertation 

 

Promotionsausschuss: 

Vorsitzender:  Prof. Dr. Thomas Friedrich 

Gutachter:  Prof. Dr. Roderich Süssmuth  

Gutachter:  Prof. Dr. Dirk Schwarzer  

Gutachter:  Dr. Eberhard Krause  

Tag der wissenschaftlichen Aussprache: 10. Juli 2012 

Berlin 2012 

D 83  



 
  



 

Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Mai 2009 bis Mai 2012 am Leibniz-Institut für 

Molekulare Pharmakologie in der Arbeitsgruppe Massenspektrometrie unter Leitung von 

Dr. Eberhard Krause angefertigt.  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

„The closer one looks at the [..] performance of matter in living organisms  

the more impressive the show becomes.” 

 

MAX DELBRÜCK: A Physicist Looks at Biology 

 

 
 
  



 
 
 



 

I 

Kurzfassung 

Die systematische Analyse von Protein-Protein-Interaktionen ist eine wichtige Voraussetzung für die 

Aufklärung molekularer Zusammenhänge und biologischer Funktionen innerhalb einer Zelle. Für die 

proteomweite Identifizierung interagierender Proteine haben sich in den letzten Jahren vermehrt 

Methoden durchgesetzt, die auf Affinitäts-Pulldown-Experimenten in Kombination mit quantitativer 

Massenspektrometrie basieren (Affinitäts-MS-Experiment).  

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer Ansatz, bestehend aus einer Kombination von mehr-

dimensionaler Peptidauftrennung mittels Flüssigchromatographie und hochaufgelöster Tandem-

Massenspektrometrie, zur effektiven Identifizierung und Quantifizierung komplexer Proteingemische 

aus Affinitäts-Pulldown-Experimenten entwickelt. Die Methode beruht auf der Verwendung von 

Umkehrphasen-Chromatographie (RP) mit pH-sauren Elutionsbedingungen in beiden chromato-

graphischen Dimensionen und führt durch Anwendung eines spezifischen Fraktionierungsschemas in 

der ersten Dimension zu einer optimalen Trenn- und somit MS/MS-Kapazität in der zweiten 

Dimension. Die Entwicklung und Validierung der Methodik erfolgte zunächst durch proteomweite 

Interaktionsanalysen mit gut charakterisierten, Tyrosin 595-phosphorylierten, Peptiden des T-Zell-

adapterproteins ADAP. In Kombination mit verschiedenen Isotopenmarkierungsverfahren (SILAC, 

enzymatische 18O-Markierung) konnten unter Anwendung der entwickelten 2-D RP-RP LC-MS/MS 

Methodik phosphorylierungsspezifische Interaktionspartner der ADAP-595-Peptidsequenz 

identifiziert werden.    

Im weiteren Verlauf wurde die 2-D RP-RP LC-MS/MS Methodik für die proteomweite Analyse von 

Interaktionspartnern des Zellkernproteins Histon H4 angewandt. Da Lysinacetylierungen generell mit 

einer Genaktivierung assoziiert sind, sollte insbesondere die Rolle dieser Modifizierungen als 

potentielle Erkennungsmotive bzw. als Werkzeug der Ladungsneutralisierung untersucht werden. 

Dazu wurden verschiedene acetylierte Peptide der N-terminalen Histon H4-Sequenz synthetisiert und 

als Matrix-gebundene Köder in differenziellen, SILAC-basierten Peptid-Pulldown-Experimenten 

eingesetzt. Dabei konnten additive Effekte der Histonacetylierung auf das Bindungsverhalten 

beobachtet werden, d.h. mit zunehmender Anzahl der Lysinacetylierungen erhöhte sich auch die 

Anzahl der Proteine, die nicht mehr mit dem Peptid interagierten. Darüber hinaus wurden 

potentielle, acetylierungsabhängige Interaktionspartner mehrfach acetylierter H4-Peptide 

identifiziert, wobei die Mehrzahl bekannte Chromatin- sowie RNA-Polymerase II-Interaktoren 

darstellen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Peptid-basierte Affinitäts-MS Experimente einen 

wertvollen Beitrag zum Verständnis von Protein-Protein-Interaktionen leisten können.  
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Abstract 

The systematic analysis of protein-protein-interactions is a prerequisite for a comprehensive 

understanding of the molecular correlations within a cell and the exploration of fundamental 

biological functions. In recent years affinity-based pulldown experiments in combination with 

quantitative mass spectrometry (affinity-MS experiments) have been established to identify 

interacting proteins in a proteome-wide manner.  

In the present work, a new approach combining multidimensional peptide separations by liquid 

chromatography with high-resolution tandem mass spectrometry was developed and used for an 

efficient identification and quantification of complex protein mixtures from affinity-based pulldown 

experiments. The method utilizes reversed-phase (RP) capillary columns with acetonitrile-containing 

eluents in both chromatographic dimensions. Furthermore, by applying a specific fractionation 

scheme in the first dimension, samples with evenly distributed peptides were obtained, fully utilizing 

the separation space and MS/MS capacity in the second dimension.   

The well-characterized interactions of Tyr-595-phosphorylated peptides derived from the T-cell 

adaptor protein ADAP with SH2-domain containing proteins were used to validate this approach. Two 

different stable isotope labeling strategies (SILAC, enzymatic 18O-labeling) were successfully applied 

to identify phosphorylation-specific interaction partners of the ADAP-595 peptide.  

The developed 2-D RP-RP LC-MS/MS methodology was further used to analyze interaction partners 

of the nuclear protein histone H4 in a proteome-wide manner. Since the acetylation of specific lysine 

residues within the N-terminal tail regions of histones is a general means of gene activation, a 

possible role as recognition motif for effector proteins or simple means of charge neutralization 

within histone tails was the main focus of this investigations. For this reason, differentially acetylated 

peptides derived from the N-terminal tail of histone H4 were synthesized and served as matrix-bound 

baits in the following SILAC-based pulldown experiments.  

An additive effect of histone H4 acetylation with regard to the binding behavior was observed. An 

increasing number of acetylation marks resulted in a higher number of proteins that were excluded 

from the peptide bait. In addition, some potential acetylation-specific binding partners were 

recruited to multiple acetylated H4-peptides. Most of these proteins represent known chromatin- 

and RNA-polymerase II interactors. In summary, the results illustrate that peptide-based affinity-MS 

experiments provide a valuable contribution to the understanding of protein-protein-interactions.
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1 Einleitung 

1.1 Chromatin 

Die Gesamtheit der Erbinformation einer Zelle bzw. deren materielle Träger (Chromosomen, Gene, 

DNA) wurde erstmals 1920 von dem Botaniker Hans Winkler unter dem Begriff „Genom“ zusammen-

gefasst. Die Genomgröße wird über den Gesamtbestand an Basenpaaren (bp) in der DNA eines 

Individuums definiert und beträgt für den menschlichen haploiden Chromosomensatz 3,27 x 109 bp 

(Venter et al. 2001; Vinogradov 2005). Mit einer Länge von 0,34 nm pro Basenpaar ergibt sich für den 

unkomprimierten DNA-Doppelstrang eine Gesamtlänge von 2,18 m. Die Verpackung der rund zwei 

Meter langen DNA in den nur wenige Mikrometer großen Zellkern erfolgt durch Kondensation zu 

einer DNA-Proteinstruktur (Nukleoproteinkomplex), die als Chromatin bezeichnet wird. 

1.1.1 Struktur und Aufbau 

Der erste Schritt der DNA-Kompaktierung wird über die Ausbildung einer dreidimensionalen Helix-

struktur der DNA realisiert (Watson und Crick 1953). Die weitere Kompaktierung erfolgt durch 

Wechselwirkung der DNA mit Kernproteinen, den sogenannten Histonproteinen. Diese wurden als 

universeller Bestandteil eukaryotischen Chromatins erstmals im Jahr 1884 von dem Mediziner und 

Physiologen Albrecht Kossel als kleine, basische Proteine beschrieben (Kossel 1884). Erst 90 Jahre 

später schlug Roger Kornberg ein Modell vor, in dem jeweils zwei Kopien der Histonproteine H2A, 

H2B, H3 und H4 ein Oktamer bilden (Histon-Core), um das sich die DNA organisiert (Kornberg 1974). 

Der Histonoktamer-DNA Komplex wird als Nukleosom bezeichnet und bildet die kleinste, sich 

wiederholende Einheit des Chromatins.  
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Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der DNA-Kompaktierung durch Histonproteine. Verpackung des DNA Doppel-

strangs durch ein Oktamer bestehend aus den Histonproteinen H2A, H2B, H3 und H4 zur „Beads on a string“ Form des 

Chromatins. Die Einheit aus einem Histonoktamer und 147 bp DNA wird als Nukleosom bezeichnet und ist die kleinste sich 

wiederholende Einheit des Chromatin. Durch Wechselwirkung mit Histon H1 (gelb) kommt es zur weiteren Kompaktierung, 

die letzlich in der Chromosomenstruktur endet. Die Darstellung der DNA-Kompaktierung wurde nach Tonna et al. verändert 

(Tonna et al. 2010). Die Darstellung des Nukleosoms (rechts) basiert auf der Kristallstuktur 1KX5 (Davey et al. 2002). 

Für die Ausbildung des Histonoktamers lagern sich zunächst die Histonproteine H2A und H2B sowie 

H3 und H4 zu Dimeren zusammen. Aus zwei H3/H4 Dimeren entsteht ein stabiles Tetramer, an das 

sich wiederum zwei H2A/H2B Dimere anlagern. Die Interaktion zwischen den Histonproteinen wird 

dabei über die zentral gelegenen Histon-Faltungsdomänen vermittelt. Pro Nukleosom sind ca. 147 bp 

der DNA als linksgängige Schraube 1,65 mal um das Histonoktamer gewunden (Luger et al. 1997; 

Davey et al. 2002). Wie in Abbildung 1-1 zu erkennen ist, erfolgt die Verknüpfung einzelner 

Nukleosomen über ein kurzes Stück (10-80 bp) ungebundener DNA, die auch als Linker-DNA 

bezeichnet wird (Felsenfeld und Groudine 2003; Peterson und Laniel 2004). Die Bindung des Histons 

H1, auch als Linker-Histon bezeichnet, an die Linker-DNA, bewirkt eine Stabilisierung der 

Nukleosomenstruktur und moduliert gleichzeitig den Ein- und Austrittswinkel der DNA (Thoma et al. 

1979; Luger et al. 1997; Bednar et al. 1998). Der Komplex aus Nukleosom und gebundenem Histon H1 

wird als Chromatosom bezeichnet (Simpson 1978). Durch Mechanismen, die bisher nicht vollständig 

aufgeklärt wurden, führt die Interaktion des Linker-Histons mit der Linker-DNA zur weiteren 
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Kompaktierung der DNA (30 nm Chromatinfasern). Diese spiralenförmige Selenoidstruktur bildet 

Schleifendomänen aus, aus denen die Chromosomenstruktur resultiert (Paul und Ferl 1999; 

Tremethick 2007). Die korrekte Verpackung der DNA ist essentiell für viele zelluläre Prozesse wie 

beispielsweise Transkription, Replikation und DNA-Reparatur. Je nach Struktur, Funktion und 

Packungsgrad des Chromatins unterscheidet man zwischen Heterochromatin und Euchromatin. Trotz 

eindeutiger Unterschiede in der Funktion von Eu- und Heterochromatin, ist der molekulare Aufbau 

der unterschiedlichen Chromatinarten noch nicht vollständig aufgeklärt. Aktiv transkribierte Gene 

sind im weniger stark kondensierten Euchromatin lokalisiert. Es enthält die Mehrheit aller Gene, hat 

nur wenige sich wiederholende DNA-Abschnitte und kann in der Meiose frei rekombiniert werden 

(Fischle 2009). Im Gegensatz dazu sind inaktive Gene durch eine starke DNA-Kondensation mit nur 

wenigen Protein-kodierenden DNA-Abschnitten gekennzeichnet (Heterochromatin).  

1.1.2 Histone und Histonmodifizierungen 

Wie in Abschnitt 1.1.1 bereits beschrieben, spielen Histonproteine eine zentrale Rolle bei der 

Kondensation der DNA. Man unterscheidet dabei fünf verschiedene Histonproteine: H2A, H2B, H3 

und H4, die den nukleosomalen Kern bilden, sowie H1, das als Linker-Histon bezeichnet wird 

(Richmond et al. 1983; Luger et al. 1997). Die vier Kernhistone sind evolutionär konserviert und 

besitzen eine hohe strukturelle Ähnlichkeit. Das zentrale Faltungsmotiv der Kernhistone besteht aus 

drei α-Helices, die über zwei Schleifen miteinander verbunden sind und mit der DNA interagieren 

(globuläre Domäne oder auch Histonfaltungsdomäne). Die positiv geladenen aminoterminalen Enden 

(tails) liegen außerhalb der strukturierten Domäne und ragen aus dem Nukleosom heraus (Arents et 

al. 1991; Arents und Moudrianakis 1995; Luger et al. 1997; Fischle et al. 2003; Cruickshank et al. 

2010). Eine weitere Gemeinsamkeit der Kernhistone ist der hohe Anteil an basischen Aminosäuren 

(Arginin und Lysin), wobei diese nicht gleichmäßig über die Proteinsequenzen verteilt sind, sondern 

bevorzugt in den N-terminalen Enden (tails) vorkommen. Im Gegensatz zur relativ statischen 

Nukleosomenstruktur, kann es im Bereich der N-terminalen Histon-tails aufgrund zahlreicher 

chemischer Veränderungen (posttranslationale Modifizierungen, PTMs) zu molekularen 

Unterschieden zwischen verschiedenen Nukleosomen kommen. Diese Modifizierungen scheinen als 

Signal oder Schalter für unterschiedliche Regionen des Chromatin zu fungieren und erlauben die 

Rekrutierung von Chromatin-bearbeitenden Proteinen und Proteinkomplexen (Jenuwein und Allis 

2001; Kouzarides 2007). Aufgrund dieser Eigenschaften geht man davon aus, dass posttranslationale 

Modifizierungen an Histonproteinen einen dynamischen Regulationsmechanismus zur Steuerung der 

transkriptionellen Aktivität in allen Zellen darstellen (Strahl und Allis 2000; Fischle 2009). Als erste 
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posttranslationale Modifizierungen von Histonen wurden bereits Mitte der 1960er Jahre Lysin-

methylierungen und –acetylierungen beschrieben (Frenster et al. 1963; Phillips 1963; Allfrey et al. 

1964; Littau et al. 1964; Murray 1964). Mittlerweile ist jedoch eine Vielzahl weiterer PTMs 

identifiziert worden, die bevorzugt innerhalb der N-terminalen Histon-tails auftreten und dort den 

Ladungszustand und damit die Zugänglichkeit der DNA sowie Protein-Protein-Interaktionen mit dem 

Nukleosom beeinflussen. Neben der bereits erwähnten Methylierung und Acetylierung konnten 

Ubiquitinierung und Sumoylierung am Lysin, ADP-Ribosylierung oder Prolinisomerisierung 

nachgewiesen werden. Darüber hinaus wurden Serin- und Threoninphosphorylierungen sowie 

Argininmethylierungen identifiziert (Fischle et al. 2003; Bhaumik et al. 2007; Kouzarides 2007). Die 

Komplexität der PTMs wird weiter erhöht, bedenkt man, dass Lysinreste mono-, di- oder trimethyliert 

werden können (Rice et al. 2003). Die Methylierung an Argininresten erfolgt unter Einbau einer oder 

zwei Methylgruppen, wobei diese symmetrisch oder asymmetrisch angeordnet sein können 

(Bannister et al. 2002; Kouzarides 2007).  

 

Abbildung 1-2: Ausgewählte posttranslationale Modifizierungen der Core-Histone. Die Mehrzahl aller PTMs treten an den 

N-terminalen tails auf. Diese Modifizierungen beinhalten unter anderem die Acetylierung (Ac) und Methylierung (Me) von 

Arginin- und Lysinresten, die Phosphorylierung (P) von Serin und Threonin und Ubiquitinierung (Ub) von Lysinen. Die 

globulären Histonfaltungsdomänen sind als Kristallstruktur (1KX5) dargestellt. (Abbildung modifiziert nach Bhaumik et al. 

2007) 
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Obwohl die am häufigsten untersuchten Histon-PTMs hauptsächlich in N-terminalen Histonbereichen 

lokalisiert sind, konnten auch zahlreiche Modifizierungen C-terminal und innerhalb der Histon-

faltungsdomänen identifiziert werden (Felsenfeld und Groudine 2003; Cosgrove et al. 2004; Peterson 

und Laniel 2004). Eine Auswahl der prominentesten Core-Histon PTMs ist in Abbildung 1-2 

zusammengefasst. Im Gegensatz zu den hochkonservierten Core-Histonen (H2A, H2B, H3 und H4), 

weisen die Linker-Histone H1 eine weitaus größere Variabilität zwischen verschiedenen Spezies auf 

(Thoma et al. 1979; Pruss et al. 1996). Alleine in Säugern werden sieben verschiedene H1-Varianten 

kodiert (Yamamoto und Horikoshi 1996; Happel et al. 2005; Wisniewski et al. 2007). Die Interaktion 

zwischen den Linker-Histonen und der Linker-DNA wird über die zentrale, globuläre Domäne des H1 

vermittelt. Neben dieser unpolaren, strukturierten Region, verfügt H1 analog zu den Core-Histonen 

über unstrukturierte terminale Enden, die posttranslational modifiziert werden (Thoma et al. 1979; 

Tweedie-Cullen et al. 2009).   

Die Anzahl der identifizierten Histonmodifizierungen steigt stetig. Durch die Identifizierung 

verschiedener Histon-PTMs aus unterschiedlichen Bereichen des Chromatins und damit des Genoms, 

wuchs auch das Interesse an der biologischen Funktion. Da Methylierungen im Gegensatz zu den 

meisten anderen posttranslationalen Histonmodifizierungen biochemisch besonders stabil sind, 

gehören sie zu den am besten charakterisierten Histon-PTMs (Kouzarides 2007; Fischle 2009). Die 

bekanntesten Methylierungen N-terminaler H3- und H4-Bereiche, die mit verschiedenen 

Chromatinzuständen assoziiert sind und denen somit eine klar definierte biologische Funktion 

zugeschrieben wird, sind H3K4me3, H3K9me3, H3K27me3, H3K36me3 und H4K20me3 (Vermeulen et 

al. 2010). Verschiedene Untersuchungen haben gezeigt, dass einige dieser Methylierungen für die 

zeitlich begrenzte oder dauerhafte Geninaktivierung verantwortlich sind (H3K9me3, H3K27me3 und 

H4K20me3), während andere die Genaktivierung steuern (H3K4me3 und H3K36me3) (Rice et al. 

2003; Bernstein et al. 2005; Li et al. 2007a; Vermeulen et al. 2007; Vermeulen et al. 2010). Im 

Gegensatz zu Methylierungen, die mit Eu- und Heterochromatin assoziiert werden, markieren 

Histonacetylierungen in der Regel transkriptionell aktive Chromatinbereiche (Chahal et al. 1980; 

Kouzarides 2007; Li et al. 2007a; Cruickshank et al. 2010). Aufgrund der Schlüsselfunktion, die 

Histonacetylierungen in der Genaktivierung einnehmen, soll ihre Funktionsweise in den Abschnitten 

1.1.3 und 1.1.4 näher betrachtet werden.   

Analog hierzu, haben die anderen Histon-PTMs (Phosphorylierung, Ubiquitinierung, Sumoylierung, 

ADP-Ribosylierung oder Prolinisomerisierung) ebenfalls Einfluss auf verschiedene DNA-assoziierte 

Prozesse (Transkription, DNA-Reparatur, Chromatinkondensation oder DNA-Replikation), auf die 

jedoch nicht näher eingegangen werden soll. 
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1.1.3 Histon-Modifizierungsenzyme 

Die Klasse der Histon-modifizierenden Enzyme umfasst all diejenigen Proteine, die kovalente 

Verbindungen an bestimmte Aminosäuren knüpfen und solche, die diese Verbindungen wieder 

entfernen. Dazu zählen unter anderem Histonmethyltransferasen (HMTs), die die Etablierung von 

Methylierungen katalysieren, sowie Histondemethylasen (HDMs) als deren Gegenspieler (Zhang und 

Reinberg 2001; Bannister und Kouzarides 2005). Aufgrund ihrer Affinität zu meist nur einer 

Aminosäure eines bestimmten Histons, zählen die HMTs zu den spezifischsten Histon-Modifizierungs-

enzymen. Bei HMTs unterscheidet man zwischen Lysin- und Arginin-spezifischen Enzymen. Je nach 

Art der HMT werden bis zu drei Methylgruppen auf die Lysinseitenkette und bis zu zwei Methyl-

gruppen (symmetrisch oder asymmetrisch) auf Argininseitenketten übertragen. Der bekannteste 

Vertreter dieser Enzymgruppe ist SUV39H1, das wie die meisten Lysin-spezifischen HMTs über eine 

hochkonservierte SET-Domäne, die das katalytische Zentrum für die Methylierungsreaktion bildet, 

verfügt (Jenuwein et al. 1998; Lachner und Jenuwein 2002; Chin et al. 2006). SUV39H1 trimethyliert 

den H3-tail an Lysin 4 und inaktiviert dadurch die Genaktivität (Rea et al. 2000). Die ersten Proteine 

mit Demethylaseaktivität wurden erst vor ein paar Jahren nachgewiesen. Diese Enzyme zeichnen sich 

in der Regel durch katalytisch aktive LSD1-Domänen (Shi et al. 2004) und JmjC-Domänen (Tsukada et 

al. 2006) als Histondemethylase-Domänen aus.  

Eine ähnlich hohe Spezifität wie die HMTs, weisen auch die Proteinkinasen (PK) und die dazu-

gehörigen Proteinphosphatasen (PP) auf, die den Phosphorylierungsgrad von Serin-, Threonin- und 

Tyrosinresten kontrollieren. Für Histone wurden zwei Klassen von PK beschrieben. Dazu zählen zum 

einen sequenzspezifische Kinasen wie die mitogen- und stressaktivierten Proteinkinasen 1 und 2 

(MSK1, MSK2) (Chwang et al. 2007) oder die extrazellulär-regulierte Proteinkinase (ERK) (Chwang et 

al. 2006). Die zweite Klasse von histonspezifischen PK stellt die Familie der mitotischen Aurora-

Kinasen dar (Hsu et al. 2000). Für die Dephosphorylierung von Histonresten wurden Mitglieder aus 

der Typ 1 Phosphatase (PP1)-Familie identifiziert (Murnion et al. 2001; Nowak und Corces 2004; 

Koshibu et al. 2009).  

Die Histonacetylierung zählt zu den am besten verstandenen Histonmodifizierungen. Ein spezifischer 

Acetylierungsgrad wird durch die aufeinander abgestimmte Aktivität von Histonacetyltransferasen 

(HATs) und Histondeacetylasen (HDACs) eingestellt (Kurdistani und Grunstein 2003; Biel et al. 2005). 

Bereits Anfang der 1970er-Jahre wurden Enzyme mit einer intrinsischen HAT-Aktivität nachgewiesen 

(Sterner und Berger 2000). Entsprechend ihrer biologischen Funktion, ihrer Lokalisation oder 

homologer Sequenzbereiche, wurden diese Enzyme in fünf verschiedene Enzymfamilien eingeteilt: 

1.) GNAT-Familie, 2.) MYST-Familie, 3.) CBR/p300, 4.) Kernrezeptor Koaktivatoren und 5.) TBP-
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assoziierte Transkriptionsfaktoren (Sterner und Berger 2000; Marmorstein und Roth 2001; Roth et al. 

2001; Cruickshank et al. 2010). Strukturell betrachtet zeichnen sich die Mitglieder der GNAT-Familie 

(Gcn5-related N-acetyltransferase) durch eine hochkonservierte, ca. 160 Aminosäuren-umfassende 

katalytische Domäne (HAT-Domäne) und eine carboxyterminal-gelegene Bromodomäne (siehe 

Abschnitt 1.1.6) für die spezifische Erkennung acetylierter Lysinreste aus. Zu der GNAT-Familie zählen 

Gcn5, PCAF, Hat1, Elp3 und Hpa2 (Sterner und Berger 2000; Roth et al. 2001; Biel et al. 2005). Der 

Mechanismus der Gcn5-katalysierten Acetylierung von Lysin 14 an Histon H3 ist in Abbildung 1-3 

dargestellt. 

 

Abbildung 1-3: Gcn5-katalysierte Acetylierung von H3K14. Der nukleophile Angriff der ε-Aminofunktion des Lysins auf das 

vorkoordinierte Acetyl-CoA (blau) wird durch Gcn5-Glu122 (fungiert als Base) unterstützt. Die Amidfunktion von Gcn5-

Leu126 stabilisiert den Übergangszustand, der unter Bildung von CoASH und acetyliertem H3K14 zerfällt (Rojas et al. 1999). 

(Abbildung modifiziert nach Biel et al. 2005) 

Die MYST-Familie der HATs ist nach ihren Mitgliedern (MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 und Tip60) benannt 

(Borrow et al. 1996). Darüber hinaus werden auch die Enzyme Esa1, HBO1 und MORF zur Familie der 

MYST-HATs gezählt (Sterner und Berger 2000). Neben der katalytischen Domäne (ca. 250 Amino-
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säuren), verfügen die MYST-Enzyme außerdem über eine zinkbindende Domäne (C2H2-

Zinkfingerdomäne) und eine N-terminale Chromodomäne (siehe Abschnitt 1.1.6) für die spezifische 

Erkennung von methylierten Lysinresten (Biel et al. 2005; Vonlaufen et al. 2010). Zu den am besten 

charakterisierten HATs gehören die beiden Koaktivatoren p300 und CBP (CREB-bindendes Protein). 

Sie zeichnen sich durch mehrere funktionelle, hochkonservierte Domänen, bestehend aus einer etwa 

500 Aminosäuren-umfassenden HAT-Domäne, einer Bromodomäne, einer Glutamin-reichen Region 

und drei Cystein-Histidin-reichen Motiven, aus (Kraus et al. 1999). Die Glutamin- und Cystein-reichen 

Regionen dienen dabei der Vermittlung von Protein-Protein-Interaktionen. Die vierte Klasse der 

HATs, die Kernrezeptor Koaktivatoren (z.B. SRC1, ACTR, TIF2), kontrollieren die Transkription in 

Abhängigkeit bestimmter hormoneller Signale (Sterner und Berger 2000). Strukturell weisen sie eine 

C-terminale HAT-Domäne, eine zentrale Rezeptor-Interaktionsdomäne (RID) und eine N-terminale 

bHLH-PAS-Domäne (basic helix-loop-helix-PAS) auf (Crews und Fan 1999; Marmorstein 2001). TATA-

Box Bindeprotein (TBP)-assoziierte Transkriptionsfaktoren (z.B. humanes-TAF(II)250, Drosophila-

TAF(II)230 oder Hefe-Taf(II)130) weisen eine intrinsische HAT-Aktivität auf und bilden die fünfte 

Klasse der Histonacetyltransferasen (Mizzen et al. 1996). Diese Proteine besitzen neben der zentral 

gelegenen HAT-Domäne zwei terminale Kinasedomänen sowie eine Bromodomäne, die innerhalb der 

C-terminalen Kinasedomäne lokalisiert ist (Jacobson et al. 2000; Marmorstein 2001).   

Als Gegenspieler zu den HATs werden HDACs, die die Abspaltung der Acetylfunktion katalysieren, 

aufgrund von Sequenzhomologien in drei Enzymklassen eingeteilt (Gray und Ekstrom 2001). Die erste 

Klasse der HDACs umfasst die Proteine HDAC1, HDAC2, HDAC3 und HDAC8 und leitet sich von der aus 

der Hefe stammenden HDAC RPD3 ab (Taunton et al. 1996; Gray und Ekstrom 2001). HDACs dieser 

Klasse werden vorwiegend im Zellkern der meisten Gewebe und Zellkulturen exprimiert (Dangond et 

al. 1998; Emiliani et al. 1998; Buggy et al. 2000; Hu et al. 2000). Klasse II-HDACs (HDAC4, HDAC5, 

HDAC6, HDAC7, HDAC9 und HDAC10) sind homolog zum Hefeprotein Hda1 (Fischle et al. 1999; 

Grozinger et al. 1999; Cruickshank et al. 2010). Im Gegensatz zu Klasse I-HDACs werden sie 

gewebespezifisch exprimiert und können sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma nachgewiesen 

werden (Verdin et al. 2003). HDACs der Klassen I und II verfügen über eine hochkonservierte, etwa 

390 Aminosäuren-umfassende katalytische Domäne. Die Hydrolyse der Acetylgruppe erfolgt letztlich 

aufgrund der Aktivierung eines Wassermoleküls durch ein Zinkion im aktiven Zentrum (Finnin et al. 

1999; Biel et al. 2005). Die HDACs der dritten Klasse gehen auf den Transkriptionsrepressor Sir2 aus 

Hefe zurück und werden daher auch als Sirtuin-Klasse bezeichnet (Imai et al. 2000). Anders als bei 

HDACs der Klassen I und II wird die katalytische Aktivität der Enzyme der Sirtuin-Klasse (SIRT1-SIRT7) 

über den Kofaktor Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid (NAD+) gesteuert (Frye 1999; Frye 2000; 
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Imai et al. 2000). Strukturell zeichnen sich die Sirtuine neben einer 275 Aminosäuren großen kata-

lytischen Domäne durch zwei Zinkfingerdomänen, welche Protein-Protein- oder Protein-DNA-

Interaktionen vermitteln, aus (Frye 2000).  

Neben den beschriebenen Histon-modifizierenden Enzymen wurden auch Enzyme identifiziert, die 

die Ubiquitinierung (Shilatifard 2006), Sumoylierung (Nathan et al. 2006), ADP-Ribosylierung (Hassa 

et al. 2006) und Prolinisomerisierung (Nelson et al. 2006) katalysieren.  

1.1.4 Rolle von Histonacetylierungen 

Bereits kurze Zeit nach der Entdeckung der ersten Histonacetylierungen Anfang der 1960er Jahre 

(Phillips 1963), wurden diese Modifizierungen als Kennzeichen für transkriptionell aktives Chromatin 

beschrieben (Allfrey et al. 1964; Chahal et al. 1980; Csordas 1990; Turner und O'Neill 1995; Brownell 

et al. 1996; Li et al. 2007a). Dies kann durch die Abnahme der positiven Nettoladung des Histon-tails, 

als Folge der Acetylierung von Lysinseitenketten, erklärt werden. Dabei werden die elektrostatischen 

Wechselwirkungen zwischen dem negativ geladenen Rückgrat der DNA-Phosphatreste und dem 

Histon-tail aufgehoben, was in einer weniger kondensierten Chromatin-Struktur und einer erhöhten 

DNA-Zugänglichkeit resultiert (McGhee et al. 1980; Norton et al. 1990).  

Wie in Abbildung 1-2 zu sehen, können alle vier Core-Histone an spezifischen Lysinresten acetyliert 

werden: H3 (K9, K14, K18, K23, K27, K36, K56), H4 (K5, K8, K12, K16), H2A (K9) und H2B (K5, K12, K15, 

K20). Einzelne dieser Modifizierungen oder deren Zusammenspiel regulieren dabei Prozesse wie 

Nukleosomenaufbau, Chromatinkondensation und –konformation oder Gentranskription (Grunstein 

1997; Shahbazian und Grunstein 2007), die im Folgenden näher betrachtet werden.  

Nukleosomenaufbau  

Die Synthese der Histonproteine findet in der Synthesephase (S-Phase) des Zellzyklus, während der 

DNA-Replikation, statt (Lucchini et al. 2001). Direkt nach der Synthese werden die Histone durch 

zytoplasmatisch-aktive Histonacetyltransferasen (z.B. Hat1) modifiziert (Ruiz-Carrillo et al. 1975; 

Sobel et al. 1995). Während neu synthetisiertes Histon H4 in vielen Eukaryoten spezifisch an den 

Lysinresten 5 und 12 acetyliert wird, sind die Acetylierungen an neu synthetisiertem Histon H3 

weniger konserviert (z.B. K9 und K14 in Tetrahymena, K14 und K23 in Drosophila, keine Acetylierung 

in humanen Zellen) (Allis et al. 1985; Sobel et al. 1995; Kuo et al. 1996; Shahbazian und Grunstein 

2007). Der Nukleosomenaufbau beginnt mit der Bindung von neu synthetisierten H3/H4-Tetrameren 

an die DNA mit anschließender Anlagerung von zwei H2A/H2B-Dimeren. Die geordnete Bindung der 

basischen Histonproteine an die DNA wird durch Histon-Chaperone (z.B. Nukleoplasmin, Nap-1, 
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CAF-1, Hira) kontrolliert. Das humane Histon-Chaperon CAF-1 (chromatin assembly factor-1) ist mit 

den Histonen H3 und H4 assoziiert, der kontrollierte Einbau der Histone H2A und H2B wird über das 

Histon-Chaperon Nap-1 (nucleosome assembly protein-1) vermittelt (Loyola und Almouzni 2004b). 

Zunächst wurde vermutet, dass die Erkennung von H3/H4 durch CAF-1 über die spezifische K5/12-

Bisacetylierung neu synthetisierter Histon H4-Proteine verläuft (Kaufman et al. 1995; Verreault et al. 

1996). Mittlerweile ist bekannt, dass nicht alleine die Acetylierung an den Aminosäuren Lys 5 und 

Lys 12, sondern ebenso die Acetylierung an K5, K8 und K12 (jedoch nicht an K16) die Bindung von 

CAF-1 an H3/H4 und somit den Nukleosomenaufbau vermittelt (Ma et al. 1998). In den letzten Jahren 

wurden neben den erwähnten tail-Acetylierungen auch Acetylierungen innerhalb der globulären 

Histondomänen neu synthetisierter Histone (H3K56 und H4K91) im Zusammenhang mit der Bindung 

des Histon-Chaperons CAF-1 an H3/H4 diskutiert (Masumoto et al. 2005; Ye et al. 2005; Recht et al. 

2006). Acetylierungen innerhalb der N-terminalen Histon-tails und der globulären Domänen neu 

synthetisierter Histone vermitteln somit die spezifische Bindung von Histon-Chaperonen und damit 

eine geordnete Bindung an die DNA. 

Chromatinkondensation und –konformation  

Der Acetylierungsgrad der Core-Histone spielt ebenso eine zentrale Rolle bei der Kondensation der 

DNA in höher geordnete Chromatinstrukturen. Untersuchungen haben gezeigt, dass die terminalen 

Enden der Histone sowohl mit der nukleosomalen DNA als auch mit der Linker-DNA interagieren und 

dabei 30 nm Chromatinfasern bilden (Annunziato et al. 1988; Tse et al. 1998; Angelov et al. 2001). 

Die Acetylierung der Histon-tails bewirkt eine Abnahme ihrer positiven Nettoladung, wodurch 

elektrostatische Histon-DNA-Wechselwirkungen aufgehoben werden (McGhee et al. 1980; Norton et 

al. 1990). Dies führt zur Destabilisierung der 30 nm Chromatinfasern und damit zu einer offeneren 

Chromatinstruktur. Der Einfluss der Histonacetylierung auf die Chromatinkondensation wurde im 

Besonderen für Histon H4 diskutiert. Kristallstrukturuntersuchungen zeigen, dass die Aminosäuren 

14-23 von Histon H4 viele Wasserstoff- und Salzbrücken mit sauren H2A/H2B-Dimerbereichen 

benachbarter Nukleosomen ausbilden, die durch H4-Hyperacetylierung terminiert werden (Arents et 

al. 1991; Luger et al. 1997; Shahbazian und Grunstein 2007). Die Acetylierung von Lysin 16 an Histon 

H4, die innerhalb des oben genannten Bereichs liegt, scheint dabei eine Schlüsselrolle einzunehmen. 

In vitro-Experimente haben gezeigt, dass die Monoacetylierung von H4K16 den gleichen Effekt auf die 

Ausbildung höher geordneter Chromatinstrukturen (30 nm Chromatinfasern) hat, wie eine 

vollständige Deletion des gesamten H4-tails (Shogren-Knaak et al. 2006; Shogren-Knaak und Peterson 

2006). Der Acetylierungsstatus von Lysin 16 beeinflusst dabei sowohl die durch intra- als auch 
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intermolekulare Wechselwirkungen bedingte Chromatin-Kondensation. Darüber hinaus wurde die 

K16-Acetylierung an Histon H4 als Schlüsselmodifizierung für die Ausbildung von aktivem 

Euchromatin (acetyliert) und inaktivem Heterochromatin (nicht acetyliert) beschrieben (Megee et al. 

1990; Luo et al. 2002). Diese Funktion wird über die acetylierungsabhängige Interaktion des H4-tails 

mit verschiedenen SIR (silencing information regulation)-Proteinen, Strukturproteinen von inaktivem 

Chromatin, gesteuert (Gasser und Cockell 2001; Oppikofer et al. 2011). Die Acetylierung von Histon-

H4K16 vermittelt dabei beispielsweise die Rekrutierung des Proteins Sir2, welches HDAC-Aktivität 

besitzt. Durch die Deacetylierung des Lysinrest 16 wird die Interaktion von H4 mit dem Protein Sir3 

und damit die Ausbreitung von Heterochromatin initiiert (Oppikofer et al. 2011). Der bekannteste 

Prozess, der über Histondeacetylierung (Formierung von Heterochromatin) gesteuert wird, ist die 

Inaktivierung eines weiblichen X-Chromosoms (Xi) und damit die Dosiskompensation zwischen 

männlichen und weiblichen Zellen in Säugetieren (Casas-Delucchi et al. 2011). Im Gegensatz dazu 

führt die H4K16-Acetylierung in dem männlichen X-Chromosom in Drosophila zur Ausbildung von 

aktivem Euchromatin und einer Verdopplung der Transkriptionsrate (Turner et al. 1992; Lavender et 

al. 1994). 

Gentranskription  

Wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, beeinflussen spezifische Histonacetylierungen die 

Chromatinkonformation, weshalb sie auch stark mit der Gentranskripition korrelieren. Die 

Mechanismen der Transkriptionsaktivierung werden dabei verschieden diskutiert. Ein wichtiger Fakt 

dabei ist vor allem die aufgrund der Acetylierung hervorgerufene Ladungsneutralisierung, die zu 

einer weniger dicht gepackten Chromatinstruktur führt. Dies wiederum bewirkt eine bessere 

Zugänglichkeit der DNA für verschiedene Transkriptionsfaktoren (Lee et al. 1993). Zusätzlich wird 

vermutet, dass bestimmte Acetylierungen Bindungsstellen für Proteine darstellen, die mit 

Genaktivierung und Transkription assoziiert sind. Wie bereits erwähnt, wird der Acetylierungsstatus 

der Histone durch das Zusammenspiel von HATs und HDACs kontrolliert (siehe Abbildung 1-4).  

Abbildung 1-4: Acetylierung und 

Deacetylierung von Chromatin.  

Die Acetylierung (Ac) von Histonen 

durch HATs bewirkt eine Öffnung 

der Chromatinstruktur und damit 

eine Genaktivierung. Die Aktivität 

von HDACs führt zur Histon-

deacetylierung und somit Gen-

inaktivierung.  
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Genaktivierung ist dabei mit der Aktivität von HATs, welche meist Untereinheiten größerer 

Acetyltransferasekomplexe sind (z.B. Gcn5 als Teil des Spt-Ada-Gcn5 [SAGA]-Komplex oder Esa1 als 

Teil des Nukleosomacetyltransferasekomplex [NuA4]), assoziiert (Grant et al. 1997; Allard et al. 1999; 

Kuo et al. 2000). Es stellte sich heraus, dass diese Komplexe durch transkriptionelle Aktivatoren direkt 

an stromaufwärts aktivierende Sequenzelemente (UAS) rekrutiert werden und dort die Rekrutierung 

weiterer Transkriptions- oder Chromatinumbaufaktoren über spezifische Histonacetylierungen/-

deacetylierungen steuern (Fukuda et al. 2006; Shahbazian und Grunstein 2007). So wird 

beispielsweise die Gcn5-katalysierte Acetylierung und Transkription des HIS3-Gens in Hefe von dem 

Aktivator Gcn4 und seiner Bindungsstelle innerhalb der UAS gesteuert (Kuo et al. 2000). Gcn5 gehört 

zur Gruppe der GNAT-HATs, die neben einer katalytischen Domäne auch über eine carboxy-terminale 

Bromodomäne für die spezifische Erkennung acetylierter Lysinreste verfügen (siehe Abschnitte 1.1.3 

und 1.1.6). Diese vermittelt die Bindung der HAT an die aktiven Genbereiche und führt zur 

Rekrutierung weiterer Transkriptionsfaktoren, auch wenn die Aktivatoren, die die anfängliche 

Rekrutierung vermittelt haben, nicht mehr vorhanden sind (Hassan et al. 2006).  

Neben den beschriebenen Prozessen, die über verschiedene Histonacetylierungen kontrolliert bzw. 

beeinflusst werden, reguliert das Zusammenspiel von HATs und HDACs auch weitere DNA-assoziierte 

Prozesse (DNA-Rekombination und –Replikation, DNA-Reparatur), auf die jedoch im Rahmen dieser 

Arbeit nicht weiter eingegangen werden soll. 

1.1.5 Rolle von Ser1-Phosphorylierung an Histon H4 

Die Phosphorylierung von Serin 1 an Histon H4 wurde erstmals 1970 von Michael Sung und Gordon 

Dixon beschrieben (Sung und Dixon 1970). Darüber hinaus wurden Phosphorylierungen an Histidin 18 

und 75 von Histon H4 detektiert, die sonst eher selten sind (Besant und Attwood 2000; Besant et al. 

2003). Der Einfluss der Phosphorylierung von Histon-tails auf Prozesse wie Transkription, DNA-

Reparatur, Apoptose und Chromatinkondensation wird dabei ähnlich wie für Histonacetylierungen 

diskutiert. Durch das Anheften einer negativ geladenen Phosphatgruppe an den positiv geladenen 

Histon-tail kommt es zu einer Verminderung der positiven Nettoladung. Wie bereits für Histon-

acetylierungen beschrieben, führt das zur Aufhebung der elektrostatischen Wechselwirkungen des 

tails mit dem DNA-Rückgrat und resultiert in einer lockereren Chromatinstruktur (siehe Abschnitt 

1.1.4) (Sung und Dixon 1970). Aufgrund dessen wird die Phosphorylierung von Serin- und 

Threoninresten häufig im Zusammenhang mit der Mitose und der Transkriptionsaktivierung 

diskutiert (Hsu et al. 2000). Trotz der Besonderheit der Histidinphosphorylierungen, soll im Folgenden 
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lediglich der Einfluss von Serin 1-Phosphorylierungen diskutiert werden. Die Phosphorylierung des 

Ser1 an Histon H4 wird von der Casein Kinase II (CDKII) katalysiert (Cheung et al. 2005) und ist 

evolutionär hoch konserviert (Barber et al. 2004; Krishnamoorthy et al. 2006). Neuere Studien in S. 

cerevisiae geben Hinweise darauf, dass die H4-Serin1-Phosphorylierung die Sporulation reguliert und 

eine evolutionär konservierte Rolle bei der Kompaktierung des Chromatins in späteren Stadien der 

Gametogenese spielt (Krishnamoorthy et al. 2006; Wendt und Shilatifard 2006; Govin et al. 2010). 

Die Rolle der Serin 1-Phosphorylierung an Histon H4 bei den eben genannten Prozessen ist dabei 

bisher nicht vollständig aufgeklärt, jedoch werden drei mögliche Prozesse diskutiert. Die erste 

Theorie besagt, dass die Serin 1-Phosphorylierung direkt in die Chromatinkondensation involviert ist. 

Kristallstrukturuntersuchungen in Hefe haben gezeigt, dass es zur Ausbildung von elektrostatischen 

Wechselwirkungen des nukleosomalen N-terminalen H4-tails mit DNA benachbarter Nukleosomen 

kommt (Zheng und Hayes 2003). Durch die Serin 1-Phosphorylierung an H4 würden diese 

Interaktionen aufgehoben und die Chromatinstruktur gelockert. Der zweite mögliche Mechanismus 

für die Rolle der H4-Serin 1-Phosphorylierung während der Chromatinkondensation beruht auf der 

Theorie, dass der phosphorylierte tail als Köder für die spezifische Rekrutierung von Chromatin-

umbauenden Faktoren dient (Wendt und Shilatifard 2006). Proteine, die spezifisch an Serin 1-

phosphoryliertes H4 binden, wurden jedoch bisher nicht beschrieben. Aufgrund der besonderen 

Rolle, die die Serin 1-Phosphorylierung bei der Spermatogenese einnimmt (Krishnamoorthy et al. 

2006), beinhaltet der dritte mögliche Mechanismus, dass die Phosphorylierung als Signal für den 

hochspezifischen Austausch der Histone durch spermienspezifische Histonvarianten dient (Wendt 

und Shilatifard 2006).  

1.1.6 Bindungsmodule an Histon PTMs 

Wie in den vergangenen Kapiteln beschrieben, spielen Histonmodifizierungen (PTMs) eine 

entscheidende Rolle bei der Rekrutierung von Chromatin-umbauenden Proteinkomplexen und somit 

bei nahezu allen DNA-assoziierten Prozessen. Untereinheiten dieser Proteinkomplexe weisen meist 

spezifische Proteindomänen auf, die vermutlich für diese Rekrutierung verantwortlich sind, indem sie 

modifizierte Aminosäuren erkennen und binden. Die prominentesten Vertreter dieser Protein-

domänen sind Bromodomänen, die acetylierte Lysinreste spezifisch erkennen und binden können, 

und Chromodomänen für die spezifische Bindung an methylierte Lysinreste (Jenuwein und Allis 

2001).   

Bromodomänen (BRD) sind strukturell hochkonservierte, etwa 110 Aminosäuren-umfassende 

Proteinstrukturen, die in vielen Chromatin-assoziierten Proteinen, insbesondere in vielen 
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Histonacetyltransferasen, enthalten sind

konnten 121 humane Bromodomänen

Simple Modular Architecture Research Tool

2012)). Diese Proteine werden in drei Klassen wie folgt eingeteilt: Die erste Klasse 

BRD-enthaltenden HATs, wie beispielsweise Gcn5 (siehe 

zweite Klasse der BRD-enthaltenden Proteine vereinigt a

Komplexe, wie Brahma, Swi2, Snf2 und Brg1. Transkriptionsregulatoren wie Bdf1, Bdf2, Bdr4 und 

Brd2 gehören der weniger gut charakterisierten dritten Klasse, der BET

Extraterminale Domäne) der BRD

In Abbildung 1-5 ist die aus

dargestellt. Strukturell setzt sie sich

(αA, αZ, αB und αC) zusammen, wobei die Z

und C-Helices durch eine kleine Schleife (BC) miteinander verb

Schleifen sind so organisiert, dass sie eine hydrophobe Bindungstasch

terminalen Domänenenden ausbilden

2002). Den hydrophoben Charakter erhält die Bindungstasche durch strukturell konservierte 

aromatische, hydrophobe und ungeladene Aminosäuren, die so ausgerichtet sind, dass die Tasche im 

wesentlichen hydrophob und neutral ist und eine intrinsische Wasserstoffbindungskapazität an der 

Oberfläche behält. Die Verankerung der 

einer Wasserstoffbrücke zwischen der

enthalten sind (Zeng und Zhou 2002; Taverna et al.

humane Bromodomänen-enthaltende Proteine identifiziert werden

Simple Modular Architecture Research Tool, EMBL Heidelberg (Schultz et al. 

). Diese Proteine werden in drei Klassen wie folgt eingeteilt: Die erste Klasse 

enthaltenden HATs, wie beispielsweise Gcn5 (siehe Abbildung 1-5), PCAF 

enthaltenden Proteine vereinigt alle ATP-abhängigen Chromatin

Komplexe, wie Brahma, Swi2, Snf2 und Brg1. Transkriptionsregulatoren wie Bdf1, Bdf2, Bdr4 und 

Brd2 gehören der weniger gut charakterisierten dritten Klasse, der BET-Klasse

der BRD-Proteine an (Loyola und Almouzni 2004a).  

 

Abbildung 1-5: Kristallstruktur der Gcn5-Bromodomäne

gebundenem Lys16-acetyliertem H4-Peptid

Bromodomänenstruktur besteht aus vier α
zwei Schleifen (ZA und BC), welche eine hydrophobe Bindungstasche 

für die Interaktion mit dem acetylierten Peptid bilden. Z‘ 

kennzeichnet eine der Z-Helix gegenüber gestellte Helix. Die 

Abbildung basiert auf der PDP-Struktur 1E6I 
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konservierten Asparaginrests (Owen et al. 2000; Taverna et al. 2007). Die Erkennung des Acetyllysins 

wird zusätzlich durch die flankierenden Aminosäuren am Histon bestimmt. Während die an der 

Erkennung des Acetyllysins beteiligten Aminosäuren innerhalb der BRD-Familien hoch konserviert 

sind, ermöglichen Sequenzunterschiede innerhalb der ZA- und BC-Schleifen die Diskriminierung 

verschiedener Bindungsstellen (Zhang et al. 2010).   

Die Bindung von methylierten Lysinen- oder Argininresten erfolgt je nach Ausprägung durch eine 

ganze Reihe verschiedener Domänen. Dazu zählen die eng verwandten Chromo-, Tudor- und MBT-

Domänen sowie das strukturell unterschiedliche PHD-Motiv (Kim et al. 2006; Li et al. 2007b). Für die 

spezifische Erkennung phosphorylierter Histone sind darüber hinaus 14-3-3- und BRCT-

Proteindomänen bekannt (zusammengefasst in Taverna et al. 2007).  

 

1.1.7 Histon-Code Theorie oder Ladungsneutralisierung? 

Die steigende Anzahl identifizierter Histon-PTMs aus unterschiedlichen Bereichen des Chromatins 

und damit des Genoms sowie die Identifizierung von Proteindomänen, die spezifische 

Histonmodifizierungen erkennen, führten zu einem gesteigerten Interesse an der biologischen 

Funktion dieser Modifizierungen.   

Im Laufe der Jahre haben sich zwei unterschiedliche Hypothesen über die mechanistische Funktion 

der Histon-PTMs etabliert. Ein relativ einfaches Modell ist, dass die Histonmodifizierungen die 

Chromatinstruktur direkt beeinflussen, indem sie die Interaktion der Histonproteine mit sowohl inter- 

als auch intranukleosomaler DNA modulieren. Dies resultiert entweder in einer Öffnung oder 

Schließung des Chromatins und in einer dementsprechend verbesserten bzw. schlechteren 

Zugänglichkeit der DNA für Chromatin-assoziierte Proteine wie z.B. Transkriptionsfaktoren. Diese 

Theorie wird vor allem für Histonacetylierungen beschrieben, da diese Modifizierung die positive 

Nettoladung von Lysinresten neutralisiert und somit die Interaktionen mit der negativ geladenen 

DNA reduziert werden (McGhee et al. 1980; Norton et al. 1990).   

Durch den Einfluss den Histon-PTMs auf die Chromatinstruktur und die Rekrutierung von Chromatin-

assoziierten Proteinen sowie durch die Identifizierung von Histon-PTM-Bindungsdomänen, 

entwickelte sich die zweite Hypothese, die als „Sprache kovalenter Histonmodifizierungen“ oder 

„Histon-Code“-Theorie bekannt wurde (Strahl und Allis 2000; Jenuwein und Allis 2001). Die 

Hypothese besagt, dass spezifische (oder die Kombination mehrerer) Histon-PTMs die Rekrutierung 

von Proteinen, die den „Code lesen“ können, initiieren und deren Zusammenwirken bestimmte 

biologische Prozesse reguliert.   
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Im aktuellen Stand der Wissenschaft wird die Theorie des Histon-Codes insbesondere für 

Histonmethylierungen favorisiert. Als Beispiel hierfür sei die Methylierung von Histon H3 an Lysin 9 

genannt, welche von der Chromodomäne des Heterochromatin-Protein 1 (HP1) spezifisch erkannt 

wird und Chromatinkondensation und Gen-Silencing vermittelt (Bannister et al. 2001; Lachner et al. 

2001). In Gegenwart von methyliertem Lysin 4 an H3 und methyliertem H4K20, ist die H3K9-

Methylierung jedoch an der Aufrechterhaltung von aktivem Chromatin beteiligt (de la Cruz et al. 

2005).  

Im Gegensatz dazu haben Dion et al. gezeigt, dass der Einfluss von Histonacetylierungen an H4 an 

Lysin 5, 8 und 12 lediglich einen kumulativen Effekt auf die Genexpression hat, während allein die 

Acetylierung von H4K16 entscheidenden Einfluss auf die Transkriptionsrate hervorruft (Dion et al. 

2005). Ein ähnlicher Effekt wurde auch von Shogren-Knaak et al. beschrieben, die in in vitro 

Experimenten nachgewiesen haben, dass die Monoacetylierung von Lysin 16 an Histon H4 einen 

entscheidenden Einfluss bei der Ausbildung höher geordneter Chromatinstrukturen hat (Shogren-

Knaak et al. 2006; Shogren-Knaak und Peterson 2006). Da diese spezifischen Prozesse lediglich von 

der Acetylierung einer einzelnen Aminosäure (H4K16) beeinflusst werden, kann man in diesem Fall 

nicht von einem „Code“ sprechen (Henikoff 2005). Die Tatsache, dass die anderen Lysin-

acetylierungen einen kumulativen Effekt auf die Genexpression haben, unterstützt die Theorie der 

Ladungsneutralisierung. 

1.2 Protein-Protein-Wechselwirkungen 

Die systematische Analyse von Protein-Protein-Interaktionen stellt heutzutage einen wichtigen Teil 

der funktionellen Genomforschung dar. In Anlehnung an das Forschungsgebiet der Genomics, das 

sich mit der Untersuchung der Gesamtheit aller Gene (Genom) befasst, bezeichnet man die 

Erforschung aller Proteine in einem Organismus, einem Gewebe, einer Zelle oder einem 

Zellkompartiment (Proteom) als Proteomics (Wilkins et al. 1996). Das Proteom reflektiert einen 

aktuellen physiologischen Zustand innerhalb der Zelle, der durch vielfältige Faktoren, Interaktionen 

und Umgebungsparameter variiert werden kann (Lottspeich 1999). Im Gegensatz zum relativ 

statischen Genom mit seinen ca. 23 000 Genen (Flicek et al. 2008), ist die Anzahl der in einem 

Organismus tatsächlich vorhandenen Proteinspezies durch verschiedene posttranskriptionale und 

-translationale Modifizierungen um ein Vielfaches größer und spiegelt somit den dynamischen 

Zustand des Proteoms wieder. Die gesteigerte Proteinvielfalt entsteht dabei z.B. durch die 

Modifizierung von Primärtranskripten durch alternatives Spleißen oder RNA-Editierung, welche die 
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Zahl der Protein-kodierenden messenger RNAs vergrößert (Aebersold und Goodlett 2001). Die Anzahl 

der Proteine erhöht sich zusätzlich durch chemische Modifizierungen oder limitierte Proteolyse des 

primären Translationsprodukts auf RNA-Ebene (Hershko et al. 2000). Einen entscheidenden Einfluss 

auf die Dynamik des Proteoms hat nicht zuletzt die Vielzahl der beschriebenen kovalenten 

Proteinmodifizierungen (Krishna und Wold 1993). Die Komplexität wird zusätzlich erhöht, bedenkt 

man, dass die Funktion und der Phänotyp einer Zelle nicht durch ein einzelnes Protein, sondern 

vielmehr durch das komplexe Zusammenspiel vieler unterschiedlicher Proteine bestimmt wird. Die 

Funktionsweise dieser Proteinnetzwerke wird dabei nicht allein durch die Aktivität der Proteine, 

sondern auch durch die Art und Weise wie sie miteinander interagieren, bestimmt (Vazquez et al. 

2003). So kann z.B. die Bindung von Metallionen oder Einführung einer PTM zu Konformations-

änderungen innerhalb des Proteins führen, die wiederum die Affinität, die Kooperativität oder 

andere kinetische Parameter für die Bindung beeinflussen (Berggard et al. 2007).   

Die Analyse des Aufbaus und der Regulation komplexer Protein-Protein-Wechselwirkungen wird in 

dem Forschungsgebiet der Interactomics zusammengefasst. Die Erforschung des Interaktoms kann 

dabei molekulare Zusammenhänge innerhalb der Zelle und Hintergründe biologischer Funktionen 

aufklären. 

1.2.1 Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen 

Für die Identifizierung und Charakterisierung von Protein-Protein-Interaktionen wurden in den 

vergangenen Jahren zahlreiche Methoden beschrieben. Diese Methoden ermöglichen entweder die 

Suche nach bis dato unbekannten Interaktionspartnern oder beschränken sich auf die Analyse und 

Verifizierung einzelner Protein-Protein-Wechselwirkungen mittels physikalischer, chemischer oder 

spektroskopischer Methoden (Berggard et al. 2007).   

Eine der wichtigsten Methoden zur proteomweiten Identifizierung von Protein-Protein-Wechsel-

wirkungen ist das Hefe-zwei-Hybrid-Verfahren (Y2H, yeast-two-hybrid). Dabei handelt es sich um eine 

in vivo-Methode in der Bäckerhefe Saccharomyces cerevisiae, die darauf basiert, dass eukaryotische 

Transkriptionsfaktoren aus zwei unterschiedlichen funktionellen Domänen (DNA-Bindedomäne und 

Aktivierungsdomäne) aufgebaut sind. Während die DNA-Bindedomäne (DB) die spezifische 

Erkennung der zu transkribierenden Gene vermittelt, interagiert die Aktivierungsdomäne (AD) mit 

anderen Proteinen der Transkriptionsmaschinerie und vermittelt so die Transkription (Phizicky und 

Fields 1995). Die Grundlage des zwei-Hybrid Systems besteht in der Entdeckung, dass die beiden 

Domänen selbst dann aktiv sind, wenn sie nicht kovalent miteinander verlinkt sind sondern von zwei 

unterschiedlichen Proteinen über nicht-kovalente Protein-Protein-Interaktionen zusammengebracht 
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werden. Die Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen in vivo erfolgt über die Fusion eines 

Proteins X mit der DNA-Bindedomäne (X-DB) und der Fusion eines Proteins Y mit der Aktivierungs-

domäne (Y-AD). Nach Transformation der beiden Plasmide in einen Hefestamm, der ein oder 

mehrere Reportergene trägt, kommt es erst dann zu einer funktionellen Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors und damit zur Expression der Reportergene, wenn die Konstrukte X-DB und 

Y-AD miteinander interagieren. Die Vorteile dieses Systems liegen darin, das Protein-Protein-

Wechselwirkungen in vivo untersucht werden können und selbst schwache Wechselwirkungen 

aufgrund der Signalverstärkung durch die Reporterexpression nachgewiesen werden können 

(Berggard et al. 2007). Problematisch stellte sich hingegen die Tatsache dar, dass die Genexpression 

im Zellkern stattfindet. Das bedeutet, dass sich die Analyse von Protein-Protein-Wechselwirkungen 

bei dem klassischen Hefe-zwei-Hybrid-Verfahren auf Interaktionen im Zellkern beschränken. Darüber 

hinaus liegt die Rate falsch-positiver Wechselwirkungen um 50%, weshalb die Methode lediglich 

einen Hinweis auf potentielle Interaktionspartner liefern kann (Deane et al. 2002).   

Eine weitere häufig angewendete Methode für die Identifizierung von Protein-Protein-

Wechselwirkungen stellt die Affinitätschromatografie (Pulldown) dar. Das Prinzip (siehe Abbildung 

1-6) beruht auf der kovalenten bzw. hoch affinen Immobilisierung eines Liganden (exprimiertes 

Protein mit Affinitätsepitop [z.B. GST, Hexa-Histidin], Antikörper oder gereinigtes Peptid) an eine 

feste Phase (z.B. Sepharose) und der anschließenden spezifischen Isolierung und Anreicherung von 

Bindungspartnern aus komplexen Proteingemischen (z.B. Zelllysat).   

 

Abbildung 1-6: Allgemeines Prinzip der Affinitätschromatografie. Inkubation des immobilisierten Liganden mit einem 

komplexen Proteingemisch. Nach Auswaschen unspezifischer Proteine verbleiben spezifisch an den Liganden bindende 

Proteine und Proteinkomplexe an der festen Phase. Die Elution der Interaktionspartner kann durch erhöhte 

Salzkonzentrationen, kompetitive Faktoren oder Natriumdodecylsulfat erfolgen.  

Eine spezielle Form der Affinitätschromatografie ist die Methode der Immunpräzipitation (IP), die auf 

der Interaktion eines Antikörpers mit einem bestimmten Antigen im Zelllysat basiert. Der 

immobilisierte, mono- oder polyklonale Antikörper ist dabei entweder gegen ein Protein oder gegen 
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ein spezifisches Epitop des Proteins gerichtet (Phizicky und Fields 1995). Eine Erweiterung der 

Methode stellt die Ko-Immunpräzipitation (Ko-IP) dar, die auf dem gleichen Funktionsprinzip basiert, 

mit der jedoch ganze Proteinkomplexe isoliert werden können. Prinzipiell unterscheidet man zwei 

verschiedene Vorgehensweisen. Bei der ersten Methode werden Zelllinien oder Gewebe mit dem 

endogenen Proteinbestand für die Ko-IP verwendet. Das hat den Vorteil, dass zumindest in vivo-

ähnliche Bedingungen simuliert werden und endogene Protein-Protein-Wechselwirkungen 

untersucht werden. Der Nachteil dieser Vorgehensweise ist jedoch, dass der Antikörper sehr 

spezifisch sein muss um falsch-positive Identifizierungen auszuschließen. Die zweite Methode basiert 

auf der Verwendung von Zellen, die mit einem Plasmid eines Proteins (bait) mit Affinitätsepitop- (z.B. 

HA oder c-Myc) oder Protein-Fusionsanteil (z.B. GST) transfiziert wurden. Der Antikörper ist in diesem 

Fall gegen den Fusionsanteil gerichtet, was den Vorteil hat, dass diese Antikörper sehr spezifisch sind 

und falsch-positive Identifizierungen minimiert werden (Berggard et al. 2007). Neben der Ko-IP stellt 

die Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) einen besonderen Typ der IP dar, der sich auf die Analyse 

von in vivo vorkommenden Protein-DNA-Wechselwirkungen und damit der Aufklärung von Gen-

expressionsmechanismen konzentriert. Das Grundprinzip der ChIP beruht auf der chemischen 

Fixierung (cross-linking) der Protein-DNA-Interaktionen in vivo, der anschließenden Zelllyse und dem 

Scheren der DNA mittels Ultraschall oder DNase-Behandlung in kleinere Fragmente. Die 

Immunpräzipitation erfolgt mit einem gegen ein gewünschtes Kernprotein-gerichteten (z.B. 

Transkriptionsfaktor), immobilisierten Antikörper. Nach Elution der gebundenen Protein-DNA-

Fragmente wird der cross-link aufgehoben, die DNA-Fragmente aufgereinigt und analysiert (Massie 

und Mills 2008). Die Analyse kann entweder über Polymerase-Kettenreaktion (PCR) unter 

Verwendung von spezifischen Primern erfolgen (nur möglich wenn eine Hypothese über die 

vermutete DNA-Region im Genom besteht) oder hypothesefrei mittels DNA-Microarray (ChIP-on-

ChIP) (Orlando 2000).  

Protein-Protein-Wechselwirkungen werden häufig über kurze Sequenzbereiche vermittelt. Aufgrund 

dessen können Domänen- oder PTM-vermittelte Protein-Protein-Interaktionen über Peptid-basierte 

Affinitätsexperimente untersucht werden (Gururaja et al. 2003; Schulze und Mann 2004; Vermeulen 

et al. 2007; Lange et al. 2010). Der Vorteil dieser Vorgehensweise besteht darin, dass 

kombinatorische Peptidbibliotheken relativ einfach aufgebaut und die Bindungseigenschaften in 

Abhängigkeit verschiedener Parameter (z.B. Aminosäuresequenz, PTMs, Einbau nicht-proteinogener 

Aminosäuren) untersucht werden können (Peptid-Pulldown).   

Alle beschriebenen Methoden zur Bestimmung von Protein-Protein-Wechselwirkungen basieren auf 

der Interaktion von einem Köderprotein (bait) mit einem oder mehreren Beuteproteinen (prey) 
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innerhalb komplexer Proteingemische. Die Mehrzahl der Proteine bindet dabei nicht an das bait bzw. 

wird durch Waschoperationen leicht wieder entfernt (vgl. Abbildung 1-6). Die Elution der 

verbliebenen Bindungspartner kann abschließend durch erhöhte Salzkonzentrationen, kompetitive 

Faktoren oder Natriumdodecylsulfat (SDS) erfolgen. Für die Identifizierung der unbekannten 

Bindungspartner hat sich in den letzten Jahren die Massenspektrometrie (MS) als Methode der Wahl 

durchgesetzt (Affinitäts-MS-Experiment). Der besondere Vorteil der MS ist, dass sie in der Lage ist 

über relative Quantifizierung von isotopenmarkierten Proteinen eine Differenzierung zwischen 

unspezifisch-bindenden (z.B. an das Trägermaterial-bindende) und spezifisch-bindenden Proteinen zu 

erreichen (siehe Abschnitt 1.3.2). Peptid-Pulldowns in Kombination mit quantitativer MS wurden 

bereits erfolgreich für die Identifizierung von methylierungsvermittelten Interaktionen von Histon H3 

etabliert (Vermeulen et al. 2007; Vermeulen et al. 2010; Nikolov et al. 2011).  

In der vorliegenden Arbeit wurden Peptid-Pulldown-Experimente und quantitative Massen-

spektrometrie für die Identifizierung von acetylierungs- und phosphorylierungsabhängigen Inter-

aktionspartnern von Histon H4 eingesetzt. 

1.3 Biologische Massenspektrometrie 

Die Entwicklung der Massenspektrometrie geht auf Arbeiten des Physikers J.J. Thomson aus dem Jahr 

1910 zurück, in denen er zeigte, dass Neon aus zwei Isotopen der Masse 20 und 22 besteht (Thomson 

1910). Heute bildet die Massenspektrometrie eine allgemeine Untersuchungsmethode zur 

Bestimmung der Molekülmasse freier, gasförmiger Ionen im Hochvakuum (Lottspeich und Zorbas 

1998). Die Ionisierung der Analytmoleküle kann durch die Aufnahme oder den Verlust eines 

Elektrons, Protons oder Kations (z.B. Na+) erfolgen. Dies wird z.B. durch den Beschuss der Probe mit 

Elektronen (Elektronenstoßionisierung, EI), mit Atomen oder Ionen bzw. Sekundärionen (Fast Atom 

Bombardment, FAB), mit hochenergetischen Teilchen (Plasmadesorption, PD) oder durch den 

Ladungstransfer in der Gasphase (chemische Ionisierung, CI) erreicht (Lehmann 1996; Lottspeich und 

Zorbas 1998). Diese relativ harschen chemischen und physikalischen Ionisierungsverfahren 

induzieren eine starke Fragmentierung der zu analysierenden Moleküle und können daher nur für die 

Analyse von kleinen Molekülen verwendet werden (Bahr et al. 1994). Den Durchbruch in der 

biologischen Anwendung fand die Massenspektrometrie erst 1989 mit der Entwicklung „sanfter“ 

Ionisierungsmethoden für große, polare, thermisch labile und mehrfach geladene Moleküle. Diese 

Methoden umfassen die Ionisierung des gelösten Analyten im elektrischen Feld (Elektronenspray-

Ionisierung, ESI) (Fenn et al. 1989) oder aus einer festen Phase mittels Matrix-unterstützter Laser-
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Desorption/-Ionisierung (MALDI) (Karas und Hillenkamp 1988; Tanaka et al. 1988). Bei der ES-

Ionisierung spricht man von einem homogenen Ionisierungsverfahren, da sie eine Dispersion der 

Analytlösung in sehr viele kleine geladene Tröpfchen im elektrischen Feld ohne erhebliche 

Temperaturgradienten beschreibt. Im Gegensatz dazu bezeichnet man MALDI als Hot Spot- oder 

energy sudden-Ionisierungsverfahren, bei denen lokal begrenzt extreme Temperaturgradienten 

durch Laserbeschuss auftreten (Lehmann 1996).   

Die massenspektrometrische Identifizierung eines Proteins erfolgt nach proteolytischer Spaltung (z.B. 

mit Trypsin) durch die Analyse der generierten Peptide. Jedes Massenspektrometer lässt sich in drei 

Funktionsabschnitte unterteilen: 1.) einer Ionenquelle, in der der gelöste Analyt in die Gasphase 

überführt wird, 2.) einem Massenanalysator, der die Ionen nach ihrem Masse-zu-Ladungs-Verhältnis 

(m/z) voneinander separiert und (3) einem Detektor, der die elektronischen Signale digitalisiert und 

ein MS-Spektrum aufzeichnet. Durch die Kopplung zweier Massenanalysatoren (Tandem-

Massenspektrometrie oder MS/MS) lassen sich auch Sequenzinformationen eines gewählten 

Peptides ableiten. Dazu werden im ersten Massenanalysator sog. Vorläuferionen hinsichtlich ihres 

m/z-Verhältnisses ausgewählt, die im zweiten Schritt gezielt über Zusammenstöße mit Gasmolekülen 

(CID) oder Ionen (HCD) fragmentiert werden. Durch den Abgleich der generierten MS- und MS/MS-

Spektren mit in silico generierten Spektren einer Proteindatenbank (z.B. NCBI, SwissProt) kann eine 

eindeutige Proteinidentifizierung erfolgen.  

Parallel zur Entwicklung der Massenspektrometrie für die Analyse von Biomolekülen wurden auch 

chromatographischer Trennverfahren für Proteine und Peptide weiter miniaturisiert und hinsichtlich 

des Probenverbrauches und der Empfindlichkeit optimiert (nano LC). Erst durch eine Kopplung von 

nano-chromatographischen Trennprinzipien (Fraktionierungsschritten) mit der modernen Tandem-

Massenspektrometrie gelang die Identifizierung und Charakterisierung von komplexen 

Proteingemischen aus z.B. Zelllysat, Subproteomen oder Affinitätsexperimenten. 

1.3.1 Methoden der MS-basierten Analyse komplexer Proteingemische 

Wie bereits in Abschnitt 1.2 beschrieben wird die Funktion einer Zelle nicht durch ein einzelnes 

Protein, sondern vielmehr durch das komplexe Zusammenwirken vieler unterschiedlicher Proteine 

vermittelt. Bei der Analyse dieser komplexen Proteinnetzwerke ist daher eine Fraktionierung vor der 

MS-Analyse unumgänglich. Dabei können die Proteine oder daraus resultierende Proteinfragmente 

(Peptide) nach verschiedenen Eigenschaften (z.B. Größe, Ladung, Hydrophobizität) voneinander 

separiert werden, was eine Abnahme der Komplexität der Probe vor der MS-Analyse bewirkt (Krause 

2008; Yang et al. 2008).  
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Dafür hat sich in den letzten Jahren ein breitgefächertes Methodenspektrum etabliert, von dem im 

Folgenden drei Strategien (siehe Abbildung 1-7) näher erläutert werden sollen. 

 

 

Abbildung 1-7: Methoden der MS-basierten 

Analyse komplexer Proteingemische. Die 

Fraktionierung komplexer Proteingemische erfolgt 

entweder direkt auf Proteinebene (A+B) oder nach 

tryptischer Spaltung auf Peptidebene (C). (A) 

Proteintrennung über 2D-Gelelektrophorese (2D-

GE) und MALDI-PMF-MS-Analyse der tryptischen 

Peptide. (B) Auftrennung komplexer Protein-

gemische mittels 1D-Gelelektrophorese (1D-GE). 

NanoLC-MS/MS Analyse tryptischer Peptide zur 

Identifizierung von Aminosäuresequenzen. (C) 

Tryptische in-Lösungs-Spaltung komplexer Protein-

gemische und LC-basierte Peptidtrennung und 

Fraktionierung (SCX=Kationenaustausch-, RP= 

Umkehrphasen-Chromatographie). Analyse von 

Peptiden mittels NanoLC-MS/MS. (Abbildung 

modifiziert nach Krause 2008)  

 

 

 

Die klassische Analyse komplexer Proteingemische basiert auf der Kombination von 2-dimensionaler 

Gelelektrophorese (2D-GE) mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie (MALDI-time of flight-MS, vgl. 

Abbildung 1-7 A). Das Prinzip der 2D-GE beruht darauf, dass die Proteine zunächst nach ihrem iso-

elektrischen Punkt (1. Dimension = Isoelektrische Fokussierung) und anschließend nach ihrem 

Molekulargewicht (2. Dimension = Größenseparation) aufgetrennt werden (Klose 1975; O'Farrell 

1975). Das 2D-Gelbild setzt sich aus vielen Einzelspots zusammen (>2000 Spots pro Gel möglich), von 

denen jeder idealerweise nur ein einzelnes Protein repräsentiert, das sich aufgrund seiner 

isoelektrischen Eigenschaften und dem gegebenen Molekulargewicht von allen anderen Proteinen 

unterscheidet (Gorg et al. 2004). Die Analyse dieser gut separierten Proteine erfolgt nach 

proteolytischer Spaltung (meist mit Trypsin) mittels MALDI-MS und Peptidmassenfingerabdruck 

(peptide mass fingerprint, PMF), bei dem die Peptidmassen mit in silico Peptidmassen einer 

Datenbank abgeglichen werden. Die Methode eignet sich im Besonderen für die Analyse post-

translationaler Proteinmodifizierungen, die keinen entscheidenden Einfluss auf das Molekulargewicht 

haben, sondern lediglich durch eine Änderung des isoelektrischen Punktes gekennzeichnet sind.  
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Als Nachteile dieser Methode haben sich jedoch eine begrenzte Reproduzierbarkeit, ein geringer 

Dynamikbereich sowie Probleme bei der Analyse von Proteinen mit extremen isoelektrischen 

Eigenschaften bzw. extremem Molekulargewicht herausgestellt (Gorg et al. 2004).  

Die Verwendung von nanoLC-MS/MS-Methoden bietet erhebliche Vorteile bei der Identifizierung und 

Charakterisierung von Proteinen. Diese Methodik wird meist mit einer Vorfraktionierung komplexer 

Proteingemische mittels 1-dimensionaler Gelelektrophorese (1D-GE, Abbildung 1-7 B) oder mehr-

dimensionaler LC-Peptidtrennung (MDLC, Abbildung 1-7 C) verwendet. Die Auftrennung von Protein-

gemischen mittels 1D-GE (SDS-Polyacrylamid-GE, vgl. Abschnitt 2.4.3) wird durch die Größe, Form 

und Proteinnettoladung bestimmt (Löffler und Petrides 2002). Aufgrund dessen ist die Auflösung der 

1D-GE im Vergleich zur 2D-GE wesentlich geringer und Proteine mit annähernd gleichem 

Molekulargewicht (z.B. Proteine mit PTMs) können nicht voneinander separiert werden. Die nanoLC-

basierte Auftrennung der durch in-Gel-Spaltung generierten Peptide in Kombination mit 

hochaufgelöster Tandem-Massenspektrometrie (GeLC-MS/MS Ansatz) erlaubt jedoch die 

Identifizierung und Charakterisierung von mehreren tausend Proteinen pro Gelspur (de Godoy et al. 

2006; Shevchenko et al. 2006). Darüber hinaus kennzeichnet sich der GeLC-MS/MS-Ansatz durch eine 

gute Reproduzierbarkeit sowie einen hohen Dynamikbereich für die Identifizierung niedrig 

abundanter Proteine.   

Alternativ zu einer gelbasierten Proteintrennung in Kombination mit nanoLC-MS/MS (GeLC-MS/MS) 

haben sich in den letzten Jahren zunehmend shotgun-Methoden etabliert. Sie basieren auf der 

enzymatischen Spaltung eines komplexen Proteingemisches (z.B. Zelllysat, Subproteom) in 

Kombination mit mehrdimensionaler Peptidauftrennung (MDLC) mittels Flüssigchromatographie 

(Peng et al. 2003; Motoyama und Yates 2008). In der ersten Dimension der MDLC erfolgt die 

Separation und Fraktionierung der Peptidgemische häufig über starke Kationenaustausch-

Chromatographie (SCX, strong cation exchange) (Peng et al. 2003; Nagele et al. 2004; Tang et al. 

2008). Die zweite chromatographische Trennung basiert fast ausschließlich auf dem Prinzip der 

Umkehrphasen-Chromatographie (RP, reversed phase), da das Elutionssystem aus ESI-MS-

kompatiblen Lösungsmitteln besteht und die Peakkapazität hervorragend ist. Diese Eigenschaften der 

RP-Chromatographie sind unerlässlich für die direkte (online) Kopplung mit dem ESI-Massen-

spektrometer. Die Kombination von SCX- und RP-Chromatographie bildet aufgrund der 

unterschiedlichen Retentionsmechanismen der ersten und zweiten Dimension ein orthogonales 

Separationssystem, in dem sich die totale Peakkapazität P aus den Peakkapazitäten der 

Einzeldimensionen berechnet (P=PSCX × PRP) (Motoyama und Yates 2008; Stephanowitz et al. 2012). 

Die Nachteile der SCX-RP LC-MS/MS bestehen darin, dass die Auflösung und Trennkapazität 
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komplexer Peptidgemische mittels SCX limitiert ist. Zudem enthält das Elutionssystem der SCX einen 

hohen Salzanteil, der die nanoLC-MS/MS-Analyse empfindlich beeinflusst und daher vor der zweiten 

Trennung entfernt werden muss (Gilar et al. 2005b). Eine Verbesserung der Auflösung und 

Trennleistung wurde durch den Einsatz von RP-Chromatographie in beiden Dimensionen erzielt (Gilar 

et al. 2005a; Toll et al. 2005). Da der Retentionsmechanismus für RP-RP-Systeme in beiden 

Dimensionen auf demselben Prinzip beruht, handelt es sich um ein System mit begrenzter 

Orthogonalität. Eine Erhöhung der Orthogonalität für zweidimensionale RP-RP Ansätze wird häufig 

durch eine pH-Wert Änderung zwischen der ersten und zweiten Dimension erreicht (Gilar et al. 

2005b; Gilar et al. 2005a; Song et al. 2010; Zhou et al. 2010). Die Nachteile dieser Vorgehensweise 

liegen jedoch darin, dass nur wenige Chromatographiematerialien für die Auftrennung im basischen 

pH-Bereich geeignet sind (z.B. Polymersäulen) und dass die Peakkapazität dieser Säulen bei pH-

basischen Bedingungen begrenzt ist (McCalley 2005; Nakamura et al. 2008). Aktuelle proteomische 

Studien haben jedoch gezeigt, dass selbst bei begrenzter Orthogonalität durch den Einsatz von RP-

RP-Chromatographie mit den gleichen Elutionssystemen in beiden Dimensionen, die Anzahl der 

Identifizierungen im Vergleich zu eindimensionaler RP-nanoLC-MS/MS-Analyse ansteigt (Gokce et al. 

2011).    

Alle bisher beschriebenen Methoden für die Analyse komplexer Proteingemische mittels MS 

beschreiben ausschließlich qualitative Ergebnisse, d.h. basieren ausschließlich auf der Identifizierung 

von Proteinen. Für proteomische Studien, insbesondere für vergleichende Analysen von z.B. 

Proteinexpressionsmustern in Zellen unter verschiedenen Einflüssen (gesund vs. krank, Wildtyp vs. 

Mutante) ist es jedoch unerlässlich, auch quantitative Aussagen über den Gehalt einzelner Proteine 

zu treffen. Aus diesem Grund werden im nächsten Abschnitt ausgewählte Methoden der 

quantitativen Proteomanalyse beschrieben. 

1.3.2 Quantitative Massenspektrometrie 

Die Massenspektrometrie für die Analyse von Proteinen und Peptiden ist per se keine quantitative 

Messmethode, da die Signalintensitäten im MS-Spektrum durch die physikochemischen Analyteigen-

schaften (Polarität, Ionisierungsverhalten, Ladung) bestimmt werden und nicht direkt mit der Analyt-

konzentration korrelieren. Aufgrund dessen wurden Methoden entwickelt, die darauf abzielen auch 

quantitative Aussagen aus MS-Experimenten treffen zu können. Dabei unterscheidet man zwischen 

Methoden zur Bestimmung absoluter Proteinmengen in einer Probe und Methoden zum relativen 

Vergleich zweier oder mehrerer Proteingemische (Aebersold und Mann 2003; Ong et al. 2003a; Ong 

und Mann 2005). Die Bestimmung absoluter Proteinmengen (AQUA, absolute quantification) basiert 
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auf einer internen Kalibrierung mit isotopenmarkierten Peptidstandards bekannter Proteine und ist 

daher für komplexe Proteingemische nicht geeignet (Gerber et al. 2007). Für die Quantifizierung 

unbekannter Proteine innerhalb komplexer Proteingemische hat sich daher das Prinzip der relativen 

Quantifizierung durchgesetzt, die entweder markierungsfrei oder unter Verwendung stabiler Isotope 

erfolgt. Bei markierungsfreien Ansätzen erfolgt die relative Quantifizierung über den Vergleich von 

Signalintensitäten enzymatisch gespaltener Peptide sowie die Anzahl der Spektren eines Proteins 

(Wong und Cagney 2010; Zhu et al. 2010). Die große Herausforderung bei markierungsfreien 

Ansätzen ist, dass die Probenaufarbeitung/-fraktionierung und nanoLC-MS/MS-Analyse der zu 

vergleichenden Proben unter Umständen nicht vollständig reproduzierbar ist, was zu Fehlern in der 

Quantifizierung führen kann. Aus diesem Grund beruhen die meisten Methoden zur relativen 

Quantifizierung mittels MS auf dem Prinzip der Isotopenverdünnungstheorie (Deleenheer und 

Thienpont 1992). Diese Theorie besagt, dass sich mit stabilen Isotopen markierte Peptide (z.B. 13C, 

15N, 18O) chemisch identisch zu den jeweils natürlichen Peptiden (z.B. 12C, 14N, 16O) verhalten und sich 

lediglich in ihrem Molekulargewicht voneinander unterscheiden. Diese Eigenschaft ist besonders 

wichtig bei der chromatographischen Trennung, dem Ionisierungsverhalten und der damit 

verbundenen massenspektrometrischen Analyse (Bantscheff et al. 2007). Die Markierung mit stabilen 

Isotopen ermöglicht es somit zwei (oder mehr) verschiedene Zustände als „leicht“ und „schwer“ so 

früh wie möglich zusammen zu führen und die LC-Trennung und MS/MS-Analyse mit einer 

vereinigten Probe durchzuführen. Das hat den entscheidenden Vorteil, dass Fehler in der 

Probenaufarbeitung/-fraktionierung oder Experiment-zu-Experiment-Variationen (z.B. Performance 

der Chromatographie) immer beide Zustände betreffen, wodurch die Vergleichbarkeit gewährleistet 

ist. Die Markierung der Probe mit schweren, stabilen Isotopen kann sowohl auf Protein- als auch auf 

Peptidebene erfolgen (z.B. chemische Markierungsverfahren). Chemische Markierungsverfahren 

basieren auf dem kovalenten Einbau von Markerverbindungen, die unterschiedliche Isotope 

enthalten und somit unterschiedliche Massenverschiebungen induzieren. Die Derivatisierung erfolgt 

dabei entweder über die Thiolgruppen der Cysteine (ICAT) (Gygi et al. 1999) oder N-terminal bzw. an 

Lysin-Seitenketten (iTRAQ, ICPL) (Ross et al. 2004; Schmidt 2005). Die relative Quantifizierung findet 

entweder über den Vergleich der Intensitäten der MS-Signale (ICAT, ICPL) oder der MS/MS-Signale 

(iTRAQ) statt. Der Vorteil dieser Quantifizierungsverfahren liegt darin, dass bis zu acht verschiedene 

Zustände miteinander verglichen werden können (Ernoult et al. 2008). Die Tatsache, dass es sich um 

chemische Derivatisierungsverfahren handelt, wird häufig als Nachteil betrachtet.  

Neben den chemischen Markierungsverfahren, haben sich auch Methoden, die auf dem meta-

bolischen Einbau schwerer Isotope (13C, 15N) bzw. der Markierung während der enzymatischen 
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Spaltung (16O/18O-Markierung) basieren, durchgesetzt (Goshe und Smith 2003; Ong und Mann 2005). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die stabile Isotopenmarkierung mit Aminosäuren in Zellkultur (SILAC, 

stable isotope labeling by amino acids in cell culture) und die enzymatische Markierung mit 18O-

Wasser zur relativen Quantifizierung von Affinitäts-MS-Experimenten eingesetzt (siehe Abbildung 

1-8).   

 

Abbildung 1-8: Methoden der quantitativen Proteomanalyse. (A) Stabile Isotopenmarkierung der Proteine mit Amino-

säuren in Zellkultur (SILAC).Nach tryptischer Spaltung entsteht in Abhängigkeit von der verwendeten Aminosäure ein 

charakteristischer Massenunterschied (Δm) zwischen unmarkierter Probe (Kontrolle) und markierter Probe im 

Massenspektrum. (B) Enzymatische Markierung mit schwerem Sauerstoff (18O) während der Trypsinspaltung. Aufgrund des 

einfachen oder doppelten 18O-Einbaus in entstehende Carboxylgruppen kommt es zu einer charakteristischen 

Massendifferenz im Massenspektum von +2 Da (18O1) bzw. +4 Da (18O2) zwischen Kontrolle und Probe. (Abbildung verändert 

nach Goshe und Smith 2003) 

Die SILAC-Methode (vgl. Abbildung 1-8 A) ist ein metabolisches Markierungsverfahren und basiert auf 

der parallelen Kultivierung zweier Zellpopulationen in unterschiedlich isotopenmarkierten Nähr-

medien unter sonst identischen Bedingungen (Ong et al. 2002). Der Einbau der Isotope findet in vivo 
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während der Proteinbiosynthese statt, wobei der Einbau schwerer Isotope in die Proteine nach 

ungefähr sechs Zellteilungen vollständig ist (Ong und Mann 2006). Für die Markierung in Zellkultur 

hat sich die Zugabe der isotopenmarkierten Aminosäuren Lysin und/oder Arginin (13C, 15N) etabliert 

(Ong et al. 2003a; Ong et al. 2003b; Ong und Mann 2005). Der Vorteil in der Verwendung dieser 

beiden Aminosäuren liegt darin, dass Proteine vor LC-MS/MS-Messungen standardmäßig mit der 

Endoprotease Trypsin, die C-terminal von Lysin- und Argininresten schneidet, gespalten werden. 

Somit werden Peptide generiert, die mindestens eine markierte Aminosäure enthalten (Ausnahme ist 

hier der Arg- und Lys-freie Protein-C-Terminus). In Abhängigkeit von der verwendeten Isotopen-

markierung erhält man einen charakteristischen Massenunterschied zwischen „leichtem“ und 

„schwerem“ Peptid (z.B. +6 Da für 13C6-Lys und +10 Da für 13C6, 
15N4-Arg). Der Vergleich der 

Signalintensitäten des unmarkierten und isotopenmarkierten Peptids ermöglicht eine relative 

Quantifizierung zwischen zwei Proben. Die Auswertung und Quantifizierung der massenspektro-

metrischen SILAC-Daten kann über die Auswertesoftware Max Quant (Cox und Mann 2008; Cox et al. 

2011) erfolgen. SILAC bietet den Vorteil, dass die beiden zu vergleichenden Proteinproben schon 

relativ früh (spätestens vor der tryptischen Spaltung) vereinigt werden können, sodass die 

nachfolgende Probenbehandlung vergleichbar ist.  

Das enzymatische 18O-Markierungsverfahren wurde erstmals 1951 beschrieben (Sprinson und 

Rittenberg 1951). Darunter versteht man den enzymvermittelten Einbau von 18O-Molekülen in die 

Carboxylgruppe von Peptiden (vgl. Abbildung 1-8 B). Die Markierung erfolgt während der tryptischen 

Spaltung in Gegenwart von 16O- oder 18O-Wasser. Je nach Versuchsbedingungen wird dabei entweder 

ein Carboxylsauerstoff oder beide durch 18O ausgetauscht (Schnolzer et al. 1996; Yao et al. 2003; 

Fenselau und Yao 2009). Dabei ergibt sich ein charakteristischer Massenunterschied von +2 Da (18O1) 

für den einfachen Einbau bzw. +4 Da (18O2) für den doppelten 16O/18O-Austausch. Aufgrund der 

Möglichkeit zur Aufspreizung der Peptidsignale in zwei Zustände (18O1 und 18O2) und der daraus 

resultierenden Überlagerungseffekte mit dem natürlichen Isotopenmuster unmarkierter Peptide, 

werden hohe Anforderungen an die Auswertesoftware gestellt, die durch das Programm Mascot 

Distiller Quantitation Toolbox der Firma Matrix Science (Perkins et al. 1999) erfüllt werden. Der 

Vorteil des 18O-Markierungsverfahrens besteht darin, dass es eine universelle (nicht auf Zellkulturen 

beschränkte), einfache und vergleichsweise günstige Markierungsmethode für alle Peptide eines 

Proteins (außer C-Terminus) ist.  
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1.4 Zielsetzung 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Rolle spezifischer Lysinacetylierungen des Zellkernproteins Histon 

H4 als potentielle Erkennungsmotive bzw. als Werkzeug der Ladungsneutralisierung mittels Affinitäts-

Massenspektrometrie untersucht werden.  
 

Dazu sollte zunächst ein offline 2-D RP-RP nanoLC-MS/MS System mit pH-sauren Bedingungen in 

beiden Dimensionen in Kombination mit einem spezifischen Fraktionierungsschema als effektive, 

robuste und reproduzierbare Alternative zur klassischen gelbasierten Proteomanalyse entwickelt 

werden. Die Validierung der neuen Methodik sollte zunächst an gut charakterisierten, Tyrosin 595-

phosphorylierten, Peptiden des T-Zelladapterproteins ADAP unter Einsatz verschiedener 

Isotopenmarkierungsverfahren (SILAC, enzymatische 18O-Markierung) erfolgen.    
 

Für die proteomweite Analyse und Identifizierung acetylierungsabhängiger Bindungspartner von 

Histon H4 sollten differenzielle Affinitäts-Pulldown-Experimente in Kombination mit quantitativer 

Massenspektrometrie durchgeführt werden. Dazu sollte eine Bibliothek bestehend aus verschieden 

acetylierten Peptiden des N-terminalen Bereichs von Histon H4 synthetisiert und als Matrix-

gebundene Köder in SILAC-basierten Peptid-Pulldown-Experimenten eingesetzt werden.    
 

Die im Rahmen dieser Untersuchungen identifizierten potentiellen Bindungspartner an acetylierte 

Histon H4-Peptide sollten hinsichtlich ihrer möglichen physiologischen Relevanz als „Histon-

Acetylierungscode-Reader“ diskutiert und ausgewählte Interaktionspartner mittels Western Blot 

Analyse verifiziert werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

Alle eingesetzten Chemikalien und Lösungsmittel hatten den Reinheitsgrad pro analysis bzw. gradient 

grade und wurden, soweit nicht anders angegeben, von Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe), Sigma-

Aldrich Laborchemikalien (Steinheim), Merck KGaA (Darmstadt), VWR International GmbH 

(Darmstadt) oder AppliChem GmbH (Darmstadt) bezogen. 

2.2 Puffer, Lösungen und Medien 

Alle Puffer, Lösungen und Medien wurden mit deionisiertem Wasser hergestellt. Die Zusammen-

setzung der verwendeten Puffer, Lösungen und Medien ist in den jeweiligen Abschnitten angegeben. 

Die verwendeten Lösungen wurden bei Bedarf autoklaviert (20 Min., 120°C, 2 bar) bzw. durch einen 

Membranfilter mit einer Porengröße von 0,2 µm steril filtriert. 

2.3 Molekularbiologische Methoden 

2.3.1 Transformation von Bakterien 

Die cDNA-Sequenz für die Expression der Hefe-Bromodomäne von Gcn5 (AS 325-421, 

UniProtKB/Swiss-Prot Q03330) lag in dem pET-23b Vektor, der eine Ampicillin-Resistenz trägt, vor. 

Das verwendete Konstrukt (pET-23b-Gcn5p-His6) wurde von Dr. Dirk Schwarzer (Arbeitsgruppe 

Proteinchemie, FMP Berlin) zur Verfügung gestellt. Die Transformation der Plasmid-DNA in E. coli 

Zellen des Stammes BL21(DE3)pLys erfolgte durch Elektroporation. Bei dieser Methode setzt man die 
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Bakterien einem kurzen elektrischen Puls aus, wodurch die Zellwand porös wird und die Fremd-DNA 

aufgenommen werden kann. Dafür wurden 40 µl BL21(DE3)pLys E. coli Zellen auf Eis aufgetaut und 

mit 1 ng Plasmid-DNA versetzt. Die Elektroporation erfolgte bei einem Puls von 2500 V für 5 ms 

(Easyject Prima [Equibio GmbH, Willstätt]). Direkt im Anschluss an den Elektropuls wurde die 

Bakteriensuspension in 500 µl sterilem SOC-Medium aufgenommen und für 30 Minuten bei 37°C 

inkubiert (Thermomixer [Eppendorf AG, Hamburg]). Nach dieser Regenerationszeit wurden die Zellen 

zur Selektion auf antibiotikahaltige LB (Luria Bertani)-Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 

37°C im Brutschrank inkubiert. 

Tabelle 2-1: Zusammensetzung von Medien für die Transformation von Bakterien. 

SOC-Medium  LB-Medium (Luria Bertani) 

0,5% (w/v) Hefeextrakt  1% (w/v) g Trypton 

2% (w/v) Trypton  0,5% (w/v) Hefeextrakt 

10 mM NaCl  1% (w/v) NaCl 

2,5 mM KCl  in Wasser  

10 mM MgCl2    

10 mM MgSO4  LB-Agar 

20 mM Glukose  LB-Medium 

in Wasser  2% (w/v) Agar-Agar 

 

2.3.2 Expression rekombinanter Proteine in E. coli 

Für die Expression der Hefe-Gcn5-Bromodomäne wurde zunächst ein Einzelklon von der 

Selektionsplatte (über-Nacht-Kultur auf LB-Agarplatten) unter sterilen Bedingungen in 100 ml eines 

ebenfalls antibiotikahaltigen Nährmediums (LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin und 34 µg/ml 

Chloramphenicol) überimpft. Dieser Ansatz wurde für 15 Stunden bei 37°C unter ständigem Schütteln 

kultiviert (Multitron [Infors HT, Bottmingen, CH]). Aus dieser Über-Nacht-Vorkultur wurden unter 

sterilen Bedingungen 15 ml in 1 L LB-Medium (versetzt mit 100 µg/ml Ampicillin) überführt und 

erneut bei 37°C unter Schütteln weiter inkubiert, bis die Messung der optischen Dichte bei 600 nm 

(OD600) einen Wert zwischen 0,6 und 0,8 erreichte. Die Induktion der Proteinexpression steht unter 

Kontrolle des T7-Promotors und wurde durch Zugabe von 0,5 mM Isopropylthiogalactosid (IPTG) 

gestartet. Die Proteinexpression erfolgte über Nacht bei 23°C und 200 rpm (Multitron [Infors HT, 

Bottmingen, CH]). Die Zellernte fand durch Zentrifugation für 10 Minuten bei 6000 rpm und 4°C 
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(Beckman Coulter, JLA 10.500) statt. Das Bakterienpellet wurde in möglichst wenig Wasser gelöst, in 

ein 50 ml Reaktionsgefäß überführt und erneut pelletiert (6000 rpm, 15 min, 4°C, Thermo Heraeus 

Multifuge 3L-R, #F13-14x50C [Thermo Fisher Scientific, Bonn]). Die Pellets wurden bei -20°C gelagert. 

Zur Überprüfung der Proteinexpression wurden vor und nach der Induktion jeweils 500 µl Proben aus 

den Literkulturen entnommen, die Zellen mittels Zentrifugation pelletiert, in 60 µl 3-fach SDS-

Probenpuffer aufgenommen und für 10 Minuten bei 95°C erhitzt. Die Dokumentation der 

Proteinexpression erfolgte über SDS-PAGE (siehe Abschnitt 2.4.3).  

 

Für NMR-Messungen (siehe 2.10) wurde die Hefe-Gcn5-Bromodomäne metabolisch sowohl 15N- als 

auch 15N, 13C-markiert exprimiert. Dafür wurden die Zellen vor der Induktion der Proteinexpression 

bei einer OD600 zwischen 0,6 und 0,8 pelletiert (4000 rpm, 15 min, RT, Beckman Coulter, JLA 10.500). 

Die Zellpellets aus 2 L LB-Amp-Medium wurden in 0,5 L M9-Minimalmedium resuspendiert und für 

1 h bei 37°C unter Schütteln equlibriert (Multitron [Infors HT, Bottmingen, CH]). Nach dieser Zeit 

erfolgte die Induktion der Proteinexpression durch Zugabe von 0,5 mM IPTG. Die Expression und 

Zellernte erfolgte analog zur nicht-markierten Proteinexpression. 

Tabelle 2-2: Zusammensetzung von Medien und Lösungen für die Expression metabolisch markierter Proteine in E.coli. 

M9-Minimalmedium  10xM9-Salzlösung  Vitaminlösung 

100 ml 10xM9-Salzlösung  80 g Na2HPO4 x 2H2O  2,2 mg Biotin 

1 mM MgSO4  20 g KH2PO4  2,2 mg Folsäure 

300 µM CaCl2  300 µM CaCl2  220 mg P-Aminobenzoesäure 

10 ml Spurenelementlösung  ad 1 l Wasser  220 mg Riboflavin 

1 ml Vitaminlösung     440 mg Pantothensäure 

1 mg Biotin  Spurenelementlösung  440 mg Pyridoxin-HCl 

1 mg Thiamin  2,5 g EDTA (pH 7,6)  440 mg Thiamin-HCl 

4 g 12C- bzw. 13C-Glucose*  250 mg FeSO4  440 mg Niacinamid 

250 mg 15NH4Cl*  25 mg ZnCl2  ad 1 l 50% (v/v) Ethanol 

1 mM Ampicillin  5 mg CuSO4  

ad 1 l Wasser  ad 0,5 l Wasser  

*Cambridge Isotopes, Andover, USA 
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2.4 Proteinbiochemische Methoden 

2.4.1 Reinigung von His6-Fusionsproteinen mittels Affinitätschromatographie 

Die C-terminale Fusion eines Hexahistidin-tags (His6-tag) an die rekombinante Gcn5-Bromodomäne 

ermöglicht die Proteinreinigung mittels Metallionen-Affinitätschromatographie (IMAC, immobilized 

metal ion affinity chromatography) nach der Methode von Porath et al. (Porath et al. 1975). Das 

Prinzip der Affinitätsreinigung beruht auf der reversiblen Chelatisierung immobilisierter Ni2+-Ionen 

des Ni-NTA Säulenmaterials durch die Imidazolgruppen des His6-tags.   

Das aufgetaute Bakterienpellet wurde auf Eis in ca. 25 ml Lysepuffer resuspendiert. Der 

Zellaufschluss erfolgte durch dreimalige Lyse in einer FRENCH® Pressure Cell Press (SLM-Aminco, 

Urbana, USA). Anschließende Zentrifugation des Gesamtzelllysats für 45 Minuten bei 4°C und 

10000 rpm (Beckman Coulter, JLA 25.50) führte zur Separation der löslichen und unlöslichen 

Proteinbestandteile. Der Überstand, der die löslichen Bestandteile enthält, wurde auf die zuvor mit 

Lysepuffer equilibrierte Ni-NTA Agarosesuspension (ca. 3 ml [Quiagen, Hilden]) gegeben und im 

Batchverfahren für 30 Minuten bei 4°C und langsamer Rotation inkubiert. Im Anschluss daran wurde 

der Überstand vollständig entfernt und die Ni-NTA Agarose mit 25 ml Lysepuffer (8-faches 

Säulenvolumen) gewaschen. Um unspezifisch gebundene Proteine zu entfernen, wurde die 

Affinitätsmatrix zunächst mit 25 ml Waschpuffer I (8-faches Säulenvolumen) und anschließend mit 

25 ml Waschpuffer II (8-faches Säulenvolumen) gewaschen. Die Elution der spezifisch mittels His6-tag 

gebundenen Proteine erfolgte mit 15 ml Elutionspuffer (6-faches Säulenvolumen) in Fraktionen zu je 

1 ml. Die Elutionsfraktionen wurden mittels Absorptionsmessung bei 280 nm und SDS-PAGE (vgl. 

Abschnitt 2.4.3) auf die Anwesenheit von Protein überprüft. Alle proteinenthaltenden Fraktionen 

wurden vereinigt, über eine 3 kDa-Membran mittels Zentrifugation auf ein Volumen von ca. 2 ml 

aufkonzentriert (Amicon [Millipore GmbH, Schwalbach]) und über präparative Größenausschluss-

chromatographie weiter aufgereinigt (vgl. Abschnitt 2.4.2). Um eine erfolgreiche Proteinreinigung zu 

dokumentieren wurde das Rohlysat, die löslichen und unlöslichen Proteinbestandteile, der Überstand 

nach Inkubation mit Ni-NTA Agarose und die Elutionsfraktionen über SDS-PAGE analysiert (siehe 

Abschnitt 2.4.3). 
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Tabelle 2-3: Zusammensetzung der Pufferlösungen für die Ni-Affinitätsreinigung. 

Lysepuffer  Waschpuffer I  Waschpuffer II 

20 mM Tris, pH 8,0  20 mM Tris, pH 8,0  20 mM Tris, pH 8,0 

300 mM NaCl  1 M NaCl  300 mM NaCl 

10 mM Imidazol  10 mM Imidazol  30 mM Imidazol 

1 mM β-Mercaptoethanol  1 mM β-Mercaptoethanol  1 mM β-Mercaptoethanol 

10 µg/ml RNase       

10 µg/ml DNase      

        

Elutionspuffer       

20 mM Tris, pH 8,0       

300 mM NaCl     

300 mM Imidazol     

1 mM β-Mercaptoethanol     

 
 

2.4.2 Größenausschlusschromatographie 

Bei der präparativen Größenausschlusschromatographie (SEC, size exclusion chromatography) 

handelt es sich um eine Art Filtrationsverfahren, bei dem die Probe nach ihrem Molekulargewicht 

aufgetrennt wird. Als stationäre Phase werden poröse Polymere in granulärer Form verwendet, in die 

kleine Moleküle diffundieren und somit länger auf der Säule verbleiben, während große Moleküle 

eher von der Säule eluieren. Für die Nachreinigung der His6-getaggten Gcn5-Bromodomäne (vgl. 

Abschnitt 2.4.1) wurde eine Superdex S-75-Säule (GE Healthcare) mit einer Partikelgröße von 13 µm 

an einer Äkta Purifier FPLC-Anlage (GE Healthcare, München) eingesetzt. Vor jeder Chromatographie 

wurde die Säule mit dem zweifachen Säulenvolumen mit SEC-Puffer (20 mM K-Phosphatpuffer 

(pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM β-Mercaptoethanol) gespült und equilibriert. Die Probe wurde über 

eine 2 ml Probenschleife injiziert und mit SEC-Puffer isokratisch eluiert und fraktioniert. Die 

proteinenthaltenden Fraktionen wurden abschließend vereinigt, in Zentrifugenkonzentratoren 

(Amicon, MWCO: 3 kDa [Millipore GmbH, Schwalbach]) aufkonzentriert, in flüssigem Stickstoff 

eingefroren und bei -80°C gelagert. 



Material und Methoden 

34 

2.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

Aufgrund ihrer positiven und negativen Ladungen wandern Proteine im elektrischen Feld. Ihre 

Wanderung wird dabei durch ihre Größe, Nettoladung und Form bestimmt (Löffler und Petrides 

2002). Das Prinzip der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) beruht auf der Bindung 

langkettiger (C12) Alkylgruppen des Natriumdodecylsulfats (SDS, sodium dodecyl sulfate) an 

hydrophobe Bereiche des Proteins, was bewirkt, dass sich das Protein entfaltet und Wechsel-

wirkungen mit anderen Proteinen oder Lipiden aufgehoben werden (Laemmli 1970). Aufgrund der 

negativen Ladung des SDS ergibt sich eine negative Nettoladung der SDS-Proteinkomplexe und sie 

wandern im elektrischen Feld zur Anode. Dabei werden sie durch ein hochvernetztes Poly-

acrylamidgel allein nach ihrem Stokes Radius und damit nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt 

(Rehm 2006).  

Gelelektrophoresen wurden mit der Apparatur Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System (Bio-Rad 

Laboratories, München) durchgeführt. Dabei wurde nach der Methode von Laemmli vorgegangen, 

bei der die Proteinproben in 3-fach Probenpuffer aufgenommen und für 10 Minuten bei 100°C 

denaturiert werden (Laemmli 1970). Die Zugabe des reduzierenden Reagenz Dithiothreitol (DTT) 

bewirkt, dass Disulfidbrücken innerhalb eines Proteins gespalten werden. Die so vorbereiteten 

Proteinproben wurden zusammen mit einem Molekulargewichtsstandard (SeeBlue® Plus2 Pre-

Stained Standard [Invitrogen, Karlsruhe]) auf ein Mini-PROTEAN® TGXTM 4-20% Gradientengel (Bio-

Rad Laboratories, München) aufgetragen. Die Elektrophorese lief für ca. 35 Minuten bei einer 

konstanten Spannung von 200 V in Tris/Glycine/SDS-Laufpuffer. Nach der Elektrophorese müssen die 

Proteine im Gel fixiert, d.h. denaturiert und ausgefällt, werden. Dazu wurden die SDS-Gele für jeweils 

1 h in 40% (v/v) Methanol/10% (v/v) Essigsäure geschwenkt. Die Färbung der Proteine erfolgte über 

Nacht in kolloidaler Coomassie-Färbelösung unter Schwenken. Zur Entfärbung des proteinfreien 

Hintergrunds wurde das Gel in 2% (v/v) Essigsäure geschwenkt. 

Tabelle 2-4: Zusammensetzung der Puffer und Lösungen für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 

3-fach Probenpuffer  Fixierlösung  Tris/Glycine/SDS-Laufpuffer 

150 mM Tris-HCl, pH 6,8  40% (v/v) Methanol  25 mM Tris, pH 8,3 

6% (w/v) SDS  10% (v/v) Essigsäure  192 mM Glycine 

30% (v/v) Glycerol     0,1% (w/v) SDS 

0,003% (w/v) Bromphenolblau  Entfärbelösung   

300 mM DTT  2% (v/v) Essigsäure    
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Fortsetzung Tabelle 2-4: Zusammensetzung der Puffer und Lösungen für die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 

Coomassie-Färbelösung       

0,1% (w/v) Coomassie-G250       

34% (v/v) Methanol       

17% (w/v) Ammoniumsulfat       

3% (v/v) Phosphorsäure       

        

2.4.4 Western Blotting 

Der Western Blot stellt eine spezifische, hochempfindliche Nachweismethode für Einzelkomponenten 

aus komplexen Proteingemischen durch Antikörper dar. Der erste Schritt des Western Blottings 

besteht aus dem Transfer der über SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine Nitro-

cellulosemembran (Towbin et al. 1979). Dazu wird ein senkrecht zum SDS-Gel gerichtetes 

elektrisches Feld angelegt, in dem die Proteine aus dem Gel auf die Nitrocellulosemembran wandern, 

wo sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften bleiben. Der spezifische Nachweis einzelner 

Proteine erfolgt über Immundetektion, durch die Bindung eines antigenspezifischen (mono- oder 

polyklonalen) Primärantikörpers. Der Nachweis der Primärantikörperbindung erfolgt wiederum durch 

einen Sekundärantikörper, der mit einem Farbstoff oder einem Enzym konjugiert oder radioaktiv 

markiert ist.  

Nach der SDS-PAGE (vgl. Abschnitt 2.4.3) wurden die Proteingele zusammen mit einer 

Nitrocellulosemembran (0.45 µm), Filterpapier und Faservlies in Transferpuffer für ca. 10 Minuten 

equilibriert. Der Transfer wurde in einer Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Zelle durchgeführt 

(alles Bio-Rad Laboratories, München). Dazu wurden alle Einzelkomponenten in folgender 

Reihenfolge zusammengefügt: Kathode, Faservlies, Filterpapier, SDS-Gel, Membran, Filterpapier, 

Faservlies, Anode. Der Proteintransfer auf die Nitrocellulosemembran erfolgte unter konstanter 

Spannung (100 V) für 1 h von der Kathode zur Anode. Zur Überprüfung der Effektivität des 

Proteintransfers, wurde die Nitrocellulosemembran mit Pounceau S-Lösung reversibel gefärbt. Die 

Entfärbung der Membran erfolgte durch mehrmaliges Waschen mit Wasser. Um unspezifische 

Bindungsstellen abzusättigen, wurde die Membran über Nacht bei 4°C in Blockierlösung geschwenkt. 

Anschließend erfolgte die Inkubation der Membran mit dem gegen das Zielprotein gerichteten 

Primärantikörper für 1 h bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen der Membran mit TBS-T-

Puffer für jeweils 10 Minuten, wurde der Sekundärantikörper bei Raumtemperatur für 1 h mit der 

Membran inkubiert. Abschließend wurde die Membran zweimal für je 10 Minuten mit TBS-T-Puffer 
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und einmal für 10 Minuten mit TBS-Puffer gewaschen. Die Detektion der Antikörpersignale erfolgte 

mittels Fluoreszenzmessung an einem Odyssey® Infrarot-Scanner (LI-COR, Nebraska, USA).  
   

Tabelle 2-5: Zusammensetzung der Puffer und Lösungen für die Western Blot Analyse. 

Transferpuffer  

(Bjerrum und Schafer-Nielsen 1986) 
 

Blockierlösung  TBS-T-Puffer 

48 mM Tris (pH 9,2)  4,5% (w/v) BSA  50 mM Tris (pH 7,4) 

39 mM Glycine  50 mM Tris (pH 7,4)  150 mM NaCl 

0,375% (w/v) SDS  150 mM NaCl  0,05% (v/v) Tween-20 

20% (v/v) Methanol  0,05% (v/v) Tween-20    

       

Ponceau S-Lösung  TBS-Puffer    

0,1% (w/v) Ponceau S  50 mM Tris (pH 7,4)    

5% (v/v) Essigsäure  150 mM NaCl    

 

Tabelle 2-6: Verwendete Antikörper. 

Primärantikörper  Spezies  WB-Verdünnung  Firma 

Pus1  Kaninchen  1:2000  Abcam, Cambridge, UK 

Aly (11G5)  Maus  1:500  Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

TRMT6 (F-3)  Maus  1:100  Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

TAFII p43 (P-13)  Ziege  1:200  Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

TAFIIp130 (4A6)  Maus  1:200  Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg 

 
Sekundärantikörper  Spezies  WB-Verdünnung  Firma 

IRDye800 anti-Kaninchen  Esel  1:10000  LI-Cor, Nebraska, USA 

IRDye800 anti-Ziege  Esel  1:10000  LI-Cor, Nebraska, USA 

IRDye680 anti-Maus  Esel  1:10000  LI-Cor, Nebraska, USA 
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2.5 Zellbiologische Methoden 

2.5.1 Kultivierung von HeLa-S3 Zellen 

HeLa Zellen, benannt nach ihrer Spenderin Henrietta Lacks, sind humane Epithelzellen eines 

Zervixkarzinoms. Es handelt sich um die ersten menschlichen Zellen aus denen eine permanente 

Zellkultur zur Züchtung genetisch identischer Zellklone aus Einzelzellen etabliert wurde. Die Zellen 

sind mit dem humanen Papillomavirus infiziert und zeichnen sich durch eine hohe Teilungsrate sowie 

Immortalität aus. Die HeLa-S3 Zelllinie wurde 1955 von T.T. Puck, P.I. Marcus, und S.J. Cieciura als 

Subklon der parentalen HeLa Zelllinie isoliert (Puck et al. 1956).  

HeLa-S3 Zellen wurden von der Deutschen Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen bezogen 

(ACC 161 [Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig]). 

2.5.1.1 Adhärente Kultivierung 

HeLa-S3 Zellen wurden adhärent als Monolayer in RPMI1640 GlutaMAXTM-Medium (Gibco [Invitrogen 

Life Technologies GmbH, Darmstadt] kultiviert. Dem Medium wurden 10% (v/v) fötales Kälberserum 

(FBS, fetal bovine serum [Invitrogen Life Technologies GmbH, Darmstadt]) sowie 1% (v/v) Penicillin-

Streptomycin (50 U Penicillin/ml und 50 µg Streptamycin/ml [Invitrogen Life Technologies GmbH, 

Darmstadt]) zugesetzt. Die Kultivierung erfolgte bei 37°C und feuchter Atmosphäre mit 5% 

Kohlendioxid. Zum Passagieren wurden konfluente Zellen einmal mit PBS-Puffer (Invitrogen Life 

Technologies GmbH, Darmstadt) gespült, durch fünfminütige Inkubation mit 1,5 ml 0,05% 

Trypsin/EDTA‒Lösung (Invitrogen Life Technologies GmbH, Darmstadt) bei 37°C von der 

Gewebekulturflasche abgelöst und in einer 1:10 Verdünnung neu ausgesät. 

2.5.1.2 Suspensionskultur 

Die Kultivierung von HeLa-S3 Zellen in Suspension wurde von Miroslav Nikolov (Forschungsgruppe 

Massenspektrometrie, Max-Planck-Institut für biophysikalische Chemie, Göttingen) durchgeführt. 

Dazu wurden die Zellen zunächst in Dulbecco´s modifiziertem Medium mit 10% (v/v) FBS (PAA, 

Pasching, AT) vermehrt, in 2 L Spinnerflaschen überführt und bis zu einer Zelldichte von 0,5-1,0 x 106 

Zellen/ml inkubiert. Anschließend wurden die Zellen in einem 5 L Fermenter (Applikon, Schiedam, NL) 

solange unter Standardbedingungen kultiviert, bis eine Zelldichte von 2,5-5,0 x 106 Zellen/ml erreicht 

war (Nikolov et al. 2011). 
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2.5.2 Kultivierung von Jurkat Zellen 

Die Jurkat T-Zelllinie wurde im Jahr 1976 von einem Patienten, der an akuter lymphoblastischer 

Leukämie erkrankt war, isoliert (Schneider et al. 1977). Die Kultivierung der Zellen (Subklon Jurkat 

E6-1) wurde von Benno Kuropka (Arbeitsgruppe Massenspektrometrie, FMP Berlin) durchgeführt. 

Dazu wurden die Zellen in RPMI1640-Medium (Biochrom AG, Berlin) versetzt mit 10% (v/v) FBS 

[Invitrogen Life Technologies GmbH, Darmstadt]), als Suspensionskultur bei 5% Kohlendioxid und 

37°C inkubiert. Während der Standardkultivierung wurde eine Zelldichte von 0,05 – 0,6 x 106 

Zellen/ml durch Verdünnen mit Medium aufrechterhalten.  

2.5.3 Stabile Isotopenmarkierung in Zellkultur  

Die stabile Isotopenmarkierung durch Aminosäuren in Zellkultur (SILAC, stable isotope labeling by 

amino acids in cell culture) wurde nach dem Protokoll von S.E. Ong und M. Mann durchgeführt (Ong 

und Mann 2006). Dazu wurde für beide Zelllinien (Jurkat E6-1 und HeLa-S3) Arg- und Lys- defizientes 

RPMI 1640-Medium sowie 10% (v/v) dialysiertes FBS (beides Pierce, Thermo Fisher Scientific, Bonn) 

verwendet. Eine Zellpopulation wurde jeweils in „leichtem“ SILAC-Medium, die andere mit 

„schwerem“ SILAC-Medium kultiviert. Für Jurkat-Zellen wurde das „leichte“ Medium mit 0,1 g/L 

unmarkiertem L-Lysin sowie 0,2 g/L unmarkiertem L-Arginin (beides Pierce, Thermo Fisher Scientific, 

Bonn), das „schwere“ Medium mit 0,1 g/L 13C6-L-Lysin (Pierce, Thermo Fisher Scientific, Bonn) und 

0,2 g/L 13C6, 
15N4-L-Arginin (Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA) versetzt. Für HeLa-S3 

Zellen beinhaltete das „leichte“ Medium 0,04 g/L unmarkiertes L-Lysin und 0,2 g/L unmarkiertes 

L-Arginin. Das „schwere“ Medium wurde mit 0,04 g/L 13C6-L-Lysin (Pierce, Thermo Fisher Scientific, 

Bonn) oder 0,04 g/L 2H4-L-Lysin (Euriso-Top, Saint-Aubin Cedex, FR) sowie mit 0,2 g/L 13C6, 
15N4-L-

Arginin (Silantes GmbH, München) oder 0,2 g/L 13C6-L-Arginin (Euriso-Top, Saint-Aubin Cedex, FR) 

eingesetzt. Die Zellen wurden zunächst über 6 Passagen in einem geringen Volumen kultiviert, bevor 

sie in größeren Volumina vermehrt wurden. Die Effizienz des Aminosäureeinbaus wurde massen-

spektrometrisch überprüft. Dazu wurden Gesamtzelllysate mittels SDS-PAGE aufgetrennt, 

Einzelbanden tryptisch gespalten (vgl. Abschnitt 2.8.1) und mittels ESI-MS/MS analysiert. Die Lysate 

wurden nur bei einem Markierungsgrad von ≥ 95% für die weiteren Experimente verwendet. 

2.5.4 Präparation von HeLa-S3 Kernextrakten 

Für die Präparation von Kernextrakten aus HeLa-S3 Zellen wurde nach dem Standardprotokoll von 

Dignam et al. vorgegangen (Dignam et al. 1983). Alle Schritte der Extraktpräparation wurden mit 
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eiskalten Puffern bzw. auf Eis durchgeführt. Nach der Zellernte wurde die Zellzahl in einer Neubauer 

Zählkammer bestimmt, die Zellen durch Zentrifugation pelletiert (10 min, 4°C, 2500 rpm, Eppendorf 

5804R, F34-6-38 [Eppendorf AG, Hamburg]) und das gepackte Zellvolumen (pcv, packed cell volume) 

bestimmt. Das Zellpellet wurde daraufhin zunächst mit dem fünffachen Volumen PBS-Puffer (DPBS 

Gibco [Invitrogen Life Technologies GmbH, Darmstadt] gewaschen, erneut pelletiert (10 min, 4°C, 

2500 rpm), in dem fünffachen Volumen Puffer A resuspendiert und auf Eis für 10 Minuten inkubiert. 

Nach Zentrifugation der Zellen für 10 Minuten bei 4°C und 2500 rpm (Eppendorf 5804R, F34-6-38 

[Eppendorf AG, Hamburg]) wurde das Zellpellet in dem zweifachen pcv Puffer A resuspendiert, in 

einen Dounce-Glashomogenisator überführt und durch 10-15 Stöße mit einem B-Pistill lysiert. Die 

vollständige Zelllyse wurde mikroskopisch überprüft und die Zellkerne pelletiert (10 min, 4°C, 

2500 rpm). Der Überstand nach der Zentrifugation enthält die zytoplasmatische Fraktion. Das 

nukleare Pellet wurde erneut für 10 Minuten bei 25000 rpm und 4°C zentrifugiert (Optima TLX 

Ultrazentrifuge, TLA45 [Beckman Coulter GmbH, Krefeld]). Der Überstand wurde verworfen und das 

Pellet in 1 ml Puffer B pro 108 Zellen durch 10-15 Stöße in einem Dounce-Glashomogenisator (B-

Pistill) homogenisiert. Die Kernsuspension wurde für 30 Minuten auf Eis gerührt und die Kernreste 

durch Zentrifugation pelletiert (30 min, 4°C, 25000 rpm). Der Überstand enthält das nukleare Extrakt 

und wurde über Nacht bei 4°C gegen das 50-fache Volumen Puffer C dialysiert. Durch abschließende 

Zentrifugation (25000 rpm, 30 min, 4°C, Optima TLX Ultrazentrifuge, TLA45 [Beckman Coulter GmbH, 

Krefeld]) wurden während der Dialyse ausgefallene Proteine und Lipide sedimentiert, der Kernextrakt 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Proteinkonzentration der Extrakte 

betrug zwischen 5-10 mg/ml (Absorption bei 280 nm). Die Präparation von Kernextrakten aus 

fermentierten HeLa-S3 Zellen erfolgte am Max-Planck-Institut für biophysikalische Chemie in 

Göttingen. 

Tabelle 2-7: Zusammensetzung der Pufferlösungen für die Kernextraktpräparation. 

Puffer A  Puffer B  Puffer C 

10 mM HEPES (pH 7,9)  20 mM HEPES (pH 7,9)  20 mM HEPES (pH 7,9) 

1,5 mM MgCl2  25% (v/v) Glycerol  20% (v/v) Glycerol 

10 mM KCl  420 mM NaCl  100 mM KCl 

0,5 mM DTT  1,5 mM MgCl2  0,5 mM DTT 

0,5 mM AEBSF HCl  0,5 mM DTT  0,5 mM AEBSF HCl 

   0,5 mM AEBSF HCl    
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2.5.5 Präparation von humanen primären T-Zellen 

Primäre T-Zellen wurden in Kollaboration mit dem Institut für Molekulare und Klinische Immunologie 

der Universität Magdeburg präpariert. Dazu wurden die mononukleären Zellen des peripheren Blutes 

(peripheral blood mononuclear cells, PBMC) mittels Dichtegradientenzentrifugation aus 200 ml 

Vollblut einer weiblichen Spenderin isoliert. Anschließend wurden die T-Zellen durch die Entfernung 

aller nicht-T-Zellen (z.B. B-Zellen, dendritische Zellen, Monozyten) über negative Selektion 

angereichert (Pan T Cell Isolation Kit II human [Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Gladbach]). Die 

Ausbeute wurde mittels Zellzahlbestimmung in einer Neubauer Zählkammer bestimmt und betrug ca. 

1 x 108 Zellen. Abschließend wurden die Zellen bei 37°C und 5% CO2 über Nacht in antibiotika-

haltigem RPMI1640-Medium equilibriert, aliquotiert und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.  

2.6 Synthesechemische Methoden 

2.6.1 Peptidsynthese 

Die Synthese von Peptiden, basierend auf der N-terminalen Sequenz von Histon H4 (AS 1-25, 

UniProtKB/Swiss-Prot P02309) und dem adhäsions- und degranulierungsfördernden Adapterprotein 

ADAP (AS 586-600, UniProt/Swiss-Prot O15117), erfolgte mittels Festphasenpeptidsynthese 

(Merrifield 1963) an einem Intavis Respep XL Peptidsyntheseautomaten (INTAVIS Bioanalytical 

Instruments AG, Köln) im 25 bzw. 50 µmol Synthesemaßstab. Als Schutzgruppe der α-Aminogruppen 

der Aminosäuren diente 9-Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc (Carpino und Han 1970)). Die Amino-

säureseitenketten waren wie folgt geschützt: Ser(tBu), pSer(OBzl), Arg(Pbf), Lys(Boc), His(Trt), 

Asp(OtBu), Asn(Trt), Cys(Trt), Gln(Trt). Die Aminosäuren wurden von GLS (GL Biochem Ltd., Shanghai, 

China), Iris Biotech (Marktredwitz), Bachem (Bubendorf, CH) und Merck Novabiochem (Darmstadt) 

bezogen. Als Trägermaterial für die Synthese wurde ein Polystyrol-Polyethylenglycol Kopolymer mit 

einer Beladung von 19 mmol/g (TentaGel R Ram [Rapp Polymere GmbH; Tübingen]) verwendet. Der 

Aufbau der Peptidkette erfolgte vom C- zum N-Terminus und begann mit der Entschützung des 

Syntheseharzes mit 20% (v/v) Piperidin in Dimethylformamid (DMF). Die anschließende Kopplung der 

Fmoc-geschützten Aminosäure erfolgte nach Aktivierung ihrer Carbonylgruppe in 2-(1H-Benzotriazol-

1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphat (HBTU) und N-Methylmorpholin (NMM). Der 

Aufbau der Peptidkette wird somit durch alternierende Abspaltung der N-terminalen Fmoc-

Schutzgruppe und Kopplung der C-terminal aktivierten Aminosäure realisiert. Alle Peptide enthalten 

einen terminalen Cysteinrest, der die spätere kovalente Kopplung an eine Agarosematrix ermöglicht, 
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H4-Peptide darüber hinaus einen Aminohexansäure-Linker (Ahx), der Flexibilität vermittelt. Nach der 

vollständigen Peptidsynthese wurden die frei vorliegenden N-terminalen Aminogruppen durch eine 

Acetylierung mit Essigsäureanhydrid und Diisopropylethylamin (DIPEA) in DMF blockiert („Capping“). 

Die Abspaltung der Peptide vom Syntheseharz sowie die vollständige Entschützung der Seitenketten 

erfolgte durch 4 stündige Inkubation in 5% Triisopropylsilan, 5% Phenol und 5% Wasser in 

Trifluoressigsäure (TFA). Das Produkt wurde in eiskaltem Diethylether ausgefällt, in Wasser gelöst, 

lyophilisiert und über präparative Hochleistungsflüssigchromatographie (high-performance liquid 

chromatography, HPLC, vgl. Abschnitt 2.6.2) gereinigt.  

Tabelle 2-8: Synthetisierte Peptidsequenzen. 

Kurzbezeichnung  Modifizierung  Peptidsequenz 

H4-no Ac  -  SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 

H4-K5Ac  Acetylierung  SGRGK
5
acGGKGLGKGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 

H4-K8Ac  Acetylierung  SGRGKGGK
8
acGLGKGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 

H4-K12Ac  Acetylierung  SGRGKGGKGLGK
12

acGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 

H4-K16Ac  Acetylierung  SGRGKGGKGLGKGGAK
16

acRHRKILRDN-Ahx-C 

H4-K5/12Ac  Acetylierung  SGRGK
5
acGGKGLGK

12
acGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 

H4-all Ac  Acetylierung  SGRGK
5
acGGK

8
acGLGK

12
acGGAK

16
acRHRKILRDN-Ahx-C 

H4-S1p  Phosphorylierung  S
1
pGRGKGGKGLGKGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 

ADAP-595*  -  C-RPIEDDQEVYDDVAE 

ADAP-595p*  Phosphorylierung  C-RPIEDDQEVY
595

pDDVAE 

*Peptidsynthese dieser Sequenzen wurde in der Arbeitsgruppe von Dr. Michael Beyermann (FMP Berlin) 

durchgeführt 

2.6.2 Analytische und präparative HPLC 

Die Aufreinigung von Rohpeptiden nach der Synthese wurde mittels präparativer Hochleistungs-

flüssigchromatographie (high-performance liquid chromatography, HPLC) an einem Varian 

ProStar 210 HPLC-System (Varian/Agilent Technologies, Santa Clara, USA) durchgeführt. Die Roh-

peptide wurden in 5 ml 0,1% (v/v) TFA gelöst, auf eine VariTide Polymersäule (RPC, 250 x 21,2 mm 

[Varian/Agilent Technologies, Santa Clara, USA]) aufgetragen und mittels linearer Gradientenelution 

(Eluent A: 0,1% (v/v) TFA/Wasser, Eluent B: 0,1% (v/v) TFA/80% (v/v) Acetonitril/Wasser) bei einer 

Flussrate von 10 ml/min aufgetrennt. Die Elutionsfraktionen wurden mittels MALDI-Massen-

spektrometrie (Karas et al. 1985; Karas et al. 1987; Karas und Hillenkamp 1988) und analytischer 
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HPLC auf ihre Reinheit überprüft. Die analytische HPLC erfolgte an einer Nucleosil C18 Säule 

(250 x 4,6 mm [MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren]) mit einer Flussrate von 1 ml/min und 

einem linearen Gradienten von 5-95% Eluent B in Eluent A über 50 Minuten. Die gereinigten HPLC-

Fraktionen wurden abschließend lyophilisiert und bei -20°C gelagert. 

2.6.3 Kovalente Kopplung der Peptide an eine feste Phase 

Um Affinitätsstudien durchführen zu können, wurden die Peptide über die Sulfhydrylgruppe des 

terminalen Cysteins an eine Iodoacetyl-funktionalisierte Agarosematrix (SulfoLink® Coupling Resin 

[Pierce, Thermo Fischer Scientific, Bonn]) unter Ausbildung einer Thioetherbindung kovalent 

immobilisiert. Die Kopplung der Peptide an die Agarose erfolgte in Anlehnung an das 

Herstellerprotokoll durch einstündige Inkubation einer 1 mM Peptidlösung (in Kopplungspuffer) mit 

dem Trägermaterial. Nach der Inkubationszeit wurden nicht gebundene Peptide mit Kopplungspuffer 

(50 mM Tris (pH 8,5), 5 mM EDTA-Na, 1 mM β-Mercaptoethanol) ausgewaschen und freie 

funktionelle Iodoacetylgruppen durch einstündige Inkubation mit 50 mM β-Mercaptoethanol (in 

Kopplungspuffer) blockiert. Anschließend wurde die Agarosematrix 6-mal mit 1 M NaCl-Lösung, 2-mal 

mit Wasser und 4-mal mit 50% (v/v) Acetonitril in Wasser gewaschen. Die Peptid-beladene Agarose 

wurde abschließend 1:1 (v/v) in 50% (v/v) Acetonitril in Wasser aufgenommen und in Aliquots zu je 

20 µl bei -20°C gelagert. Die Bestimmung der Peptidbeladung erfolgte für ausgewählte Konstrukte 

mittels Aminosäureanalyse (Genaxxon Bioscience GmbH, Biberach). 

2.7 Pulldown-Experimente 

2.7.1 Gcn5-Pulldowns 

Die durchgeführten Pulldown-Experimente wurden in Anlehnung an das Protokoll von S. Lange 

(Lange 2010) durchgeführt. Für methodische Voruntersuchungen wurde das Bindungsverhalten der 

rekombinanten Bromodomäne von Gcn5 (vgl. Abschnitt 2.4.1) mit verschiedenen Varianten des 

immobilisierten H4-tails (siehe Tabelle 2-8) untersucht. Dazu wurden je Ansatz 20 µl der Peptid-

beladenen Agarose in Ultrafree-MC Zentrifugaleinheiten (Millipore, Schwalbach) überführt und 

zweimal mit je 200 µl Inkubationspuffer (20 mM K-Phosphatpuffer (pH 7,5), 150 mM NaCl) 

gewaschen. Die so vorbereitete Peptidmatrix wurde mit 20 µl einer 10 -50 µM Gcn5-Lösung in 

Gegenwart von 500 µM BSA in Inkubationspuffer für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert (Thermo-

mixer [Eppendorf AG, Hamburg]). Nach der Inkubationszeit wurde der Überstand durch Zentri-

fugation entfernt (2 min, 2000 rpm, Heraeus Biofuge Pico, #3325B [Thermo Fisher Scientific, Bonn]). 
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Um unspezifisch gebundene Proteine auszuwaschen, wurde 4-mal mit je 200 µl Inkubationspuffer für 

5 Minuten gewaschen. Die auf der Peptidmatrix verbliebenen Proteine wurden mit 20 µl 3-fach SDS-

Probenpuffer unter Aufkochen eluiert, mittels Zentrifugation bei 12000 rpm für 4 Minuten von der 

Agarosematrix separiert (Heraeus Biofuge Pico, #3325B [Thermo Fisher Scientific, Bonn]) und über 

SDS-PAGE aufgetrennt. 

2.7.2 SILAC-Experimente 

2.7.2.1 Histon H4-Pulldowns mit GeLC-MS Ansatz 

Pulldown-Experimente zur Identifizierung acetylierungs- und phosphorylierungsabhängiger 

Bindungspartner des N-terminalen tails von H4 wurden mit HeLa-S3 Kernextrakten durchgeführt. 

Peptidbindungsstudien wurden mindestens zweimal, entweder mit einer reversen Markierungs-

strategie (Überkreuz-Experimente) oder als biologisches Replikat, durchgeführt. Unter reverser 

Markierungsstrategie versteht man, dass modifizierte Peptidkonstrukte und die entsprechende 

unmodifizierte Kontrolle sowohl mit „leichtem“ als auch mit „schwerem“ SILAC-HeLa-S3 Kernextrakt 

inkubiert wurden, was zu zwei unabhängigen Pulldown-Experimenten führte. Ein Wiederholungs-

experiment wurde dann als biologisches Replikat bezeichnet, wenn zwei verschiedene 

Kernextraktpräparationen eingesetzt wurden.   

Für die Identifizierung acetylierungsabhängiger Histonbindeproteine wurden die Kernextrakte vor 

den Pulldown-Experimenten zunächst für 30 Minuten mit 1 µM Trichostatin A (TSA, Histon-

deacetylaseinhibitor) auf Eis inkubiert. Analog wurden Kernextrakte, die für die Bestimmung 

phosphorylierungsspezifischer Histonbindeproteine eingesetzt wurden, für 1 h auf Eis mit 

Phosphataseinhibitor Cocktail (Set V, 50x [Merck Calbiochem, Darmstadt]) inkubiert. Gleiche Protein-

mengen des „leichten“ und „schweren“ SILAC-Kernextrakts (ca. 1 mg Gesamtproteingehalt in 450 µl) 

wurden mit jeweils 20 µl der Agarose-gebundenen Peptide in Ultrafree-MC Zentrifugalfiltereinheiten 

in Pulldown-Puffer für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der Überstand nach der Inkubationszeit 

wurde abzentrifugiert (2000 rpm, 2 min, Heraeus Biofuge Pico, #3325B [Thermo Fisher Scientific, 

Bonn]) und die Peptidmatrix 6-mal mit je 200 µl Pulldown-Puffer für 5 Minuten gewaschen. Die 

Elution der verbliebenen Proteine erfolgte durch Aufkochen in je 18 µl 3-fach SDS-Probenpuffer. Die 

Elutionsfraktionen der unmodifizierten und modifizierten Peptidmatrices („leicht“ unmodifiziert und 

„schwer“ modifiziert, et vice versa) wurden 1:1 vereinigt und mittels SDS-PAGE (2.4.3) aufgetrennt. 

Die Identifizierung und Quantifizierung modifizierungsabhängiger Bindungspartner erfolgte nach 

tryptischer In-Gel-Spaltung (2.8.1) massenspektrometrisch an einem LTQ-Orbitrap XL (vgl Abschnitt 

2.9.1).  
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Pulldown-Experimente zur Verifizierung spezifischer Bindungspartner mittels Western Blot Analyse 

(Abschnitt 2.4.4) wurden analog mit nicht markierten HeLa-S3 Kernextrakten durchgeführt. 

Tabelle 2-9: Zusammensetzung des Puffers für Pulldown-Experimente.  

Pulldown-Puffer 

50 mM Tris-HCl (pH 8,0) 

150 mM NaCl 

1% (v/v) NP-40 

0,5 mM DTT 

1 Tbl./10 ml Protease Inhibitor* 

*complete Mini EDTA-free 
Protease Inhibitor Cocktail (Roche 
Diagnostics GmbH, Mannheim) 

 

2.7.2.2 Histon H4-Pulldowns mit 2-D RP-RP LC-MS Ansatz 

Für den 2-D RP-RP LC-MS Ansatz (2-dimensionale reversed phase-reversed phase LC-MS) wurden 

Pulldown-Experimente analog zu Abschnitt 2.7.2.1 durchgeführt. Die Methodik unterscheidet sich 

jedoch darin, dass der Separationsaufwand auf Peptidebene verlagert wird. Dazu wurden die 

Agarosematrices der unmodifizierten und modifizierten Peptide direkt nach der Inkubation mit 

„leichtem“ und „schweren“ Kernextrakt und Auswaschen unspezifischer Proteine, 1:1 vereinigt. Die 

proteolytische Spaltung findet hierbei direkt an der Matrix (on-bead) statt (siehe 2.8.2.1) und die 

Peptide werden mittels 2-dimensionaler reversed phase-reversed phase (2-D RP-RP) Flüssig-

chromatographie (Abschnitt 2.9.2) aufgetrennt und massenspektrometrisch analysiert. 

2.7.2.3 ADAP-595-Pulldowns mit 2D RP-RP LC-MS Ansatz 

Der 2-D RP-RP LC-MS Ansatz wurde im Rahmen dieser Arbeit an dem Modellsystem ADAP optimiert. 

Die Pulldown-Experimente wurden nach dem Protokoll von Lange et al. (Lange et al. 2010) durch-

geführt. Dazu wurden je Ansatz 2x107 „leicht“- und „schwer“-isotopenmarkierte Jurkat Zellen in 

jeweils 100 µl Lysepuffer für 30 Minuten auf Eis lysiert. Die nichtlöslichen Zellbestandteile wurden 

anschließend durch Zentrifugation entfernt (16000 g, 10 min, 4°C) und der Überstand für 1 h bei 

Raumtemperatur mit 20 µl der zuvor in Lysepuffer equilibrierten Peptidmatrix (ADAP-595 vs. ADAP-

595p immobilisiert an Agarose, Tabelle 2-8) inkubiert. Wie bereits in Abschnitt 2.7.2.1 beschrieben, 

wurden auch hier Überkreuzexperimente, d.h. zwei Pulldowns mit einer reversen Markierungs-
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strategie, durchgeführt. Nach der Inkubationszeit wurden die Peptidmatrices zur Entfernung 

unspezifisch gebundener Proteine 4-mal mit je 200 µl Lysepuffer für 5 Minuten gewaschen. 

Abschließend wurden die unphosphorylierten und phosphorylierten Peptidmatrices 1:1 vereinigt und 

die gebundenen Proteine direkt on-bead mit Trypsin gespalten (2.8.2.1). Die Analyse der 

resultierenden Peptide erfolgte mittels 2-D RP-RP LC-MS (Abschnitt 2.9.2). 

Tabelle 2-10: Zusammensetzung des Lysepuffers für ADAP-595 Pulldown-Experimente. 

Lysepuffer 

10 mM HEPES (pH 7,5) 

150 mM NaCl 

10 mM MgCl2 

10 mM KCl 

0,5 mM EGTA 

1% (v/v) NP-40 

0,5 mM DTT 

1 mM Na3VO4 

1 Tbl./10 ml Protease Inhibitor* 

*complete Mini EDTA-free 
Protease Inhibitor Cocktail (Roche 
Diagnostics GmbH, Mannheim) 

 

2.7.3 18O-Experimente 

2.7.3.1 ADAP-595-Pulldowns mit 2D RP-RP LC-MS Ansatz 

Die Methode der enzymatischen 18O-Markierung eignet sich im Besonderen zur Identifizierung und 

Quantifizierung von Proben, die nicht für SILAC zugänglich sind (z.B. Primärzellen oder Gewebe). 

Unmarkierte humane primäre T-Zellen (vgl. Abschnitt 2.5.5) sowie vergleichsweise humane 

kultivierte Jurkat T-Zellen (jeweils ca. 4x107 Zellen pro Pulldown) wurden wie in Abschnitt 2.7.2.3 

beschrieben in 200 µl Lysepuffer (siehe 2.7.2.3) aufgeschlossen und jeweils 100 µl des Lysats mit 

20 µl phosphorylierter- bzw. unphosphorylierter ADAP-595 Peptidmatrix für 1 h bei Raumtemperatur 

inkubiert (vgl. Lange 2010). Nach der Inkubationszeit wurden die nicht gebundenen Bestandteile des 

Zelllysats durch Zentrifugation entfernt, die Agarose-gebundenen Peptide 4-mal mit je 200 µl 

Lysepuffer gewaschen (dabei findet der letzte Waschschritt jeweils in 16O- bzw. 18O-Puffer statt) und 
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einzeln mit Trypsin in Gegenwart von 16O-Wasser bzw. 18O-Wasser gespalten (siehe 2.8.2.2). Die 

Pulldown-Experimente wurden in Doppelbestimmung unter Verwendung einer reversen 18O-

Markierungsstrategie durchgeführt. 

2.8 Enzymatische Spaltung von Proteinen 

Der Abbau von Proteinen erfolgt durch sequenzspezifische Endoproteasen, die die Proteinkette an 

einer definierten Stelle spalten. Dabei unterscheidet man zwischen spezifischen (Trypsin, Lys-C, Glu-

C, Asp-N, Arg-C) und weniger spezifischen Endoproteasen (Elastase, Pepsin, Thermolysin, Thrombin) 

(Steen und Mann 2004). Die am häufigsten verwendete Endoprotease für die Spaltung von Proteinen 

vor der massenspektrometrischen Analyse ist Trypsin, das C-terminal von Lysin- und Argininresten 

spaltet (Finehout et al. 2005).  

2.8.1 Tryptische In-Gel Spaltung 

Für die Spaltung elektrophoretisch aufgetrennter Proteingemische wurde eine In-Gel Spaltung mit 

Trypsin durchgeführt. Die Methode der proteolytischen Protein-In-Gel Spaltung wurde von Rosenfeld 

et al. (Rosenfeld et al. 1992) etabliert und beinhaltet im Wesentlichen drei Schritte: Entfärbung der 

Gelmatrix, proteolytische Spaltung der Proteine und Extraktion der generierten Peptide.  

Zur Entfärbung der Gelbanden wurden diese zunächst in Waschpuffer und Spaltpuffer (siehe Tabelle 

2-11) gewaschen, in Acetonitril dehydriert und in einer Vakuumzentrifuge (Thermo-Servant SPD 1010 

SpeedVac System [Thermo Fisher Scientific, Bonn]) vollständig getrocknet. Für die enzymatische 

Hydrolyse wurden die Gelstücke mit 100 ng Trypsin (sequencing grade modified [Promega GmbH, 

Mannheim]) in 20 µl Spaltpuffer (siehe Tabelle 2-11) rehydratisiert und bei 37°C für 17 h inkubiert 

(Thermomixer [Eppendorf AG, Hamburg]). Nach dieser Zeit wurde die enzymatische Reaktion durch 

Zugabe von 20 µl Abstopplösung (siehe Tabelle 2-11) und 5 minütige Ultraschallbehandlung 

terminiert, der abgetrennte Überstand in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und in 6 µl 5% (v/v) 

Acetonitril/0,1% (v/v) TFA/Wasser aufgenommen. Die Proben wurden bis zur massenspektro-

metrischen Analyse (2.9.1) bei -20°C gelagert.  

2.8.2 Tryptische on-bead Spaltung 

Die on-bead Trypsinspaltung wurde im Rahmen dieser Arbeit für Pulldown-Experimente in 

Kombination mit 2-dimensionaler RP-RP LC (vgl. Abschnitte 2.7.2.2 - 2.7.3.1) angewandt. Im 

Gegensatz zur In-Gel Spaltung, bei dem die komplexen Elutionsfraktionen der Pulldown-Experimente 
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vor der Enzymspaltung mittels SDS-PAGE aufgetrennt werden, werden in diesem Ansatz die Proteine 

direkt an der Agarosematrix (on-bead) gespalten. 

2.8.2.1 Tryptische on-bead Spaltung: SILAC 

Agarosematrices der unmodifizierten und modifizierten Peptide wurden direkt nach den 

entsprechenden Pulldown-Experimenten und Waschschritten 1:1 vereinigt. Die enzymatische 

Spaltung der gebundenen Proteine erfolgte durch Zugabe von 4 µg Trypsin (sequencing grade 

modified [Promega GmbH, Mannheim]) in 200 µl Spaltpuffer (Tabelle 2-11) direkt on-bead bei 37°C 

für 17 h (Thermomixer [Eppendorf AG, Hamburg]). Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe 

von 50 µl Abstopplösung (Tabelle 2-11) und 5 minütige Ultraschallbehandlung terminiert und die 

Agarose durch Zentrifugation sedimentiert. Der Peptid-enthaltene Überstand wurde abgenommen 

und die Agarose mit 200 µl Acetonitril gewaschen. Die vereinigten Überstände wurden in einer 

Vakuumzentrifuge getrocknet und in 90 µl 5% (v/v) Acetonitril/0,1% (v/v) TFA/Wasser aufgenommen. 

Die Proben wurden über 2-D RP-RP LC (Abschnitt 2.9.2) aufgetrennt und mittels LTQ-Orbitrap 

Massenspektrometrie analysiert.  

2.8.2.2 Tryptische on-bead Spaltung: 18O 

Die Optimierung der 18O-Trypsinspaltung für die 2-dimensionale Flüssigchromatographie wurde von 

Sabine Anker im Rahmen ihrer Masterarbeit durchgeführt (Anker 2011).   

Für die enzymatische 18O-Markierung wurden die Peptidmatrices nach dem Pulldown-Experiment 

und den Waschschritten einzeln mit je 2 µg Trypsin (sequencing grade modified [Promega GmbH, 

Mannheim]) für 17 h bei 37°C in Spaltpuffer (Tabelle 2-11) in Gegenwart von 16O-Wasser bzw. 18O-

Wasser inkubiert. Dabei wurden die während der Spaltung generierten Peptide „leicht“ und „schwer“ 

(d.h. „16O“, und „18O“) markiert. Nach der Inkubationszeit wurde das Trypsin bei 95°C für 30 Minuten 

sowie durch die Zugabe von 25 µl Abstopplösung (Tabelle 2-11) und Ultraschallbehandlung 

inaktiviert. Die Überstände, die die „leicht“- und „schwer“-markierten Peptide enthalten, wurden 

nach Zentrifugation vereinigt und die beads mit je 100 µl Acetonitril gewaschen. Nach dem Einengen 

der vereinigten Überstände in einer Vakuumzentrifuge wurden die Proben in 90 µl 5% (v/v) 

Acetonitril/0,1% (v/v) TFA/Wasser aufgenommen, mittels 2-D RP-RP LC aufgetrennt und massen-

spektrometrisch analysiert (vgl. Abschnitt 2.9). 

 



Material und Methoden 

48 

Tabelle 2-11: Zusammensetzung der Puffer und Lösungen für die Trypsinspaltung. 

Waschpuffer  Spaltpuffer 
16

O 

25 mM Ammoniumhydrogencarbonat (pH 7,8)  50 mM Ammoniumhydrogencarbonat (pH 7,8) 

50% (v/v) Acetonitril  in Wasser 

     

Spaltpuffer 
16

O  Abstopplösung 

50 mM Ammoniumhydrogencarbonat (pH 7,8)  0,5% (v/v) Trifluoressigsäure in Acetonitril 

in 18O-Wasser (Campro Scientific GmbH, Berlin)    

2.9 Biologische Massenspektrometrie 

Die Massenspektrometrie ist eine Analysemethode, mit der sich Molekülmassen freier Ionen im 

Hochvakuum bestimmen lassen (Lottspeich und Zorbas 1998). Den Durchbruch in der biologischen 

Anwendung fand die Massenspektrometrie mit der Entwicklung „sanfter“ Ionisierungsmethoden für 

große, polare, thermisch labile und mehrfach geladene Moleküle. Diese Methoden umfassen die 

Ionisierung des gelösten Analyten im elektrischen Feld (Elektronenspray-Ionisierung, ESI) (Fenn et al. 

1989) oder aus einer festen Phase mittels Matrix-assoziierter Laser-Desorption/ -Ionisierung (MALDI) 

(Karas und Hillenkamp 1988; Tanaka et al. 1988). Parallel dazu fand auch die Miniaturisierung von 

chromatographischen Trennverfahren statt, was die Identifizierung komplexer Protein- und Peptid-

gemische über nanoLC-gekoppelte Massenspektrometrieverfahren ermöglichte (Lehmann 1996). 

2.9.1 NanoLC-ESI-MS/MS 

Die nanoLC-ESI-MS/MS Messungen wurden wie beschrieben durchgeführt (Stephanowitz et al. 2012). 

Nach tryptischer In-Gel Spaltung bzw. nach der ersten RP-Chromatographie bei on-bead Spaltung 

wurden nanoLC-MS/MS Analysen an einem LTQ-Orbitrap XL Massenspektrometer (Thermo Scientific, 

Dreieich) in Kombination mit einer Eksigent NanoLC-Ultra Anlage (Axel Semrau GmbH, Sprockhövel) 

durchgeführt. Das nanoLC-System war über eine nano-Elektrosprayquelle (Proxeon, Odense, DK) mit 

einem 10 µm i.d. PicoEmitter (New Objective, Woburn, USA) mit dem Massenspektrometer 

verbunden. Drei (2-D RP-RP LC-MS) bzw. sechs Mikroliter (GeLC-MS) des gelösten Analyten wurden 

auf eine PepMap C18-Vorsäule (5 µm, 100 Å, 5 mm x 300 µm i.d. [Dionex, Idstein]) aufgetragen und 

durch Spülen mit 2% (v/v) Acetonitril in Eluent A (0,1% (v/v) Ameisensäure in Wasser [Biosolve, 

Valkenswaard, NL]) entsalzt und aufkonzentriert (Flussrate: 5 µl/min). Die Elution der Probe auf die 
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analytische Säule (Acclaim PepMap100, C18, 3 µm, 100 Å, 250 mm x 75 µm i.d. [Dionex, Idstein]) 

erfolgte in umgekehrter Flussrichtung (Backflush-Verfahren) mit einer Flussrate von 200 nl/min. Die 

Peptide wurden mit einem linearen A-B-Gradienten von 3-24% Eluent B (0,1% (v/v) Ameisensäure in 

Acetonitril [Biosolve]) in 62 Minuten mit weiterem Anstieg auf 60% B bei 102 Minuten aufgetrennt. 

Für die Generierung der MS/MS-Spektren wurden im datenabhängigen Modus (data dependent 

mode) parallel ein Übersichtsscan im Massenbereich m/z 375-1500 in der Orbitrap sowie MS/MS 

Spektren der fünf intensivsten Vorläuferionen in der linearen Ionenfalle (LTQ) erzeugt. Dabei wurde 

eine dynamische Ausschlusszeit (dynamic exclusion) von 120 s für Vorläuferionen berücksichtigt. Die 

automatische Ioneninjektionskontrolle (automatic gain control) betrug 1 x 106 für Orbitrap-MS- und 

20000 für LTQ-MS/MS-Scans. 

2.9.2 2-D RP-RP LC-MS/MS 

Die Methodik der 2-dimensionalen reversed phase-reversed phase (RP-RP) LC beinhaltet zwei 

aufeinander folgende chromatographische Separationsschritte für Peptide. Dabei sind beide 

chromatographischen Dimensionen nicht direkt miteinander verbunden (offline). Das Trennprinzip 

beider Dimensionen basiert auf der hydrophoben Wechselwirkung der Peptide mit der unpolaren 

stationären Phase des Säulenmaterials in einem polaren wässrigen Lösungsmittel (Umkehr-

phasenchromatographie, reversed phase, RP).  

Die erste chromatographische Trennung erfolgte nach tryptischer on-bead Spaltung mittels microLC 

an einer Ultimate HPLC Anlage (LC Packings, Amsterdam, NL). Dazu wurden die chromatographischen 

Parameter (Flussrate, Gradientenlänge und Säulenlänge) im Hinblick auf Peakbreiten und Peak-

kapazitäten optimiert. Für die Verwendung von polymeren RP-Säulen (PLRP-S, 3 µm, 100 Å, 

150 x 1,0 mm i.d. [Varian/Agilent Technologies, Santa Clara, USA]) erfolgte die Auftrennung der 

Peptide bei einer Flussrate von 40 µl/min und einem linearen A-B-Gradienten von 1-50% in 

50 Minuten (Eluent A: 0,1% (v/v) Trifluoressigsäure, 5% (v/v) Acetonitril in Wasser, Eluent B: 0,085% 

(v/v) Trifluoressigsäure, 80% (v/v) Acetonitril in Wasser) (Stephanowitz et al. 2012). Die eluierten 

Peptide wurden mit einer Fraktionsdauer von 30 s zu 24 Fraktionen vereinigt (4 Zyklen, vgl. Abschnitt 

3.1.2). Bei der Verwendung von C18-Säulen (Acclaim PepMap100, 5 µm, 100 Å, 250 x 1,0 mm i.d. 

[Dionex, Idstein]) wurde ein linearer A-B-Gradient von 1-50% in 125 Minuten bei einem Fluss von 

40 µl/min verwendet. Dabei wurden insgesamt 36 Fraktionen mit einer Fraktionsdauer von 40 s (5 

Zyklen) gesammelt. Die Elutionsfraktionen aus verschiedenen Bereichen des Chromatogramms 

wurden gemäß Abbildung 3-4 vereinigt, bis zur Trockne eingeengt und in 6 µl 5% (v/v) 

Acetonitril/0,1% (v/v) TFA/Wasser aufgenommen. Die Auftrennung in der zweiten Dimension sowie 
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die massenspektrometrische Analyse (online LC-MS/MS-Kopplung) erfolgte wie in Abschnitt 2.9.1 

beschrieben. 

2.9.3 Proteinidentifizierung und Quantifizierung 

Die Identifizierung und Quantifizierung von SILAC-Experimenten erfolgte mit der MaxQuant-Software 

(Versionen 1.0.13.13 bzw. 1.1.1.36) (Cox und Mann 2008; Cox et al. 2009; Cox et al. 2011). Beide 

MaxQuant Versionen verfügen über einen leicht unterschiedlichen Suchalgorithmus. Während in der 

1.0.13.13-Version die mittels MaxQuant generierten Peaklisten (msm-Dateien) zunächst an eine 

Mascot-Suchmaschine (Version 2.2 [Matrix Science Ltd, London, UK]) übertragen werden, arbeitet 

die 1.1.1.36-Version mit einer integrierten Andromeda-Suchmaschine (Cox et al. 2011). Beide 

Suchmaschinen gleichen die generierten MS/MS-Spektren gegen eine IPI-humane Proteindatenbank 

(international protein index, Version 3.78) ab und ordnen dabei übereinstimmende Peptidsequenzen 

zu. Die verwendete Datenbank beinhaltete neben allen wahren Peptidsequenzen auch inverse 

nonsense Varianten dieser Sequenzen (decoy database). Alle Suchen wurden unter Berücksichtigung 

von Methioninoxidationen und Cystein-Propionamidaddukten als variable Modifizierungen sowie mit 

einer Massentoleranz von 6 ppm bzw. 0,35 Da für Vorläufer- und Fragmentionen durchgeführt. Für 

die Suchen waren außerdem maximal zwei Fehlspaltstellen und eine Falschidentifizierungsrate (false 

discovery rate, FDR) von < 0,01 zugelassen. Ein Protein wurde dann als identifiziert angesehen, wenn 

mindestens zwei Peptide (unique) der Sequenz zugeordnet wurden. Quantifizierungsergebnisse 

wurden nur dann berücksichtigt, wenn mindestens zwei Peptidquantifizierungsereignisse (ratio 

count) beitrugen.  

Für 18O-Markierungsexperimente erfolgte die Proteinidentifizierung und –quantifizierung mit Hilfe 

der Mascot Distiller Quantitation Toolbox (Version 2.4.2.0 [Matrix Science Ltd, London, UK]). Dazu 

wurden die prozessierten MS/MS-Spektren mit einer Mascot-Suchmaschine (Version 2.2 [Matrix 

Science Ltd, London, UK]) gegen eine IPI-humane Proteindatenbank zusammen mit der 

entsprechenden decoy-Datenbank (IPI human decoy, Version 3.78) gesucht. Für die Suchen wurden 

zwei Fehlspaltstellen sowie Massentoleranzen von 10 ppm bzw. 0,35 Da für Vorläufer- und 

Fragmentionen zugelassen. Als variable Modifizierungen wurden Oxidationen am Methionin, 

Propionamidaddukte am Cystein sowie ein- und zweifache C-terminale 18O-Markierung 

berücksichtigt. Peptide wurden als identifiziert angesehen, wenn die Wahrscheinlichkeit einer falsch-

positiven Identifizierung (Signifikanz) < 0,05 war. Für die Quantifizierung wurden nur Proteine 

verwendet, die mit mindestens zwei solchen Peptiden identifiziert wurden. Peptidverhältnisse 

wurden nur dann berücksichtigt, wenn im MS-Spektrum im entsprechenden Massenbereich der 
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Anteil der Vorläuferionenintensität mindestens 50% (fraction value > 0,5) und der Korrelations-

koeffizient zwischen den Intensitäten der leichten und schweren Peptidsignale > 0,98 war 

(correlation threshold > 0,98). Die relativen Proteinverhältnisse wurden aus den intensitäts-

gewichteten Mittelwerten aller Peptidverhältnisse gebildet, wobei mindestens zwei protein-

spezifische Peptide gefordert wurden. Für die Quantifizierung wurde die Isotopenreinheit des 

verwendeten 18O-Wassers von 97% berücksichtigt (Campro Scientific GmbH, Berlin). 

2.10 NMR-Spektroskopie 

NMR-spektroskopische Untersuchungen zur Bindung modifizierter H4-Peptide mit der 

rekombinanten Bromodomäne von Gcn5 wurden von Dr. Sylvain Tourel (Arbeitsgruppe In-Cell NMR, 

FMP Berlin) durchgeführt. Das Assignment der Gcn5-Bromodomäne wurde von David Neuhaus (MRC 

Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, UK) zur Verfügung gestellt (Owen et al. 2000). Für NMR-

Messungen wurde die Gcn5-Bromodomäne zunächst wie in Abschnitt 2.3.2 beschrieben 15N- und 13C-

metabolisch markiert exprimiert und NMR-spektroskopisch vermessen. Bindungsstudien wurden 

nach Owen et al. (Owen et al. 2000) mit 350 µM 15N-markierter Gcn5-Bromodomäne in SEC-Puffer 

(20 mM K-Phosphatpuffer (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM β-Mercaptoethanol) in Gegenwart von 

10% (v/v) 2H2O durchgeführt. Für die NMR-spektroskopische Bestimmung von Bindungskonstanten 

wurden HSQC-Spektren mit steigender Ligandenkonzentration aufgenommen. Acetylierte H4-Peptide 

wurden zum Protein titriert, bis ein Protein:Peptid Verhältnis von 1:10 erreicht war. Die Aufnahme 

der NMR-Spektren zur Verfolgung der relativen Peakintensität der Proteinsignale in Abhängigkeit 

vom Protein:Peptid Verhältnis (1:0 bis 1:10) erfolgte an einem Bruker AV750 Spektrometer (Bruker 

GmbH, Karlsruhe). Die Berechnung der Bindungsaffinitäten wurde nach Cavanagh et al. durchgeführt 

(Cavanagh et al. 2007).  
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3 Ergebnisse 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein offline 2-D RP-RP LC-MS/MS Verfahren als Alternative zur 

klassischen gelbasierten Proteomanalyse entwickelt werden. Die Entwicklung und Validierung der 

neuen Methodik wurde zunächst am gut charakterisierten Modellsystem durchgeführt und im 

weiteren Verlauf für die Identifizierung und Quantifizierung von Interaktionspartnern des 

Zellkernproteins Histon H4 verwendet. Dabei sollte insbesondere der Einfluss spezifischer Lysin-

Acetylierungsmuster der N-terminalen H4-Sequenz auf die Rekrutierung von Proteinen und 

Proteinkomplexen mittels quantitativer Massenspektrometrie untersucht werden.  

3.1 Entwicklung der 2-D RP-RP LC MS/MS Methodik 

Zum Studium von Protein-Protein- oder Peptid-Protein-Interaktionen werden häufig Affinitäts-MS 

Experimente, d.h. Affinitätsreinigungen in Kombination mit quantitativer Massenspektrometrie, 

durchgeführt. Diese Vorgehensweise erfordert die Auftrennung komplexer Protein- oder Peptid-

gemische vor der massenspektrometrischen Analyse. In den letzten Jahren wurden zunehmend 

Verfahren entwickelt und eingesetzt, die auf der tryptischen Spaltung sehr komplexer Protein-

gemische, gefolgt von der mehrdimensionalen Trennung der Peptide, basieren (vgl. Abschnitt 1.3.1) 

(Gilar et al. 2005a; Zhou et al. 2010; Gokce et al. 2011). Der Vorteil dieser Vorgehensweise liegt darin, 

dass wenig abundante Proteine sowie Proteine mit extremen Eigenschaften (Größe, Polarität, 

membrangebundene Proteine), die mittels Proteinauftrennungsverfahren oft verloren gehen, 

zugänglich für die massenspektrometrische Analyse werden. Für eine effiziente Identifizierung von 

interagierenden Proteinen in Peptid-basierten Affinitätsexperimenten, wurde im Rahmen dieser 

Arbeit eine zweidimensionale reversed phase-reversed phase (RP-RP) Flüssigchromatographie 
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zusammen mit einem spezifischen Fraktionierungsschema entwickelt. Das Verfahren ist dadurch 

gekennzeichnet, dass in beiden chromatographischen Dimensionen pH-saure, MS-kompatible 

Elutionssysteme eingesetzt werden (Kombination aus TFA in der ersten Dimension und FA in der 

zweiten Dimension). Das führt dazu, dass die Anzahl von Zwischenschritten und der damit 

verbundene Probenverlust vor der MS-Analyse minimiert werden. Durch die Anwendung eines 

spezifischen Fraktionierungsschemas in der ersten Dimension, erreicht man eine optimale 

Ausnutzung der Trenn- und MS/MS Kapazität in der zweiten Dimension bei optimierter Messzeit. 

3.1.1 Einfluss von Säulenparametern auf die Trennleistung und Orthogonalität 

Für die Optimierung der Trennleistung der ersten Dimension wurde ein Set bestehend aus 45 

synthetischen Peptiden, die sich in ihrer Hydrophobizität, Ladung und ihrem Molekulargewicht (600-

3000 Da) unterschieden (Gropengiesser et al. 2009), verwendet. Die Auftrennung dieses 

Peptidgemisches wurde in Abhängigkeit von dem verwendeten Säulenmaterial sowie der Säulen-

länge (Polymersäule vs. C18-Säule, 150 mm vs. 250 mm), der Flussrate (30-70 µl/min) und der 

Gradientenlänge (50-150 min) in Gegenwart von 0,1% (v/v) TFA untersucht. Dabei wurde die Trenn-

leistung der Chromatographie an der resultierenden mittleren Peakbreite (wav) und Peakkapazität (P) 

gemessen. Die Peakbreite wurde über die Halbwertsbreite, d.h. der Peakbreite bei halber Peakhöhe, 

bestimmt und über alle Peptidsignale gemittelt. Die Peakkapazität ist die Anzahl von Peaks, die in 

einem bestimmten Retentionszeitraum und bei einer vorgegebenen Auflösung voneinander getrennt 

werden können und kann vereinfacht mittels Gleichung 1 berechnet werden. 

minmax RTRT

w
P av

−
=

 
Gleichung 1: Berechnung der Peakkapazität (P)  

wav= mittlere Peakbreite  
RT=Retentionszeit 

Vergleicht man die chromatographischen Parameter für die Auftrennung von Peptidgemischen in 

Abhängigkeit vom Säulenmaterial, so wird deutlich, dass unter sonst gleichen Bedingungen 

(Flussrate, Säulenlänge, Gradientendauer) die beste Auftrennung mit C18-Material erreicht wird (vgl. 

Abbildung 3-1). Für die verwendete Polymersäule beträgt die durchschnittliche mittlere Peakbreite 

0,35 min und ist somit um ca. 0,10 min breiter als bei vergleichbaren Auftrennungen mit einer C18-

Säule. Der gleiche Trend ist auch für die Peakkapazitäten erkennbar. Variiert man die Flussrate, so hat 

das, unabhängig vom gewählten Säulenmaterial, keinen signifikanten Einfluss auf die Peakbreiten 

und Peakkapazitäten.  
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Abbildung 3-1: Vergleich 

der chromatographischen 

Trennleistung in Ab-

hängigkeit vom Säulen-

material (A) und der 

Säulenlänge (B). Auf-

trennung eines Peptid-

gemisches an (A) einer 

PLRP-S- bzw. C18-Säule 

(150 x 1 mm i.d.) und (B) 

C18-Säulen (150 x 1 mm 

i.d. und 250 x 1mm i.d.) 

bei verschiedenen Fluss-

raten und einem Aceto-

nitrilgradienten von 5-50% 

in 50 min (150 mm-Säule) 

bzw. 75 min (250 mm-

Säule).  

 

Der entscheidende Vorteil von polymeren Säulenmaterialien (PLRP-S) ist jedoch, dass sie robuster auf 

pH-Wertänderungen reagieren und bessere Peakprofile für basische Peptide zeigen (McCalley 2005). 

Darüber hinaus unterscheidet sich das Material der stationären PLRP-S Phase der ersten Dimension 

von dem der stationären C18 Phase, die standardmäßig zur Peptidauftrennung in der zweiten 

chromatographischen Dimension verwendet wird. Neben dem verwendeten Säulenmaterial stellt 

auch die Länge der verwendeten Säule eine wichtige Kenngröße im Hinblick auf die Effizienz der 

Peptidauftrennung dar. Dazu wurden vergleichend Peakbreiten und Peakkapazitäten für C18-Säulen 

mit 150 mm und 250 mm Länge in Abhängigkeit von der Flussrate bestimmt (Abbildung 3-1). Peptide 

wurden mit einem linearen Acetonitrilgradienten von 5-50% in Gegenwart von 0,1% TFA aufgetrennt, 

wobei die jeweilige Gradientenlänge auf 50 Minuten für die 150 mm C18-Säule und 75 Minuten für 

die 250 mm C18-Säule angepasst wurde. Unter diesen Voraussetzungen verbreitern sich die Peaks 

mit der längeren Säule zwar minimal (Anstieg von durchschnittlich 0,23 min auf 0,3 min), aufgrund 

des höheren Trennraums erhöht sich allerdings dennoch die Peakkapazität um ca. 15%. Die Flussrate 

hat keinen entscheidenden Einfluss auf die Peakbreiten und Peakkapazitäten und wurde somit für 

alle weiteren Untersuchungen auf 40 µl/min festgelegt. Als weitere wichtige Einflussgröße wurde die 

Gradientenlänge variiert. Wie in Abbildung 3-2 exemplarisch für eine 250 mm C18-Säule gezeigt, 

nehmen zwar die mittleren Peakbreiten in Abhängigkeit von der Gradientenlänge (75 min-150 min 

Gradienten) zu, die Peakkapazitäten erreichen jedoch ihr Maximum bei einer Gradientenlänge von 
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125 Minuten. Aufgrund dessen wurde für die in Abschnitt 3.1.4 beschriebenen Versuche eine 

Kombination aus einer 250 mm C18-Säule, einem Fluss von 40 µl/min und einem linearen Acetonitril-

gradienten von 5-50% in 125 Minuten verwendet.  

Abbildung 3-2: Vergleich der chromatographischen 

Trennleistung in Abhängigkeit von der Gradienten-

länge. Auftrennung eines Peptidgemisches an einer 

250 mm C18-Säule mittels 5-50% Acetonitril-

Gradientenelution in 75, 100, 125 bzw. 150 min und 

einem konstanten Fluss von 40 µl/min.  

 

 

 

 
 

Für die mehrdimensionale Flüssigchromatographie ist jedoch nicht nur die Effizienz der Peptid-

auftrennung in der ersten Dimension, sondern die Kombination aus der chromatographischen 

Performance der ersten und zweiten Dimension, entscheidend. Diese hängt nicht nur von den 

Peakbreiten und Peakkapazitäten der einzelnen Dimensionen sondern auch von der Orthogonalität 

der gewählten Trennprinzipien ab. Unter Orthogonalität versteht man in der Chromatographie, dass 

die Retentionszeiten in beiden Dimensionen als statistisch unabhängig voneinander angesehen 

werden können (Gilar et al. 2005b). Bei dem verwendeten 2-D RP-RP LC Verfahren handelt es sich um 

ein orthogonalitätsbegrenztes System, da beide Dimensionen auf dem gleichen Trennprinzip 

(Umkehrphasenchromatographie) beruhen. Bei der Verwendung von RP-RP Ansätzen kann die 

Orthogonalität durch eine pH-Wert Änderung zwischen der ersten und zweiten Dimension verbessert 

werden (Gilar et al. 2005b; Gilar et al. 2005a; Zhou et al. 2010). Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein 

System mit pH-sauren Bedingungen in beiden chromatographischen Dimensionen entwickelt 

werden. Dazu wurde zunächst das Retentionsverhalten eines Peptidgemisches mit verschiedenen RP-

RP-Kombinationen untersucht. Der Vergleich der Retentionszeiten für diese Systeme ist in Abbildung 

3-3 für PLRP-S und C18-Säulen dargestellt. Die normalisierten Retentionszeitplots spiegeln die 

Orthogonalität der Systeme wieder. Eine große Aufspreizung der Peptide zeigt eine hohe 

Orthogonalität, d.h. unterschiedliche Retentionsverhalten in der ersten und zweiten Dimension an. 

Bei der Verwendung von Ammoniumformiat (pH10) als Zusatz in der ersten Dimension und FA in der 

zweiten Dimension ist das Retentionsverhalten stark unterschiedlich. Bei der Verwendung von pH-

sauren Elutionsbedingungen in beiden Dimensionen, erfolgte die erste chromatographische 
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Auftrennung in Anwesenheit von 0,1% TFA, während in der zweiten Dimension 0,1% FA verwendet 

wurde. Der Vorteil dieser Kombination ist, dass TFA in der ersten Dimension zu sehr scharfen Peaks 

führt, während FA aufgrund der geringen Ionenunterdrückung optimal für die ESI-MS Analyse ist 

(Apffel et al. 1995; Huber und Premstaller 1999). Die Orthogonalität dieses Systems ist jedoch sowohl 

für PLRP-S als auch für C18-Säulen sehr eingeschränkt (Abbildung 3-3 B+C). 

 

Abbildung 3-3: Normalisierte microLC Retentionszeitplots (norm. RT) für 2-D LC-Systeme. Auftrennung eines Peptid-

gemisches bestehend aus 45 Peptiden mit (A) PLRP-S, pH10 in der ersten Dimension und C18, pH2 in der zweiten 

Dimension, (B) PLRP-S, pH2 in der ersten und C18, pH2 in der zweiten Dimension sowie (C) C18 und saure Bedingungen in 

beiden chromatographischen Dimensionen. 

Signifikante Unterschiede im Retentionsverhalten in Abhängigkeit vom Säulenmaterial (PLRP-S vs. 

C18) konnten nicht festgestellt werden (Abbildung 3-3 B+C). Dennoch wird deutlich, dass trotz dieser 

eingeschränkten Orthogonalität, Peptide, die in der ersten Dimension mit einer mittleren Peakbreite 

von 0,3 min eluieren, in der zweiten Dimension auf ca. 10 min gespreizt werden („ausreichende“ 

Orthogonalität). 

3.1.2 Entwicklung eines Fraktionierungsschemas in der 1.Dimension 

Die Entwicklung eines Fraktionierungsschemas in der ersten Dimension zielt darauf ab, die 

Orthogonalität des 2-D RPTFA-RPFA Systems zu erhöhen und den Separationsraum der zweiten 

Dimension voll auszunutzen. Dazu wurden Elutionsfraktionen aus verschiedenen Bereichen der 

ersten Dimension so vereinigt, dass jede Fraktion eine gleichmäßige Verteilung von Peptiden mit 

unterschiedlichen Eigenschaften (Hydrophobizität, Ladung, Molekulargewicht) enthält und die 

Überschneidung von Peptididentifizierungen in benachbarten Fraktionen möglichst gering ist.   

Die Fraktionsdauer pro Einzelfraktion wurde dabei an die mittlere Peakbreite der ersten Dimension 

(Abbildung 3-1) angepasst. Peptide, die mit der gewählten Fraktionsdauer in der ersten Dimension 

koeluieren, werden in der zweiten Dimension durchschnittlich auf 12 Minuten gespreizt (Daten siehe 
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Diskussion Abbildung 4-1). Basierend auf einer mittleren Peakbreite von 0,35 min für die Auftrennung 

mit einer 150 mm PLRP-S Säule (Fluss: 40 µl/min, Gradientenlänge: 50 min) wurden Fraktionierungen 

mit 0,5 Minuten Fraktionsdauer und einer Zyklusgröße von 24 Fraktionen sowie 0,75 Minuten 

Fraktionsdauer und 16 Fraktionen verglichen (je 4 Zyklen). Bei der Verwendung einer 250 mm C18-

Säule (Fluss: 40 µl/min, Gradientenlänge: 125 min, mittlere Peakbreite 0,4 min) erfolgte die 

Auftrennung mit einer Fraktionsdauer von 0,67 Minuten und einer Zyklusgröße von 36 Fraktionen (5 

Zyklen). 

 

Abbildung 3-4: Schema für die 2-D LC-MS/MS Methodik. In der ersten Dimension werden die Peptide nach on-bead 

Trypsinspaltung mittels RP-Chromatographie und einem linearen Acetonitrilgradienten (Eluent A: 0,1% (v/v) TFA, 5% (v/v) 

Acetonitril in Wasser, Eluent B: 0,085% (v/v) TFA, 80% (v/v) Acetonitril in Wasser) fraktioniert. Fraktionen aus verschiedenen 

Bereichen wurden zyklusweise vereinigt (z.B. 1 + 25, 2 + 26, 3 + 27,… in 4 Zyklen bei 24 vereinigten Fraktionen). Nach 

Einengen wurden die Fraktionen mittels nLC-MS aufgetrennt und analysiert. Basispeak-Chromatogramme für vereinigte 

microLC-Fraktionen sind im unteren Teil dargestellt.  

Durch die Anwendung des Fraktionierungsschemas kommt es zu einer homogenen Peptidverteilung 

in der zweiten Dimension (vgl. Basispeak-Chromatogramme im unteren Teil von Abbildung 3-4). 

Orthogonalitätsplots der vereinigten Fraktionen bestätigen eine gleichmäßige Verteilung im 

gesamten Retentionszeitbereich der zweiten Dimension (Daten siehe Diskussion Abbildung 4-1).   
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In Folge dessen ist auch die Anzahl der Peptididentifizierungen in allen vereinigten Fraktionen 

annähernd gleich (siehe Abbildung 3-5). Daraus folgt, dass obwohl es sich bei dem verwendeten 2-D 

RP-RP LC Ansatz um ein grundsätzlich nicht-orthogonales System handelt, eine gute Verteilung der 

Peptide in der zweiten Dimension und damit eine hohe totale Peakkapazität (Ptotal=P1.Dim × P2.Dim) 

durch Anwendung des entwickelten Fraktionierungsverfahrens realisiert werden kann.  

3.1.3 2-D RP-RP LC-MS/MS in Kombination mit SILAC 

Die Anwendbarkeit des entwickelten 2-D RP-RP LC Verfahrens sollte zunächst mit dem gut 

charakterisierten Modellsystem ADAP (adhesion and degranulation promoting adaptor protein) 

gezeigt werden, da bereits Ergebnisse aus vergleichbaren GeLC-MS Ansätzen publiziert wurden 

(Lange 2010; Lange et al. 2010). Dazu wurden Tyr-595-phosphorylierte und die entsprechenden 

unphosphorylierten Peptidsequenzen des Adapterproteins ADAP (AS 586-600, UniProt/Swiss-Prot 

O15117 [Peptidsynthese AG Beyermann, FMP Berlin]) kovalent an eine Agarosematrix immobilisiert 

und SILAC-basierte Pulldown-Experimente mit reverser Markierungsstrategie durchgeführt. Die 

Peptidmatrices wurden mit „schwer“ und „leicht“ markiertem Jurkat-T-Zelllysat inkubiert, 

unspezifische Bindungspartner ausgewaschen und bindende Proteine direkt on-bead tryptisch 

gespalten. Die komplexen Peptidgemische wurden mittels 2-D RP-RP LC-MS/MS aufgetrennt und 

identifiziert. Dabei wurde das in Abschnitt 3.1.2 beschriebene Fraktionierungsschema angewandt. Für 

die Fraktionierung in der ersten Dimension wurde die Auftrennung in Abhängigkeit von der 

Fraktionsanzahl und den Säulenparametern verglichen. Dazu wurden Peptidgemische nach 

tryptischer on-bead Spaltung entweder über eine PLRP-S Säule (150 mm Länge, Fluss: 40 µl/min, 

Gradientenlänge: 50 min) wie in 3.1.2 beschrieben in 16 bzw. 24 vereinigte Fraktionen oder über eine 

C18-Säule (250 mm, Fluss: 40 µl/min, Gradientenlänge: 125 min) in 36 vereinigte Fraktionen 

aufgetrennt. Die Analyse der vereinigten Fraktionen erfolgte mittels nLC-MS/MS an einem LTQ-

Orbitrap XL Massenspektrometer und MaxQuant Auswertung (Version 1.1.1.36). Abbildung 3-5 stellt 

die Anzahl der Peptididentifizierungen sowie die Überschneidung von Peptididentifizierungen in 

benachbarten Fraktionen dar. Die Anzahl der Peptididentifizierungen ist über alle vereinigten 

Fraktionen gleichmäßig verteilt. Der Durchschnitt identifizierter Peptide pro Fraktion liegt für eine 

Auftrennung mit PRLP-S (150 mm, 40 µl/min, 50 min Gradientenlänge) bei ca. 940 Peptiden für 16 

Fraktionen und 890 Peptiden für 24 Fraktionen. Bei 36 Fraktionen-Auftrennung und der Verwendung 

einer C18-Säule (250 mm, 40 µl/min, 125 min Gradientenlänge) wurden ca. 830 Peptide pro 

vereinigter Fraktion identifiziert. Daraus ergeben sich insgesamt 10534 proteinspezifische (unique) 

Peptide, die 1400 Proteinen zugeordnet werden (16 Fraktionen), 13496 sequenzspezifische Peptide 
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für 1700 Proteine (24 Fraktionen) und 21302 Peptide, die 2000 Proteinsequenzen entsprechen (36 

Fraktionen). Für 16, 24 und 36 Fraktionen wurden entsprechend 76%, 65% und 72% aller 

proteinspezifischen Peptide lediglich in einer Fraktion identifiziert (vgl. Abbildung 3-5 Kreis-

diagramme). Obwohl sich die Überschneidung von Peptididentifizierungen zwischen benachbarten 

Fraktionen nicht signifikant ändert, erhält man eine deutliche Erhöhung identifizierter 

Peptide/Proteine mit steigender Fraktionsanzahl. 

 

Abbildung 3-5: Peptididentifizierungen in Abhängigkeit von der Fraktionsanzahl sowie Säulenparametern. Gemittelte 

Anzahl identifizierter Peptide nach on-bead Trypsinspaltung von ADAP-Peptid-Pulldown-Experimenten in Kombination mit 

SILAC (unmodifiziert vs. modifiziert, n=2). Die Auftrennung erfolgte entweder mit einer 150 mm-PLRP-S Säule (A+B) oder 

einer 250 mm-C18-Säule (C) und einem linearen Acetonitrilgradienten von 5-50% in 50 min (A+B) bzw. 125 min (C). Elutions-

fraktionen wurden zu (A) 16 Fraktionen, (B) 24 Fraktionen und (C) 36 Fraktionen zyklusweise vereingt. Die Überschneidung 

von Peptididentifizierungen in benachbarten Fraktionen ist in den entsprechenden Kreisdiagrammen dargestellt.  

Die Quantifizierung der gebundenen Proteine erfolgte mit MaxQuant (Version 1.1.1.36). 

Phosphorylierungsvermittelte Bindungspartner wurden von unspezifischen, z.B. an das Träger-

material bindenden, Proteinen (Hintergrundproteine) über das Isotopenverhältnis schwer/leicht 

(heavy/light, H/L, et vice versa) der tryptischen Peptide detektiert. Proteine mit einem Isotopen-

verhältnis von 1 binden unabhängig von der Phosphorylierung an das Peptidkonstrukt.  
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Phosphorylierungsspezifische Bindungspartner weisen ein deutlich erhöhtes Verhältnis im Vergleich 

zu den Hintergrundproteinen auf. Die Mehrzahl aller identifizierten und quantifizierten Proteine aus 

Pulldown-Experimenten mit Tyr595-phosphorylierten ADAP-Peptiden weisen dabei Isotopen-

verhältnisse um 1 auf (Daten nicht gezeigt). Potentielle phosphorylierungsabhängige Bindeproteine 

sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst.  

Tabelle 3-1: Phosphorylierungsspezifische Interaktionspartner an ADAP-595-Peptide. Die Anreicherungsverhältnisse eines 

GeLC-basierten Ansatza sowie verschiedenen 2-D RP-RP LC-Ansätzen wurden mit SILAC unter Verwendung einer reversen 

Markierungsstrategie doppelt bestimmt. Die Anzahl quantifizierter Peptide wurde aus MaxQuant übernommen (ratio 

count). 

Proteinbeschreibung 
GeLC-

MS/MS
a 

2-D RP-RP LC-MS/MS 

16 Fraktionen 24 Fraktionen 36 Fraktionen 

Gen-
name 

UniProtKB 
acc. Nr. 

Proteinname 
Ver-

hältnis
Peptide 
(quant)

 
Ver-

hältnis
Peptide 
(quant) 

Ver-
hältnis

Peptide 
(quant) 

Ver-
hältnis

Peptide 
(quant) 

CRK P46108 Proto-oncogene C-crk 18,2 6 >20 8 18,2 14 >20 8 

>20 4 >20 10 >20 11 >20 10 

GRAP2 O75791 GRB2-related adapter protein 2 >20 22 >20 27 >20 30 >20 20 

>20 7 >20 25 >20 27 >20 35 

NCK1 P16333 Cytoplasmic protein NCK1 >20 44 >20 36 >20 42 >20 36 

>20 63 >20 28 >20 38 >20 47 

NCK2 O43639 Cytoplasmic protein NCK2 >20 24 >20 6 >20 16 >20 15 

>20 30 >20 10 >20 16 >20 24 

PIK3R1 P27986 Phosphatidylinositol 3-kinase 

regulatory subunit alpha 

10,5 24 11,1 8 8,3 8 >20 12 

>20 38 12,0 7 10,2 9 5,4 14 

PLCG1 P19174 1-phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphate phosphor-

diesterase gamma-1 

>20 107 >20 71 >20 80 >20 78 

>20 123 >20 79 >20 59 >20 95 

SLP76 Q13094 Lymphocyte cytosolic protein 2 12,7 101 >20 40 >20 47 18,9 55 

>20 106 >20 47 >20 47 >20 79 

FER P16591 Proto-oncogene tyrosine-

protein kinase FER 

6,7 7 6,1 8 5,4 9 13,2 6 

16,8 12 17,8 10 6,4 9 14,9 16 

RASA1 P20936 Ras GTPase-activating protein 1 11,0 6 >20 7 8,2 11 9,8 4 

>20 6 >20 7 >20 11 >20 11 

CRKL P46109 Crk-like protein 4,7 11 >20 5 >20 3 12,7 5 

>20 25 16,1 9 16,4 7 10,6 13 

a zuvor von Lange et al. publizierte Daten eines differenziellen SILAC-Peptid-Pulldown mit ADAP-595 (phosphoryliert gegen 
unphosphoryliert) mit SDS-PAGE Auftrennung gebundener Proteine. Nach tryptischer In-Gel Spaltung erfolgte die 
Identifizierung und Quantifizierung mittels nLC-MS/MS (Lange et al. 2010). 
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Für die Zusammenstellung der Bindungspartner wurden nur Proteine berücksichtigt, deren 

Isotopenverhältnis in zwei unabhängigen SILAC-Pulldown-Experimenten mit reverser Markierungs-

strategie erhöht war und die mit mindestens 2 proteinspezifischen Peptiden identifiziert wurden. 

Proteinverhältnisse >20 wurden nicht genauer unterschieden, da ab diesem Bereich eine weitere 

Differenzierung aufgrund von Messungenauigkeiten oder Unterschieden in der Markierungseffizienz 

nicht sinnvoll wäre. Wie aus Tabelle 3-1 zu entnehmen ist, konnte für alle gewählten 

Proteomanalysen (GeLC-MS/MS, 2-D RP-RP LC-MS/MS mit 16, 24 und 36 Fraktionen) das gleiche Set 

aus potentiellen phosphorylierungsanhängigen Bindungspartnern von ADAP-595 identifiziert werden. 

3.1.4 2-D RP-RP LC-MS/MS in Kombination mit 18O-Markierung 

Da eine relative Quantifizierung basierend auf der stabilen Isotopenmarkierung mit Aminosäuren in 

Zellkultur (SILAC) auf kultivierte Zellen beschränkt ist, wurde die entwickelte 2-D RP-RP LC-MS/MS 

Methode auch in Kombination mit einem alternativen Markierungsverfahren durchgeführt. Hierfür 

wurde das enzymatische Markierungsverfahren mit 18O-Wasser ausgewählt, da es sich um eine 

einfach durchzuführende, nahezu universell einsetzbare massenspektrometrische Quantifizierungs-

methode handelt (vgl. Abschnitt 1.3.2). Die Anpassung der enzymatischen 18O-Markierung in 

Kombination mit der on-bead Spaltung wurde von Sabine Anker im Rahmen ihrer Masterarbeit 

durchgeführt. Das Ziel der Anpassung lag darin, den enzymkatalysierten Rücktausch von 18O-

markierten Peptiden in den nicht markierten Zustand zu unterdrücken. Dazu wurden verschiedene 

Strategien (Trypsininhibierung im pH-sauren Bereich, Variation des Enzym:Substratverhältnisses, 

Zugabe von Serinproteaseinhibitoren oder Hitzeinaktivierung des Trypsin) durchgeführt. Die 

Verwendung des Serinproteaseinhibitors 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid (1 mM AEBSF, 

30 min) sowie die irreversible thermische Inaktivierung (30 min, 95°C) des Trypsin führte dabei zu 

einer vollständigen Unterdrückung des Isotopenrücktauschs (Daten nicht gezeigt). Für die weiteren 

18O-Markierungsexperimente mit anschließender 2-D RP-RP LC wurde die thermische Trypsin-

inaktivierung ausgewählt.  

Die Methode des 18O-Markierungsverfahrens wurde ebenfalls mit dem gut charakterisierten Modell-

system ADAP in Form von Peptid-Pulldown-Experimenten validiert. Dazu wurden Tyr-595-phosphory-

lierte und entsprechende nicht phosphorylierte ADAP-Peptidmatrices mit Jurkat-T-Zelllysat 

(Abbildung 3-6) bzw. mit Primär-T-Zelllysat (Abbildung 3-7) inkubiert. Nach dem Auswaschen 

unspezifisch gebundener Proteine erfolgte die tryptische Spaltung on-bead in Gegenwart von 16O-

Wasser bzw. 18O-Wasser. Dabei wurden die generierten Peptide aus Pulldowns mit unmodifiziertem 

ADAP-595 „leicht=16O“ und Peptide aus Pulldowns mit phosphoryliertem ADAP-595 „schwer=18O“ 
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markiert (et vice versa). Nach Trypsininaktivierung erfolgte die Auftrennung und Analyse der 

vereinigten Peptidgemische mittels 2-D RP-RP LC MS/MS. Die Auftrennung in der ersten Dimension 

erfolgte an einer 250 mm C18-Säule mit einem Fluss von 40 µl/min und einem linearen 

Acetonitrilgradienten (5-50%) in 125 min in Gegenwart von 0,1% (v/v) TFA. Die zweite chromato-

graphische Trennung sowie die massenspektrometrische Analyse erfolgten wie in Abschnitt 2.9.1 

beschrieben.   

In Abbildung 3-6 A sind die Anzahl der Peptididentifizierungen pro vereinigter Fraktion und die 

Überschneidungen identifizierter Peptide in benachbarten Fraktionen für differentielle ADAP-

Pulldown-Experimente mit Jurkat-T-Zelllysat und 18O-Markierung dargestellt. Die Anzahl protein-

spezifisch identifizierter Peptide (20440 Peptide) des 2-D RP-RP-Ansatzes in Kombination mit 18O-

Markierung ist mit denen des SILAC-Ansatzes (21302 Peptide, Abschnitt 3.1.3) vergleichbar. Die 

Anzahl der Peptididentifizierungen ist über alle vereinigten Fraktionen gleichmäßig verteilt und 

beträgt im Durchschnitt 770 Peptide, wobei 74% aller Peptide lediglich in einer Fraktion identifiziert 

wurden (Kreisdiagramm Abbildung 3-6 A, ebenfalls vergleichbar mit den SILAC-Pulldown 

Ergebnissen).  

  

Abbildung 3-6: 
18

O-basierte ADAP-Pulldown-Experimente mit Jurkat T-Zellen. (A) Gemittelte Anzahl identifizierter Peptide 

nach tryptischer on-bead Spaltung in Kombination mit 18O-Markierung (unmodifiziert vs. phosphoryliert, n=2). Die 

Auftrennung erfolgte zyklusweise in 36 Fraktionen (250 mm-C18-Säule, linearer Acetonitrilgradienten von 5-50% in 

125 min). Die Überschneidung von Peptididentifizierungen in benachbarten Fraktionen ist als Kreisdiagramm dargestellt. (B) 

Gegenüberstellung der Proteinverhältnisse aus zwei unabhängigen Pulldown-Experimenten. Ein Punkt repräsentiert ein 

identifiziertes Protein mit mindestens zwei quantifizierten Peptiden. 
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Die Quantifizierung der gebundenen Proteine erfolgte mittels Datenanalyse über die Mascot Distiller 

Quantitation Toolbox (Version 2.4.2.0). Die 18O-Quantifizierungsmethode beruht auf dem Einbau von 

„leichten=16O“ und „schweren=18O“ Sauerstoffisotopen in die Carboxylgruppe während der 

tryptischen Spaltung. Der Einbau kann einfach, d.h. nur ein Sauerstoff wird substituiert und doppelt, 

d.h. beide Sauerstoffe werden substituiert, erfolgen. Der einfache 18O-Einbau führt zu einer 

Massendifferenz von 2 Da gegenüber dem „leicht“ markierten Peptid, der doppelte 18O-Einbau 

bewirkt eine Massendifferenz von 4 Da. Für die Quantifizierung werden die Intensitäten beider 

Signale (+2 Da und +4 Da) summiert und das natürliche, sich überlagernde Isotopenmuster 

abgezogen. 18O-Markierungsexperimente wurden doppelt unter Verwendung einer reversen 

Markierungsstrategie durchgeführt. Die Berechnung der Proteinverhältnisse erfolgte auf Basis von 

mindestens zwei quantifizierten Peptiden, die die in Abschnitt 2.9.3 festgelegten Kriterien erfüllten. 

Die Gegenüberstellung von Proteinverhältnissen aus zwei unabhängigen 18O-basierten ADAP-

Pulldown-Experimenten mit Jurkat-T-Zelllysat ist in Abbildung 3-6 B dargestellt. Für die Gegen-

überstellung wurden nur Proteine berücksichtigt, die in beiden Experimenten mit mindestens 

2 proteinspezifischen Peptiden identifiziert wurden (insgesamt 1500 Proteine). Potentielle 

phosphorylierungsspezifische Bindungspartner mussten in beiden Experimenten ein erhöhtes 

Isotopenverhältnis aufweisen (oberer rechter Quadrant). Analog zu Abschnitt 3.1.3 wurden 

Proteinverhältnisse >20 nicht genauer unterschieden. Man erhält eine enge Normalverteilung der 

Proteinverhältnisse um den Wert 1, was bedeutet, dass die Mehrheit aller identifizierten und 

quantifizierten Proteine in gleichem Maß an die unmodifizierte und phosphorylierte ADAP-Sequenz 

bindet. Im Vergleich zu Pulldown-Experimenten mit SILAC werden mittels 18O-Markierung für Jurkat-

Zellen, mit Ausnahme von PIK3R1 und CRKL, die gleichen phosphorylierungsspezifischen Bindungs-

partner an ADAP-595 nachgewiesen (zusammengefasst in Tabelle 3-2).  

Diese Ergebnisse bestätigen, dass das 18O-Markierungsverfahren in Kombination mit 2-D RP-RP LC-

MS/MS eine gute Alternative zu SILAC-basierten Pulldown-Experimenten bietet. Der große Vorteil der 

18O-Markierung ist, dass sie nicht auf kultivierte Zellen beschränkt ist, sondern auch für die 

proteomische Analyse von Primärzellen oder Geweben eingesetzt werden kann. Um dies zu 

demonstrieren, wurden analog zu den beschriebenen ADAP-Pulldown-Experimenten, Experimente 

mit T-Zelllysat aus Primärzellen durchgeführt. Die Ergebnisse der Quantifizierung dieser Experimente 

sind in Abbildung 3-7 für einen 18O-basierten ADAP-595 Pulldown dargestellt. Verglichen mit den 

beschriebenen 18O-Pulldowns in Jurkat-Zelllysat, beträgt die Anzahl der Peptid- und Protein-

identifizierungen, unter sonst gleichen Bedingungen (gleiche eingesetzte Zellmenge, gleiche Pulldown 

Bedingungen, gleiche Fraktionierungsparameter), ungefähr ein Drittel (6526 proteinspezifische 
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Peptide, 575 Proteine). Diese Tendenz wurde auch schon von Mitarbeitern des Instituts für 

Molekulare und Klinische Immunologie der Universität Magdeburg festgestellt und wird auf die 

unterschiedliche Größe von primären- und Jurkat-T-Zellen zurückgeführt (Persönliche Mitteilung von 

Dr. Stefanie Kliche).   

Trägt man die Anzahl quantifizierter Peptide (Mascot Distiller 2.4.2.0) gegen das Proteinverhältnis 

(log2) auf (Abbildung 3-7 A) so erhält man eine Normalverteilung aller quantifizierten Hintergrund-

proteine um 1 (log2=0). Dabei kann man erkennen, dass die Streuung um den Wert 1 umso größer ist, 

je weniger Peptide quantifiziert wurden. Potentielle phosphorylierungsspezifische Bindungspartner 

an ADAP-595 zeigen ein hohes 18O/16O-Verhältnis (bzw. 16O/18O-Verhältnis für das reverse 

Experiment).In Abbildung 3-7 B sind die Verhältnisse aller Proteine aus zwei voneinander unab-

hängigen, reversen Experimenten gegenübergestellt. Dabei wurden die gleichen Kriterien wie für 

Jurkat-T-Zellen verwendet.  

 

Abbildung 3-7: 
18

O-basierte ADAP-Pulldown-Experimente mit primären T-Zellen. (A) Streudiagramme zweier unabhängiger 

ADAP-Pulldown-Experimente (unmodifiziert gegen modifiziert). Aufgetragen ist die Anzahl quantifizierter Peptide (aMascot 

Distiller 2.4.2.0) gegen das Proteinverhältnis. (B) Reproduzierbarkeit zweier 18O-Pulldown-Experimente, Gegenüberstellung 

der Proteinverhältnisse aus Experiment 1 und 2. Ein Punkt repräsentiert ein identifiziertes Protein mit mindestens zwei 

quantifizierten Peptiden. 

Tabelle 3-2 enthält die Zusammenfassung der mittels 2-D RP-RP LC-MS/MS in Kombination mit 18O-

Markierung bestimmten potentiellen Bindungspartner an phosphorylierte ADAP-595-Peptide für 

Jurkat- und Primär-T-Zelllysat. Aus der Tabelle lässt sich erkennen, dass obwohl die Anzahl 

quantifizierter Proteine für Primärzell-Pulldowns nur ungefähr 1/3 von denen aus Jurkat-T-Zell-

Pulldowns beträgt, ein großer Teil der potentiellen phosphorylierungsspezifischen ADAP-595 

Bindungspartnern in beiden Ansätzen bestätigt wurden. Die Proteine GRAP2, NCK1, NCK2, PLCG1, 
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SLP76 konnten in beiden Ansätzen phosphorylierungsspezifisch gebunden identifiziert werden. CRK 

und RASA1 konnten nur in jeweils einem der beiden Ansätze eindeutig angereichert nachgewiesen 

werden, während im anderen Ansatz jeweils nur ein Peptid quantifiziert wurde. Die Proteine PIK3R1, 

CRKL und GRB2 wurden in Primärzellen eindeutig als phosphorylierungsabhängige Bindungspartner 

an ADAP-595 identifiziert.  

Tabelle 3-2: Phosphorylierungsspezifische Interaktionspartner an ADAP-595-Peptide. Die Anreicherungsverhältnisse eines 

2-D RP-RP LC-Ansatzes mit 36 Fraktionen wurden mittels 18O-Markierung im reversen Doppelversuch für Jurkat-Zellen und 

primäre T-Zellen vergleichend bestimmt. Die Anzahl quantifizierter Peptide wurde aus dem Mascot Distiller Proteinreport 

übernommen. 

Proteinbeschreibung 
2-D RP-RP LC-MS/MS 

Jurkat-Zellen Primärzellen 

Gen-
name 

UniProtKB 
acc. Nr. 

 Proteinname 
Ver-

hältnis
Peptide 
(quant) 

Ver-
hältnis

Peptide 
(quant) 

CRK P46108 Proto-oncogene C-crk >20 5 >20 1 

8,2 3 4,9 1 

GRAP2 O75791 GRB2-related adapter protein 2 7,8 12 >20 22 
8,3 16 >20 36 

NCK1 P16333 Cytoplasmic protein NCK1 >20 17 >20 24 
18,8 26 >20 29 

NCK2 O43639 Cytoplasmic protein NCK2 >20 9 >20 14 
9,3 19 >20 21 

PIK3R1 P27986 Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha 0,9 4 5,4 3 
1,4 7 5,3 2 

PLCG1 P19174 1-phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate phosphordiesterase 

gamma-1 

>20 8 >20 25 
4,4 14 >20 46 

SLP76 Q13094 Lymphocyte cytosolic protein 2 14,5 19 >20 87 
5,6 32 >20 115 

FER P16591 Proto-oncogene tyrosine-protein kinase FER 3,8 2 n.d. - 
6,9 5 n.d. - 

RASA1 P20936 Ras GTPase-activating protein 1 3,0 1 4,2 2 
6,1 2 >20 5 

CRKL P46109 Crk-like protein 1,7 2 16,6 3 
9,6 2 >20 5 

GRB2 P62993 Growth factor receptor bound protein 
0,9 8 3,4 5 
1,1 14 3,1 2 

Kursiv: Proteinverhältnisse aus lediglich einem quantifizierten Peptid, n.d.: nicht detektiert  

 

In Primärzellen wurden mittels 18O-Markierung und 2-D RP-RP LC-MS/MS Analyse insgesamt 10 

phosphorylierungsspezifische Bindungspartner an ADAP-595 identifiziert. Die phosphorylierungs-

abhängige Bindung von neun dieser Proteine wurde zuvor schon in Jurkat-T-Zellen mittels SILAC 

nachgewiesen (Abschnitt 3.1.3). Das Protein FER wurde in Primärzellen unter den gewählten 

Bedingungen nicht identifiziert. GRB2 wurde zusätzlich zu den bereits publizierten phos-

phorylierungsabhängigen Bindern an ADAP-595 in Primärzellen nachgewiesen. 
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Die Pulldown-Experimente mit Tyrosin-595-phosphorylierten Peptidsequenzen des Adapterproteins 

ADAP zeigen, dass die entwickelte 2-D RP-RP LC-MS/MS Methodik eine einfache, robuste und 

reproduzierbare Alternative zur klassischen, gelbasierten Proteomanalyse ist, die auch für alternative 

Markierungsverfahren zugänglich ist.   

 

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die neue Methodik für die proteomweite Analyse und Identifizierung 

acetylierungsabhängiger Bindungspartner von Histon H4 eingesetzt werden. Dazu sollte eine 

Bibliothek bestehend aus verschieden acetylierten Peptiden des N-terminalen Bereichs von Histon H4 

synthetisiert und als Matrix-gebundene Köder in SILAC-basierten Peptid-Pulldown-Experimenten 

eingesetzt werden.  

 

3.2 Synthese und Immobilisierung von H4 Peptiden  

Nicht modifizierte, phosphorylierte und acetylierte Peptide des N-terminalen Bereichs von Histon H4 

(AS 1-25 plus C-terminaler Aminohexansäurelinker und Cystein) wurden mittels Festphasenpeptid-

synthese synthetisiert (vgl. Abschnitt 2.6.1). Die Rohpeptide wurden über präparative HPLC gereinigt 

und ihre Reinheit mittels analytischer HPLC und MALDI-Massenspektrometrie überprüft (Tabelle 3-3 

und Abbildung 3-8).   

Die isolierte Ausbeute nach präparativer HPLC lag zwischen 30 und 50%, wobei alle synthetisierten 

Peptide eine Reinheit von mindestens 93% aufwiesen (Tabelle 3-3). 

Tabelle 3-3: Übersicht synthetisierter Histon H4-Peptide. 

Bezeichnung  Peptidsequenz 
Synthese- 

maßstab 
 Ausbeute*  

Reinheit 

anal. HPLC 

H4-no Ac  SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 50 µM  55%  93% 

H4-K5Ac  SGRGK
5
acGGKGLGKGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 50 µM  39%  98% 

H4-K8Ac  SGRGKGGK
8
acGLGKGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 50 µM  50%  98% 

H4-K12Ac  SGRGKGGKGLGK
12

acGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 50 µM  32%  99% 

H4-K16Ac  SGRGKGGKGLGKGGAK
16

acRHRKILRDN-Ahx-C 25 µM  51%  99% 

H4-K5/12Ac  SGRGK
5
acGGKGLGK

12
acGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 50 µM  34%  98% 

H4-all Ac  SGRGK
5
acGGK

8
acGLGK

12
acGGAK

16
acRHRKILRDN-Ahx-C 50 µM  49%  97% 

H4-S1p  S
1
pGRGKGGKGLGKGGAKRHRKILRDN-Ahx-C 25 µM  38%  98% 

* isolierte Peptidausbeute nach präparativer HPLC 
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Abbildung 3-8: HPLC-Chromatogramme und MALDI-MS Spektren synthetisierter H4-Peptide. Synthetisierte Histon H4-

Peptidsequenzen wurden mittels präparativer HPLC aufgereinigt. Die Reinheit der Elutionsfraktionen wurde mittels 

analytischer HPLC und MALDI-MS überprüft. Die HPLC-Chromatogramme und MALDI-MS Spektren sind exemplarisch für (A) 

nicht acetyliertes H4 und (B) vierfach acetyliertes H4 dargestellt. 

Alle synthetisierten Peptidsequenzen beinhalten ein C-terminal gelegenes Cystein, über dessen 

Thiolgruppe eine kovalente Immobilisierung der Peptide an eine Iodoacetyl-funktionalisierte 

Agarosematrix erfolgt (SulfoLink® Coupling Resin, vgl. Abschnitt 2.6.3). Die C-terminale Immo-

bilisierung der Histon H4-Peptide wurde gewählt, weil dies auch der natürlichen Nukleosomen-

orientierung entspricht. Das Prinzip der kovalenten Immobilisierung der H4-Peptide an die 

Agarosematrix ist in Abbildung 3-9 schematisch dargestellt. Nach der Immobilisierung wurde die 

Peptidbeladung der Agarosematrix für unmodifiziertes und vierfach acetyliertes H4-Peptid mittels 

Aminosäureanalyse bestimmt (Genaxxon Bioscience GmbH, Biberach). Die Beladung der Peptide lag 

bei 16,34±3,06 nmol/mg für die Agarosematrix mit unmodifiziertem H4-Peptid (H4-noAc) und bei 

16,86±2,23 nmol/mg für die mit vierfach acetyliertem H4-Peptid beladene Agarose. Die 

Standardabweichungen beziehen sich auf die Abweichungen der einzelnen Aminosäurewerte. Pro 

Pulldown-Experiment werden ca. 0.5 mg (20 µl Suspension) der Agarosematrices mit dem-

entsprechend ca. 8 nmol gebundenem Peptid eingesetzt.   

 

Abbildung 3-9: Kopplungsschema für die kovalente Immobilisierung von Cys-Peptiden an Iodoacetyl-funktionalisierte 

Agarose.  
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3.3 Interaktion der Gcn5-Bromodomäne mit acetylierten H4-Peptiden 

Interaktionsstudien zur Identifizierung acetylierungsabhängiger Bindeproteine an Histon H4 wurden 

mit Peptidsequenzen der N-terminalen H4-Sequenz in HeLa-S3 Kernextrakten durchgeführt. Dazu 

wurden die Peptide C-terminal an Agarose immobilisiert und differenzielle Pulldown-Experimente 

durchgeführt. Zur Validierung der eingesetzten Methode wurde im ersten Schritt zunächst die 

Interaktion bekannter acetylierungsabhängiger Bindungspartner (Bromodomänen-enthaltene 

Proteine) mit den Peptidkonstrukten untersucht. Dafür wurde die His-getagte Bromodomäne der 

Histonacetyltransferase Gcn5 (AS 325-421, UniProtKB/Swiss-Prot Q03330) rekombinant exprimiert 

und gereinigt. Die Bindungsaktivität der Gcn5-Bromodomäne an acetylierte H4-Peptide wurde 

zunächst mit verschiedenen Proteinkonzentrationen (10-50 µM) in Anwesenheit von 500 µM BSA 

untersucht. Der große Überschuss an BSA sollte die Bindung der Bromodomäne in Gegenwart von 

unspezifisch bindenden Proteinen simulieren.  

 

Abbildung 3-10: Interaktionsstudien der Gcn5-Bromodomäne mit immobilisierten, acetylierten H4-Peptiden. 

Immobilisierte H4-Peptide wurden mit rekombinanter Gnc5-Bromodomäne (hier dargestellt 50 µM) in Anwesenheit von 

500 µM BSA inkubiert. Eluierte Proteine wurden mittels SDS-PAGE (18%) aufgetrennt und mit Coomassie angefärbt. 

Ac=acetyliertes Lysin, BRD=Bromodomäne. 

Abbildung 3-10 stellt die Bindung der Gcn5-Bromodomäne in Abhängigkeit von der Acetylierungs-

position dar. Während das unspezifisch bindende Protein (BSA) ein ähnliches Bindungsverhalten an 

allen Peptidkonstrukten zeigt, kann man für die Gcn5-Bromodomäne leichte Abstufungen im 

Bindungsverhalten (unterschiedliche Bandenintensitäten) erkennen. Unter Pulldown-Bedingungen 

bindet die Gcn5-Bromodomäne am stärksten an das Lysin-12 acetylierte H4-Peptid, etwas weniger 

stark an das vierfach acetylierte (K5/8/12/16) H4-Peptid. Für K5Ac, K8Ac und K16Ac H4-Peptid-

matrices ist das Bindungsverhalten (Bandenintensitäten) der Gcn5-Bromodomäne nahezu gleich. Die 

Bindung der Gcn5-Bromodomäne an nicht acetyliertes H4-Peptid ist nur sehr schwach. Das heißt, 
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dass die Bindung der Gcn5-Bromodomäne an verschiedene H4-Peptide acetylierungungsabhängig ist, 

wobei scheinbar bestimmte Acetylierungspositionen leicht bevorzugt sind. Um diese Beobachtung 

quantitativ zu untersuchen, wurden NMR-Titrationsexperimente zur Bestimmung von Bindungs-

affinitäten durchgeführt. Dazu wurde die Gcn5-Bromodomäne zunächst 15N,13C- oder 15N-markiert 

rekombinant exprimiert und über den His-Fusionsanteil gereinigt. Die doppelt isotopenmarkierte 

Variante des Proteins wurde zur Zuordnung der NMR-Peaks zu den einzelnen Aminosäuren der Gcn5-

Bromodomäne (Assignment) vermessen. Diese Arbeiten wurden von Dr. Sylvain Tourel (Arbeits-

gruppe In-Cell NMR, FMP Berlin) durchgeführt. Die Bindungsaffinitäten wurden mit 350 µM 15N-

markierter Gcn5-Bromodomäne NMR-spektroskopisch bestimmt, indem die chemischen 

Verschiebungen (Δδ) von Backbone-Amidresonanzen (1H/15N) bei unterschiedlichen H4-Peptid-

Ligandenkonzentrationen (acetyliert, Titration von 0-3 mM) in 2D-Korrelationsspektren 

(heteronuclear single quantum coherence, HSQC) gemessen wurden.  

 

Abbildung 3-11: 
1
H-

15
N-Korrelationsspektrum der 

15
N-markierten Gcn5-Bromodomäne und Einfluss vierfach acetylierter 

H4-Peptide auf die chemische Verschiebung von an der Bindung beteiligten Amidresonanzen. Übersichtspektrum der 

ungebundenen 15N-markierten Gcn5-Bromodomäne (Links). Jeder Peak im Spektrum repräsentiert eine Amidresonanz (N-H 

Bindung). Durch Titration eines vierfach acetylierten H4-Peptids (steigende Konzentration: 0 µM (schwarz), 75 µM (rot), 

150 µM (blau), 225 µM (ocker), 300 µM (grün), 600 µM (gelb), 1,5 mM (violett)) kommt es zur Verschiebung der 

Resonanzen (chemical shift changes, (Δδ)) der an der Bindung beteiligten Aminosäuren (Rechts). 

Die Veränderung der Amidresonanzen der 15N-Gcn5-Bromodomäne ist in Abbildung 3-11 dargestellt. 

Während sich manche Amidresonanzen mit steigender Peptidkonzentration immer weiter 

verschieben (z.B. E41, D45, N89), bleiben andere (z.B. K70, T23, A16, R11) unbeeinflusst.   
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Man kann erkennen, dass sich die Resonanzen hinsichtlich ihrer Intensität oder Auflösung mit 

zunehmender Peptidkonzentration nicht signifikant ändern. Lediglich die chemische Verschiebung 

verändert sich kontinuierlich mit der Erhöhung der Peptidkonzentration. Aufgrund dieser 

Beobachtung spricht man von einem schnellen Austausch (fast exchange) zwischen gebundenem und 

nicht gebundenem Zustand (Cavanagh et al. 2007). Die Änderung der chemischen Verschiebung (Δδ) 

wird durch die Änderung der 1HN- und 15N Resonanzen aufgrund der Bildung des Protein-

Peptidkomplexes nach Gleichung 2 berechnet: 

( )[ ] 2/122 1.0 NH N δδδ ∆⋅+∆=∆  

Gleichung 2: Berechnung der Änderung der chemischen Verschiebung Δδ  

ΔδH
N=Änderung der chemischen Verschiebung der 1HN-Resonanz  

ΔδN=Änderung der chemischen Verschiebung der 15N-Resonanz 

Die Änderungen der Aminosäureresonanzen der Gcn5-Bromodomäne in Anwesenheit von Peptid 

sind in Abbildung 3-12 exemplarisch für K12-acetyliertes und nicht acetyliertes H4-Peptid (je 3 mM) 

dargestellt.  

 

Abbildung 3-12: Änderung der chemischen Verschiebung der Gcn5-Amidresonanzen durch Bindung von H4-K12Ac. (A) 

Berechnete Änderungen der chemischen Verschiebung der Gcn5-Aminosäureresonanzen durch die Bindung von nicht 

acetyliertem H4-Peptid (schwarz) und K12-acetyliertem H4-Peptid (grau). Für Proline wurde Δδ=0,01 gesetzt, da keine 

Resonanzen bestimmt werden können. (B) Änderung der chemischen Verschiebung in Abhängigkeit von der Peptid-

konzentration (H4-K12Ac) exemplarisch für drei Aminosäuren. (C) Änderungen der Aminosäureresonanzen übertragen auf 

die Oberflächenstruktur der Gcn5-Bromodomäne für Titration mit nicht acetyliertem H4-Peptid (C.1) und K12-acetyliertem 

H4-Peptid (C.2). Rot= starke Änderung der chemischen Verschiebung, Grün: Prolin. 
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Durch Titration des nicht acetylierten H4-Peptids ändern sich die chemischen Verschiebungen kaum. 

Im Gegensatz dazu erhält man hohe chemische Verschiebungen im Bereich der Aminosäuren 35-55 

und 85-95 durch Zugabe von K12-acetyliertem H4-Peptid. Überträgt man diese chemischen 

Verschiebungen auf die Gcn5-Bromodomänenstruktur, erhält man die stärksten Struktur-

veränderungen im Bereich der Bindungstasche (Abbildung 3-12 C).  

Die Bindungsaffinitäten wurden nach Cavanagh et al. 2007 berechnet und sind in Tabelle 3-4 

zusammengefasst. Die mit NMR-Titrationsexperimenten bestimmten Bindungsaffinitäten bestätigen 

eine acetylierungsabhängige Bindung der Gcn5-Bromodomäne an Histon H4-Peptide. Analog zu den 

durchgeführten Pulldown-Experimenten (vgl. Abbildung 3-10) bindet das Protein am stärksten an 

K12-acetyliertes H4-Peptid (KD-Wert: 81 µM), gefolgt von vierfach- und K16-acetyliertem H4-Peptid 

(KD-Werte: 167 µM und 174 µM). Die schwächste Bindung findet an H4-K5Ac statt (KD-Wert: 377 µM). 

Die Titration des nicht acetylierten H4-Peptids führt kaum zu Resonanzverschiebungen, die 

Bindungsaffinität beträgt >1 mM. Im Vergleich zu Chromodomänen, die KD Werte von 0,5-10 µM 

aufweisen (Hughes et al. 2007; Schalch et al. 2009), sind die Affinitäten der meisten Bromodomänen 

um 1-2 Größenordnungen geringer. 

Tabelle 3-4: Mit NMR-Spektroskopie ermittelte Affinitäten für die Bindung von acetylierten H4-

Peptiden an die Gcn5-Bromodomäne. 

H4-Peptid  noAc  K5Ac  K8Ac  K12Ac  K16Ac  allAc 

KD-Wert  >1 mM  377 µM  263 µM  81 µM  174 µM  167 µM 

3.4 Identifizierung von modifizierungsabhängigen H4-Interaktionspartnern 

Für die Identifizierung neuer, potentieller modifizierungsabhängiger Interaktionspartner von Histon 

H4 wurden Pulldown-Experimente in Kombination mit quantitativer Massenspektrometrie 

durchgeführt. Die dafür verwendete Strategie ist in Abbildung 3-13 dargestellt.   

Nicht modifizierte, phosphorylierte und acetylierte H4-Peptide wurden mittels Festphasenpeptid-

synthese synthetisiert, über präparative HPLC aufgereinigt und kovalent an eine Agarosematrix 

immobilisiert (vgl. Abschnitt 3.2). Differenzielle Pulldown-Experimente (modifiziert gegen nicht 

modifiziert) wurden mit isotopenmarkierten HeLa-S3 Kernextrakten (SILAC) durchgeführt. Die 

Identifizierung modifizierungsabhängiger Bindungspartner erfolgte nach Auswaschen unspezifisch 

gebundener Proteine mit zwei verschiedenen proteomischen Ansätzen (GeLC-MS und 2-D LC-MS). 

Für den GeLC-MS Ansatz liegt der Separationsaufwand vor der massenspektrometrischen Analyse auf 
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unspezifisch, z.B. an die Agarose, bindenden Proteinen erfolgt über das Isotopenverhältnis 

(schwer/leicht, bzw. heavy/light, H/L) der Peptide. Proteine, die unabhängig von der Modifizierung an 

die Peptidmatrices binden, weisen ein Isotopenverhältnis um 1 auf (vgl. Abbildung 3-14 D). Tryptische 

Peptide von modifizierungsabhängigen Bindungspartnern der Peptidsequenz zeichnen sich hingegen 

durch hohe Isotopenverhältnisse aus (vgl. Abbildung 3-14 A-C). Für die durchgeführten Peptid-

Pulldown-Experimente wurden Proteine dann als potentielle, modifizierungsabhängige 

Bindungspartner betrachtet, wenn diese Proteine a.) mit mindestens 2 proteinspezifischen (unique) 

Peptiden identifiziert wurden und b.) das Isotopenverhältnis in zwei unabhängigen Experimenten 

mindestens 2 aufwies. Darüber hinaus mussten diese Kriterien mit beiden proteomischen Ansätzen 

(GeLC-MS und 2-D RP-RP LC-MS) erfüllt werden bzw. durften sich die Isotopenverhältnisse beider 

Methoden nicht widersprechen.  

 

Abbildung 3-14: SILAC-Isotopenverhältnisse für einen Pulldown mit nicht acetyliertem H4-Peptid gegen vierfach 

acetyliertes H4-Peptid. MS-Spektren tryptischer Peptide eines stark (A), mittel (B) und schwach (C) acetylierungsspezifisch 

angereicherten Proteins sowie eines unspezifisch gebundenen Proteins (D).  Peptid im “leichten” Zustand,  Peptid im 

“schweren” Zustand. Der Massenunterschied zwischen leichtem und schwerem Zustand ergibt sich aus der Lys- (+4 Da) bzw. 

Arg-Markierung (+6 Da) der Proteine in Zellkultur (SILAC). 
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3.4.1 Peptid-Pulldown-Experimente mit tetraacetylierten H4-Peptiden 

Zunächst wurden Bindungsstudien mit vierfach acetyliertem Peptid (Lysinacetylierung an Position 5, 

8, 12 und 16) gegen nicht acetyliertes Peptid mit der in Abbildung 3-13 dargestellten Vorgehensweise 

durchgeführt. Die verwendeten Kernextrakte wurden aus fermentierten HeLa-S3 Zellen präpariert 

(Forschungsgruppe Massenspektrometrie und Chromatin Biochemie, Max-Planck-Institut für 

biophysikalische Chemie, Göttingen). Für die stabile Isotopenmarkierung in Zellkultur wurde 2H4-Lys 

und 13C6-Arg verwendet, was zu einer Massendifferenz von 4 Da oder 6 Da für tryptische Peptide 

führt (siehe Abbildung 3-14). Nach Inkubation der Peptidkonstrukte mit HeLa-S3 Kernextrakten 

(„leicht“ nicht acetyliert und „schwer“ vierfach acetyliert, et vice versa) wurde entweder nach dem 

GeLC-MS Ansatz oder nach dem 2-D RP-RP Ansatz vorgegangen. Für den GeLC-Ansatz wurden die 

vereinigten Elutionsfraktionen unmodifizierter und modifizierter Peptidmatrices mittels SDS-PAGE 

aufgetrennt und die Gelspuren nach Sichtbarmachen der Proteine (Coomassie-Färbung) in jeweils 

40 Fragmente geschnitten. Die Proteine wurden wie in Abschnitt 2.8.1 beschrieben im Gel tryptisch 

gespalten. Daraus ergaben sich für jedes SILAC Doppelexperiment zwei Gelspuren (Abbildung 3-15 A) 

und insgesamt 80 nanoLC-MS Proben. Für den 2-D RP-RP Ansatz wurden die Peptidgemische nach 

tryptischer on-bead Spaltung mittels microLC an einer PLRP-S Säule in 24 vereinigte Fraktionen 

aufgetrennt (vgl. Abschnitt 3.1). Für jedes SILAC Doppelexperiment ergaben sich somit 48 nanoLC-MS 

Proben. Die Chromatogramme der PLRP-S Auftrennung sind für zwei unabhängige Pulldown-

Experimente in Abbildung 3-15 B dargestellt. 

Abbildung 3-15: SILAC-Pulldown-

Experimente mit H4-noAc gegen 

H4-4Ac. (A) Auftrennung 

gebundener Proteine über SDS-

PAGE und (B) Trennung 

komplexer Peptidgemische über 

microLC. Experiment 1 und 2 

kennzeichnen zwei unabhängige 

Pulldown-Experimente unter 

Verwendung einer reversen 

Markierungsstrategie.  

 

Die Analyse und Identifizierung von Bindungsproteinen erfolgte mittels nanoLC-LTQ-Orbitrap-MS 

Messung und MaxQuant Auswertung (Version 1.1.1.36). Nur Proteine mit mindestens 2 protein-

spezifischen (unique) Peptiden galten als sicher identifiziert und gingen in die weiteren 

Betrachtungen ein. Für GeLC-MS Experimente wurden so im ersten Experiment 2241 Proteine, denen 
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28562 proteinspezifische Peptide zugeordnet wurden, identifiziert und quantifiziert, im zweiten 

Experiment 2181 Proteine mit 26696 proteinspezifischen Peptiden. Die Überlappung der Protein-

identifizierungen zwischen beiden Experimenten ist sehr hoch und beträgt ca. 90% (2007 Proteine, 

Abbildung 3-16 Venn-Diagramm A). Mittels 2-D RP-RP LC-MS liegt die Anzahl der Identifizierungen 

und Quantifizierungen mit 1600 Proteinen (14989 proteinspezifischen Peptiden) im ersten 

Experiment und 1520 Proteinen und 15172 proteinspezifischen Peptiden im zweiten Experiment 

etwas tiefer als beim GeLC-MS Ansatz. Die Überlappung der Proteinidentifizierungen liegt bei 

1389 Proteinen (ca. 90%) und ist somit vergleichbar gut wie beim GeLC-MS Ansatz (Venn-Diagramm 

Abbildung 3-16 B). Für die Bestimmung potentieller acetylierungsabhängiger Bindungspartner an H4 

wurden nur Proteine betrachtet, die im Doppelexperiment identifiziert und quantifiziert wurden.  

Die Gegenüberstellung der Proteinverhältnisse aus Experiment 1 (x-Achse) und Experiment 2 (y-

Achse) ist in Abbildung 3-16 in Form von Streudiagrammen für den GeLC-MS-basierten und 2-D RP-RP 

LC-MS-basierten Ansatz dargestellt.  

 

Abbildung 3-16: SILAC-basierte Pulldown-Experimente mit unmodifizierten und vierfach acetylierten H4-Peptiden. 

Gegenüberstellung der Proteinverhältnisse (Streudiagramme) und Proteinquantifizierungen (Venn-Diagramme) zweier un-

abhängiger Pulldown-Experimente mittels GeLC-MS Ansatz (A) und 2-D RP-RP LC-MS Ansatz (B). Ein Punkt repräsentiert ein 

quantifiziertes Protein mit mindestens zwei proteinspezifischen (unique) Peptiden. Experimente wurden unter Verwendung 

einer reversen Markierungsstrategie durchgeführt. 
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Proteine, die bevorzugt an das acetylierte Peptid binden (angereichert werden), zeigen hohe 

Isotopenverhältnisse in beiden Experimenten und befinden sich im oberen rechten Quadranten. Im 

Gegensatz dazu befinden sich Proteine, die aufgrund der Acetylierung nicht mehr an das Peptid 

binden können (abgereichert werden), wegen ihrer geringen Isotopenverhältnisse in beiden 

Experimenten im unteren linken Quadranten. Hintergrundproteine weisen ein 1:1 Verhältnis auf und 

befinden sich um den Schnittpunkt der x- und y-Achse. Ausreißer im oberen linken Quadranten 

kennzeichnen Kontaminationen (z.B. Keratin oder andere unmarkierte Hintergrundproteine). Falsch-

positiv quantifizierte Bindungspartner liegen im unteren rechten Quadranten.  

Die Verteilung für Pulldown-Experimente mit nicht modifiziertem und vierfach acetyliertem H4-

Peptid ist stark in Richtung des unteren linken Quadranten verschoben. Das bedeutet, dass der 

Großteil der Proteine nur an das nicht modifizierte Referenzpeptid bindet. Dieses Ergebnis stimmt für 

beide Methoden überein. Proteine wurden nur dann als „abgereichert“ bezeichnet, wenn sie in 

beiden Experimenten ein Isotopenverhältnis von <0,5 aufwiesen (GeLC-MS: 1106 Proteine, 2-D RP-RP 

LC-MS: 893 Proteine). Unter Berücksichtigung dieser Kriterien wurden mit beiden Methoden 

übereinstimmend 736 abgereicherte Proteine identifiziert, auf die im Folgenden jedoch nicht näher 

eingegangen wird. Neben wenigen Kontaminationen und falsch-positiv quantifizierten Proteinen, 

sind im oberen rechten Quadranten acetylierungsspezifisch bindende Proteine identifiziert und 

quantifiziert worden. Als potentielle Bindungspartner an vierfach acetylierte H4-Peptide wurden nur 

Proteine berücksichtigt, die in beiden Experimenten ein Isotopenverhältnis von >2 aufwiesen. Für 

GeLC-MS Experimente erfüllten 39 Proteine dieses Kriterium, für 2-D RP-RP LC-MS Experimente 

wiesen 30 Proteine Isotopenverhältnisse >2 in beiden Experimenten auf. In die weiteren 

Betrachtungen gingen nur Proteine ein, die mit beiden Methoden übereinstimmend angereichert 

wurden bzw. deren Isotopenverhältnisse sich mit beiden Methoden nicht wiedersprachen. Unter 

Berücksichtigung dieser Kriterien erhält man 29 potentielle acetylierungsspezifische Bindungspartner 

an vierfach acetyliertem Histon H4 (Tabelle 3-5).   

Als potentielle Bindungspartner konnten unter anderem TAF4, TAF5, TAF6 und TAF8 als 

Untereinheiten des Transkriptionsfaktors IID (TFIID) angereichert werden. Darüber hinaus wurden die 

tRNA-Methyltransferasen TRMT61A und TRMT6, zwei Untereinheiten des Spleißfaktors U2AF 

(U2AF1, U2AF1) sowie verschiedene Varianten des Histons H1 (H1.3, H1.2, H1.x) acetylierungs-

spezifisch identifiziert. 
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Tabelle 3-5: Potentielle Bindungspartner an vierfach acetylierte Histon H4 Peptide. Die Anreicherungsverhältnisse eines 

GeLC-MS basierten Ansatzes sowie 2-D RP-RP LC-Ansatzes wurden mit SILAC unter Verwendung einer reversen 

Markierungsstrategie doppelt bestimmt. Es sind nur Proteine aufgelistet, die im Doppelexperiment mit mindestens zwei 

proteinspezifischen Peptiden identifiziert wurden, ein Isotopenverhältnis >2 aufweisen und in beiden Methoden 

übereinstimmen bzw. sich nicht widersprechen (z.B. mit einer Methode nicht detektiert). 

 Proteinbeschreibung GeLC-MS 
2-D RP-RP 

LC - MS 

 
Gen-
name 

UniProtKB acc. 
Nr. 

 Proteinname 
Ver-

hältnis
Peptide 
(quant) 

Ver-
hältnis

Peptide 
(quant) 

T
B

P
-a

ss
o

zi
ie

rt
e

 

Fa
kt

o
re

n
 

TAF5 Q15542 Transcription initiation factor TFIID subunit 5 

 

4,5 1 4,8 2 

2,8 2 2,9 2 

TAF6 B4DT11 Transcription initiation factor TFIID subunit 6  3,9 8 6,4 3 

   2,5 10 3,7 6 

TAF8 Q7Z7C8 Transcription initiation factor TFIID subunit 8 3,8 4 n.d. 0 

   2,3 2 n.d. 0 

TAF4 O00268 Transcription initiation factor TFIID subunit 4* 3,4 8 6,9 1 

3,2 26 4,6 5 

m
R

N
P

-K
o

m
p

le
x-

P
ro

te
in

e
 

HNRNPAB Q99729 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B 6,7 8 4,5 18 

2,2 8 4,1 16 

SYNCRIP O60506 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q 

 

5,2 23 4,6 27 

2,1 17 2,8 22 

DHX9 Q08211 ATP-dependent RNA helicase A 

 

3,9 82 3,7 46 

2,5 105 2,5 49 

ILF3 
 

Q12906 
 

Interleukin enhancer-binding factor 3 

 

3,2 26 2,5 11 

2,3 23 2,7 17 

DHX57 
 

Q6P158 
 

Putative ATP-dependent RNA helicase DHX57 

 

2,3 10 n.d. 0 

2,9 13 2,4 3 

DDX55 
 

Q8NHQ9 
 

ATP-dependent RNA helicase DDX55 

 

2,2 13 n.d. 0 

2,0 12 2,4 2 

tR
N

A
-

a
ss

o
zi

ie
rt

 

TRMT61A Q96FX7 
 

tRNA (adenine(58)-N(1))-methyltransferase catalytic 

subunit TRMT61A* 

17,4 5 n.d. 0 
16,0 4 n.d. 0 

PUS1 
 

Q9Y606 
 

tRNA pseudouridine synthase A* 

 

10,1 17 9,8 2 
6,4 13 4,5 1 

TRMT6 
 

Q9UJA5 
 

tRNA (adenine(58)-N(1))-methyltransferase non-

catalytic subunit TRM6 

3,7 13 n.d. 0 
6,6 8 n.d. 0 

S
p

li
ci

n
g

-

a
ss

o
zi

ie
rt

 

THOC4 Q86V81 
 

THO complex subunit 4 4,0 35 3,4 19 

2,1 32 2,6 19 

U2AF1 
 

Q01081 
 

Splicing factor U2AF 35 kDa subunit 2,2 14 2,4 5 

 2,3 14 2,2 6 

U2AF2 P26368 Splicing factor U2AF 65 kDa subunit 2,2 48 2,1 13 

   2,3 49 2,7 23 

H
is

to
n

 H
1

 

V
a

ri
a

n
te

n
 

H1FX Q92522 Histone H1x 2,6 19 3,0 5 

   2,3 19 2,5 7 

HIST1H1C P16403 Histone H1.2 

 

2,4 36 n.d. 0 

  2,5 44 n.d. 0 

HIST1H1D 
 

P16402 
 

Histone H1.3 

 

n.d. 0 3,0 9 

n.d. 0 3,3 8 
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Fortsetzung Tabelle 3-5: 
 Proteinbeschreibung GeLC-MS 

2-D RP-RP 
LC - MS 

 
Gen-
name 

UniProtKB acc. 
Nr. 

 Proteinname 
Ver-

hältnis
Peptide 
(quant) 

Ver-
hältnis

Peptide 
(quant) 

N
ic

h
t 

zu
ge

o
rd

n
e

te
 P

ro
te

in
e

 

MYO1G 
 

B0I1T2 
 

Myosin-Ig 

 

8,6 3 n.d. 0 

6,7 3 n.d. 0 

PDE12 Q6L8Q7 2',5'-phosphodiesterase 12 7,5 9 2,8 12 

   8,8 10 2,4 7 

TUT1 Q9H6E5 Speckle targeted PIP5K1A-regulated poly(A) 

polymerase 

5,5 35 2,2 14 

  4,1 30 2,3 12 

OLA1 Q9NTK5 Obg-like ATPase 1 

 

4,6 4 2,7 19 

  5,0 8 4,5 29 

NOL7 Q9UMY1 Nucleolar protein 7 3,5 12 n.d. 0 

   2,1 3 n.d. 0 

ZFP91 Q96JP5 E3 ubiquitin-protein ligase ZFP91 2,6 9 n.d. 0 

   3,1 14 n.d. 0 

CCNT1 O60563 Cyclin-T1 2,4 8 2,2 11 

   4,6 15 2,6 21 

C3orf26 Q9BQ75 Uncharacterized protein C3orf26 2,4 14 3,9 4 

   2,2 11 4,9 3 

CMAS Q8NFW8 N-acylneuraminate cytidylyltransferase n.d. 0 2,4 3 

   n.d. 0 2,0 2 

CIRBP B3KT17 highly similar to COLD-INDUCIBLE RNA-BINDING 

PROTEIN 

n.d. 0 3,1 3 

  n.d. 0 2,5 3 

Kursiv: Proteinverhältnisse aus lediglich einem quantifizierten Peptid, n.d.: nicht detektiert, *Peptidspektren dieser Proteine 
sind in Abbildung 3-14 dargestellt. 

3.4.2 Peptid-Pulldown-Experimente mit bisacetylierten H4-Peptiden 

Nachdem für vierfach acetylierte H4-Peptide potentielle acetylierungsspezifische Bindungspartner 

identifiziert werden konnten, sollte untersucht werden, ob einige dieser Proteine auch an bis-

acetylierte H4-Peptide binden. Dazu wurden differenzielle Peptid-Pulldown-Experimente mit K5/12 

bisacetyliertem H4-Peptid gegen das unmodifizierte Referenzpeptid durchgeführt. Für die Pulldown-

Experimente wurde HeLa-S3 Kernextrakt aus fermentierten, 2H4-Lys- und 13C6-Arg-markierten Zellen 

verwendet (Forschungsgruppe Massenspektrometrie und Chromatin Biochemie, Max-Planck-Institut 

für biophysikalische Chemie, Göttingen). Die massenspektrometrische Analyse (nanoLC-LTQ-Orbitrap 

Messung) gebundener Proteine erfolgte wie in Abschnitt 3.4.1 unter Verwendung des GeLC-MS 

Ansatzes sowie des 2-D RP-RP LC-MS Ansatzes und Datenprozessierung mittels MaxQuant Software 

(Version 1.1.1.36). Die Anzahl identifizierter und quantifizierter Proteine ist in Abbildung 3-17 für 

beide Methoden dargestellt (Venn-Diagramme) und ist vergleichbar mit der Anzahl der 

Identifizierungen und Quantifizierungen aus den Pulldown-Experimenten mit vierfach acetyliertem 

H4-Peptid (vgl Abschnitt 3.4.1). Die Überschneidung der Proteinidentifizierungen im Doppel-

experiment ist mit beiden Methoden sehr hoch und liegt bei ca. 90%. Diese hohe Überschneidung 
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bestätigt die gute Reproduzierbarkeit der Pulldown-Experimente sowie der massenspektro-

metrischen Analyse. 

 

Abbildung 3-17: SILAC-basierte Pulldown-Experimente mit unmodifizierten und K5/12-bisacetylierten H4-Peptiden. 

Gegenüberstellung der Proteinverhältnisse (Streudiagramme) und Proteinquantifizierungen (Venn-Diagramme) zweier un-

abhängiger Pulldown-Experimente mittels GeLC-MS Ansatz (A) und 2-D RP-RP LC-MS Ansatz (B). Ein Punkt repräsentiert ein 

quantifiziertes Protein mit mindestens zwei proteinspezifischen (unique) Peptiden. Experimente wurden unter Verwendung 

einer reversen Markierungsstrategie durchgeführt. 

Die Reproduzierbarkeit der Quantifizierungswerte ist in Abbildung 3-17 in Form von Streu-

diagrammen dargestellt, wobei die Isotopenverhältnisse von Experiment 1 gegen die Isotopen-

verhältnisse von Experiment 2 aufgetragen sind. Analog zu Pulldown-Experimenten mit vierfach 

acetyliertem H4-Peptid, liegen viele Proteine im unteren linken Quadranten vor. Das bedeutet, dass 

auch im Fall eines bisacetylierten H4-Peptides (hier K5/12) viele Proteine abgereichert sind, d.h. 

stärker an das nicht modifizierte Peptid binden. Bei genauerer Betrachtung der Verteilung kann man 

jedoch feststellen, dass die Anzahl abgereicherter Proteine für doppelt acetylierte H4-Peptide im 

Vergleich zu vierfach acetylierten H4-Peptiden abnimmt. Im gleichen Maß nimmt die Anzahl der 1:1 

Binder, d.h. unabhängig von der Acetylierung bindende Proteine, zu (stärkere Verteilung um 1). 

Dieses Ergebnis ist unabhängig von der gewählten Methode (GeLC-MS oder 2-D RP-RP LC-MS).   
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Als Kriterium für eine Abreicherung, mussten Proteine in beiden Experimenten ein Isotopenverhältnis 

von <0,5 aufweisen. Für GeLC-MS Experimente erfüllten 615 Proteine dieses Kriterium, in 2-D RP-RP 

LC-MS Experimenten wurden 527 Proteine durch die Bisacetylierung abgereichert. Davon wurden 

insgesamt 424 Proteine (also ca. 300 Proteine weniger als bei Pulldowns mit vierfach acetyliertem 

H4-Peptid) mit beiden Methoden übereinstimmend identifiziert, auf die jedoch nicht näher einge-

gangen wird. Acetylierungsspezifisch bindende Proteine befinden sich im oberen rechten Quadranten 

der Streudiagramme. Die Kriterien für potentielle Bindungspartner an K5/12-bisacetyliertes H4-

Peptid wurden auf Isotopenverhältnisse von >2 im Doppelexperiment festgelegt. Mit GeLC-MS 

Experimenten wurden unter Berücksichtigung dieser Kriterien 6 Proteine acetylierungsspezifisch 

angereichert, mit 2-D RP-RP LC-MS Experimenten 7 Proteine. Fünf dieser Proteine wurden mit beiden 

Methoden am K5/12-bisacetylierten H4-Peptid angereichert.  

Tabelle 3-6: Potentielle Bindungspartner an K5/12-bisacetylierte Histon H4 Peptide. Die Anreicherungsverhältnisse eines 

GeLC-MS basierten Ansatzes sowie 2-D RP-RP LC-Ansatzes wurden mit SILAC unter Verwendung einer reversen 

Markierungsstrategie doppelt bestimmt. Es sind nur Proteine aufgelistet, die im Doppelexperiment mit mindestens zwei 

proteinspezifischen Peptiden identifiziert wurden, ein Isotopenverhältnis >2 aufweisen und in beiden Methoden 

übereinstimmen bzw. sich nicht widersprechen. 

 Proteinbeschreibung GeLC-MS 
2-D RP-RP 

LC - MS 

 
Gen-
name 

UniProtKB acc. 
Nr. 

 Proteinname 
Ver-

hältnis
Peptide 
(quant) 

Ver-
hältnis

Peptide 
(quant) 
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PUS1 Q9Y606 tRNA pseudouridine synthase A 4,1 4 2,0 3 

2,2 7 2,8 1 

TRMT1 Q9NXH9 tRNA (guanine(26)-N(2))-dimethyltransferase 4,0 8 4,5 12 

   2,6 6 4,4 14 

DUS3L Q96G46 tRNA-dihydrouridine(47) synthase [NAD(P)(+)]-like 3,8 3 2,0 2 

   2,8 4 2,4 1 

TRM4 Q08J23 tRNA (cytosine(34)-C(5))-methyltransferase 3,5 26 2,9 22 

4,1 40 5,2 20 

4
0

S RPS17 P08708 40S ribosomal protein S17 

 

2,2 16 2,3 9 

2,0 15 2,1 11 

Kursiv: Proteinverhältnisse aus lediglich einem quantifizierten Peptid 

 

Die Anzahl spezifischer Bindungspartner an K5/12-bisacetylierte H4-Peptide ist wesentlich geringer 

als für vierfach acetylierte H4-Peptide (5 Proteine gegen 29 Proteine). Davon stimmt lediglich das 

Protein PUS1 als acetylierungsspezifischer Bindungspartner an sowohl K5/12-bisacetyliertes H4-

Peptid als auch vierfach acetyliertes H4-Peptid (K5/8/12/16) überein.  
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3.4.3 Peptid-Pulldown-Experimente mit monoacetylierten H4-Peptiden 

Differentielle Pulldown-Experimente mit unmodifizierten gegen monoacetylierte H4-Peptiden 

wurden gemäß Abbildung 3-13 zunächst mit Kernextrakten aus adhärent-wachsenden HeLa-S3 Zellen 

(vgl. Abschnitt 2.5.1.1) durchgeführt. Für die stabile Isotopenmarkierung in Zellkultur wurde 13C6-Lys 

und 13C6, 
15N4-Arg verwendet, woraus sich ein Massenunterschied von 6 Da oder 10 Da für tryptische 

Peptide ergibt. Die Pulldown-Experimente wurden entweder als biologisches Replikat (zwei unter-

schiedliche Kernextraktpräparationen) oder unter Verwendung einer reversen Markierungsstrategie 

durchgeführt. Die Identifizierung von Bindungspartnern erfolgte nach Inkubation der Peptid-Agarose-

Konjugate mit HeLa-S3 Kernextrakt mittels GeLC-MS Analyse. Dazu wurden die Elutionsfraktionen 

differentieller Pulldown-Experimente zunächst vereinigt, mittels SDS-PAGE aufgetrennt, tryptisch 

gespalten (40 Einzelbanden pro Pulldown-Experiment) und mittels nanoLC-LTQ-Orbitrap vermessen. 

Die Identifizierung und Quantifizierung von Bindungsproteinen erfolgte mit MaxQuant (Version 

1.0.13.13). Für eine sichere Proteinidentifizierung mussten, wie bei den Experimenten mit mehrfach 

acetylierten Histon-H4 Peptiden, mindestens zwei Peptide der Proteinsequenz zugeordnet sein. 

Unter Berücksichtigung dieser Kriterien wurden für Peptid-Pulldown-Experimente mit mono-

acetylierten H4-Peptiden an allen vier Positionen (K5Ac, K8Ac, K12Ac, K16Ac) mindestens 1600 

Proteine je SILAC Experiment identifiziert und quantifiziert. Von diesen wurden nur solche weiter 

betrachtet, die im Doppelexperiment identifiziert und quantifiziert wurden. Für Pulldown-

Experimente mit Lys5-acetyliertem H4-Peptid wurden 1724 Proteine, für Lys8Ac 1446 Proteine, für 

Lys12-acetylierte H4-Peptide 1414 Proteine und für H4-Lys16Ac 1718 Proteine übereinstimmend in 

zwei Experimenten identifiziert und quantifiziert. Abbildung 3-18 stellt die Proteinquantifizierungen 

aus zwei SILAC-basierten Peptid-Pulldown-Experimenten für die vier monoacetylierten H4-Peptide 

gegenüber. Die dargestellten Venn-Diagramme zeigen, dass die Übereinstimmung der quantifizierten 

Proteine zwischen zwei unabhängigen Pulldown-Experimenten sehr hoch ist. Das heißt, dass sowohl 

die experimentelle Vorgehensweise, als auch die massenspektrometrische Analyse und 

Datenprozessierung reproduzierbar sind. Die Verteilung der Pulldown-Experimente zeigt, dass für alle 

vier Acetylierungspositionen die Mehrzahl aller identifizierten und quantifizierten Proteine ein 

Isotopenverhältnis um 1 aufweist (Normalverteilung um den Wert 1). Das bedeutet, dass die 

Mehrzahl aller Proteine ein gleiches Bindungsverhalten an unmodifizierte und monoacetylierte H4-

Peptide aufweist, also acetylierungsunabhängig bindet.   

Im Gegensatz zu Peptid-Pulldown-Experimenten mit zwei- und vierfach acetylierten H4-Peptiden 

(Abbildung 3-16 und Abbildung 3-17), sind nur wenige Proteine im unteren linken Quadranten.   
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Auch die Anzahl falsch-positiv quantifizierter Proteine (unterer rechter Quadrant) und Konta-

minationen (oberer linker Quadrant) ist wesentlich geringer. 

 

Abbildung 3-18: SILAC-basierte Pulldown-Experimente mit unmodifizierten und monoacetylierten H4-Peptiden. 

Streudiagramme der Proteinverhältnisse und Reproduzierbarkeit der Proteinquantifizierungen (Venn-Diagramme) zweier 

unabhängiger Peptid-Pulldown-Experimente mit GeLC-MS Ansatz. Ein Punkt repräsentiert ein quantifiziertes Protein mit 

mindestens zwei proteinspezifischen Peptiden. Experimente (A+C) wurden als biologisches Replikat, Experimente (B+D) 

unter Verwendung einer reversen Markierungsstrategie durchgeführt. 

Das Kriterium für potentielle acetylierungsspezifische Bindungspartner an monoacetylierte H4-

Peptide wurde wie in den vorherigen Experimenten auf ein Isotopenverhältnis >2 im 

Doppelexperiment festgelegt. Für Pulldown-Experimente mit Lys5-acetyliertem und Lys12-

acetyliertem H4-Peptid erfüllt lediglich ein Protein (MAD1) dieses Kriterium. Für H4-Lys8Ac- und H4-

Lys16Ac-Pulldowns wurde unter diesen Bedingungen kein Protein acetylierungsspezifisch 

angereichert. Die enge Verteilung um 1 und das nicht-Vorhandensein von Proteinen im oberen 

rechten Quadranten der Streudiagramme (acetylierungsspezifische Bindeproteine) zeigt, dass eine 

einzelne Lysinacetylierung keinen großen Einfluss auf das Bindungsverhalten hat. Lediglich das 
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Spindelaufbau-Kontrollpunktprotein MAD1 (Mitotic spindle assembly checkpoint protein MAD1) 

wurde acetylierungsspezifisch an Position H4-Lys5Ac und H4-Lys12Ac angereichert  

Tabelle 3-7: Potentielle Bindungspartner an monoacetylierte Histon H4 Peptide. SILAC-basierte Isotopenverhältnisse des 

Protein MAD1 für verschiedene monoacetylierte H4-Peptide (Doppelbestimmung). 

Proteinbeschreibung K5Ac
 

K8Ac K12Ac K16Ac 

Gen-
name 

UniProtKB 
acc. Nr. 

Proteinname 
Ver-

hältnis
Peptide 
(quant)

 
Ver-

hältnis
Peptide 
(quant) 

Ver-
hältnis

Peptide 
(quant) 

Ver-
hältnis

Peptide 
(quant) 

MAD1 Q9Y6D9 Mitotic spindle assembly 

checkpoint protein MAD1 

2,0 5 1,8 27 2,6 11 1,6 24 
2,0 15 0,4 34 2,0 14 0,4 20 

Die Experimente wurden ebenso mit HeLa-S3 Kernextrakten aus fermentierten Zellen unter 

Verwendung von 2H4-Lys und 13C6-Arg für die stabile Isotopenmarkierung in Zellkultur durchgeführt. 

Die Ergebnisse dieser Peptid-Pulldown-Experimente unterscheiden sich im Wesentlichen nicht von 

den hier gezeigten, d.h. es wurden ebenfalls keine acetylierungsspezifisch bindenden Proteine an 

monoacetylierte H4-Peptide identifiziert (Daten nicht gezeigt). 

3.4.4 Peptid-Pulldown-Experimente mit Ser1-phosphorylierten H4-Peptiden 

Neben dem Einfluss spezifischer Lysin-Acetylierungen der N-terminalen H4 Sequenz auf die 

Rekrutierung von Proteinen und Proteinkomplexen, wurde auch der Einfluss einer Phosphorylierung 

an Ser1 untersucht. Die Phosphorylierung an Ser1 wurde in Zusammenhang mit der Chromatin-

kondensierung und DNA-Reparatur beschrieben (Cheung et al. 2005; Krishnamoorthy et al. 2006; 

Wendt und Shilatifard 2006; Govin et al. 2010). Die Rolle der Ser1-Phosphorylierung ist dabei 

allerdings noch unklar. Aus diesem Grund wurden differenzielle Pulldown-Experimente auch mit 

Ser1-phosphorylierten H4-Peptiden durchgeführt. Immobilisierte Peptide wurden gemäß Abbildung 

3-13 mit SILAC-HeLa-S3 Kernextrakten (Lys+4-, Agr+6-Markierung) inkubiert. Nach Auswaschen 

unspezifisch gebundener Proteine, wurden die Elutionsfraktionen entsprechender Peptidmatrices 

(nicht phosphoryliert inkubiert mit „leichtem“ Extrakt und phosphoryliert inkubiert mit „schwerem“ 

Extrakt, et vice versa) vereinigt und mittels SDS-PAGE aufgetrennt (GeLC-MS Ansatz). Die Protein-

identifizierung erfolgte nach tryptischer Spaltung (40 Einzelbanden pro Gelspur) durch nanoLC-LTQ-

Orbitrap MS-Messungen. Für die weiteren Betrachtungen wurden dieselben Kriterien wie in den 

Abschnitten 3.4.1-3.4.3 berücksichtigt.   

Im Doppelexperiment wurden pro SILAC-Pulldown mindestens 2200 Proteine mit mindestens 

25000 proteinspezifischen Peptiden identifiziert und quantifiziert. Die Überschneidung der Protein-

identifizierungen und -quantifizierungen für zwei unabhängige Pulldown-Experimente mit 
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unmodifizierten gegen Ser1-phosphorylierten H4-Peptiden ist in Abbildung 3-19 B als Venn-

Diagramm dargestellt und liegt bei 2071 Proteinen (ca. 90%). Abbildung 3-19 A stellt das 

Isotopenverhältnis der Proteine gegen die Anzahl der quantifizierten Peptide (ratio count, MaxQuant) 

dar und zeigt, dass die Mehrzahl aller quantifizierten Proteine ein Isotopenverhältnis um 1 aufweist. 

Dabei ist die Streuung der Isotopenverhältnisse um den Wert 1 umso höher, je weniger Peptide 

quantifiziert wurden. Mit zunehmender Anzahl der Peptidquantifizierungen nimmt auch die Streuung 

ab (Normalverteilung um den Wert 1). 

 

Abbildung 3-19: Pulldown-Experimente mit unmodifizierten und Ser1-phosphorylierten H4-Peptiden in Kombination mit 

SILAC. (A) Streudiagramme der Proteinverhältnisse in Abhängigkeit von der Anzahl quantifizierter Peptide (ratio count, 

MaxQuant). (B) Reproduzierbarkeit der Proteinverhältnisse (Streudiagramm) und Proteinquantifizierungen (Venn-

Diagramm) im Doppelexperiment. Ein Punkt repräsentiert ein quantifiziertes Protein mit mindestens zwei protein-

spezifischen Peptiden. Experimente wurden unter Verwendung einer reversen Markierungsstrategie durchgeführt. 

Die Gegenüberstellung der Proteinverhältnisse aus zwei unabhängigen (reversen) Pulldown-

Experimenten ist in Abbildung 3-19 B dargestellt, indem die Isotopenverhältnisse aus dem ersten 

Experiment gegen die Isotopenverhältnisse aus Experiment 2 aufgetragen sind. Die Mehrzahl aller 

quantifizierten Proteine weist im Doppelexperiment einen Wert um 1 auf, bindet somit unabhängig 

von der Phosphorylierung an die Peptidkonstrukte. Darüber hinaus sind im unteren rechten 

Quadranten des Streudiagramms wenige falsch-positiv quantifizierte Bindungsproteine (z.B. 

unterschiedlicher Proteingehalt in den Extrakten) sowie einige Kontaminationen im oberen linken 

Quadranten dargestellt. Proteine mit einem niedrigen Isotopenverhältnis in beiden Experimenten 

zeichnen sich durch eine stärkere Bindung an nicht phosphorylierte H4-Peptide aus. Auf diese 

Proteine wird im Weiteren jedoch nicht eingegangen. Die Verteilung des Pulldowns mit 

phosphoryliertem H4-Peptid ist im Vergleich zu der Verteilung von monoacetylierten H4-Peptiden 

(Abbildung 3-18) wesentlich weiter um den Wert 1 gestreut. Als potentielle phosphorylierungs-
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spezifische Bindungspartner an Histon H4-Peptide wurden nur solche betrachtet, die in beiden 

Experimenten mit mindestens 2 proteinspezifischen Peptiden identifiziert wurden und ein Isotopen-

verhältnis >2 aufweisen. Dieses Kriterium wird von insgesamt drei Proteinen erfüllt, die in Tabelle 3-8 

zusammengefasst sind.  

Tabelle 3-8: Potentielle spezifische Bindungspartner an Ser1-phosphorylierte H4-Peptide. Die Isotopenverhältnisse 

wurden mit SILAC-basierten Pulldown-Experimenten in Kombination mit GeLC-MS im Doppelexperiment (reverse 

Markierungsstrategie) bestimmt. Es wurden nur Proteine berücksichtigt, die in zwei Experimenten mit mindestens 2 

proteinspezifischen Peptiden und einem Isotopenverhältnis von >2 identifiziert und quanifiziert wurden. 

 
Proteinbeschreibung GeLC-MS 

 Gen-
name 

UniProtKB acc. 
Nr. 

 Proteinname Verhältnis 
Peptide 
(quant) 

tR
N

A
-

a
ss

o
zi

ie
rt

 TRM4 Q08J23 tRNA (cytosine(34)-C(5))-methyltransferase 

 

2,9 32 

3,2 21 
PUS1 Q9Y606 tRNA pseudouridine synthase A 2,6 5 

2,4 2 

W
D R
 WDR62 

 
O43379 
 

WD repeat-containing protein 62 

 

2,6 5 

2,5 4 

Von diesen potentiellen phosphorylierungsspezifischen H4-Bindungspartnern wurde PUS1 bereits in 

Pulldowns mit vierfach- und K5/12-bisacetylierten H4-Peptiden modifizierungsspezifisch ange-

reichert. Auch TRM4 wurde bereits im Peptid-Pulldown mit K5/12-bisacetyliertem Histon H4 stärker 

am modifizierten Peptid gebunden.  

3.4.5 Validierung potentieller acetylierungsabhängiger Bindungspartner an 
Histon H4 

Über die durchgeführten Pulldown-Experimente wurden potentielle modifizierungsabhängige 

Bindungspartner an Histon H4 identifiziert. Zur Validierung der Quantifizierungsergebnisse wurden 

Proteine aus dem Pulldown mit vierfach acetyliertem Histon H4-Peptid ausgewählt und mittels 

Western Blot analysiert. Dazu wurden Pulldown-Experimente mit nicht modifizierten, mono-

acetylierten (K5Ac, K8Ac, K12Ac und K16Ac), bisacetylierten (K5/12Ac), vierfach acetylierten 

(K5/8/12/16Ac) und Ser1-phosphorylierten H4-Peptiden in nicht markiertem HeLa-S3 Kernextrakt 

durchgeführt. Nach Elution der gebundenen Proteine wurden diese einzeln mittels SDS-PAGE 

aufgetrennt und auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Der Nachweis modifizierungs-

abhängiger Bindungspartner erfolgte mit Primärantikörpern gegen TAF8 (TAFII p43), TAF4 (TAFII 

p130), TRMT6, THOC4 (Aly) und PUS1. Diese Proteine wurden in SILAC-basierten Pulldown-

Experimenten spezifisch an vierfach acetylierten H4-Peptiden angereichert (vgl. Tabelle 3-5).   
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PUS1 wurde darüber hinaus auch als K5/12Ac- und Ser1-phos-Binder identifiziert. Die Ergebnisse der 

Western Blot Analyse dieser Bindungspartner sind in Abbildung 3-20 zusammengefasst. 

Abbildung 3-20: Western Blot zur 

Verifizierung modifizierungsab-

hängiger Histonbindeproteine. 

Pulldown-Experimente mit modi-

fizierten H4-Peptiden in HeLa-S3 

Kernextrakt. Elutionsfraktionen 

wurden mittels SDS-PAGE aufge-

trennt und auf eine Nitrocellulose-

membran geblottet. Die Detektion 

der Antikörpersignale erfolgte über 

Fluoreszenzmessung der Sekundär-

antikörper. Als Kontrolle wurden 

25 µg HeLa-S3 Kernextrakt aufge-

tragen (Lysat). 

Bei der Auswertung der Western Blot Analysen vergleicht man die Intensitäten der Antikörpersignale 

aus Pulldowns mit modifizierten Peptiden mit denen aus nicht modifizierten Peptiden. Dieses 

Verhältnis spiegelt in gewisser Weise das mit SILAC-Experimenten ermittelte Isotopenverhältnis 

wieder, da für SILAC-Pulldowns immer das unmodifizierte H4-Peptid als Referenz eingesetzt wurde. 

Die Untereinheiten 4 und 8 des Transkriptionsfaktors IID (TAF8 und TAF4) binden an alle getesteten 

H4-Peptide, wobei die stärkste Bindung an vierfach acetylierte H4-Peptide detektiert wird. Für alle 

anderen Positionen erhält man ungefähr ein 1:1 Verhältnis. Gleiches gilt auch für die tRNA-

Methyltransferase TRMT6 und den Transkriptionskoaktivator THOC4 (Aly). PUS1 wurde mit SILAC-

basierten Pulldown-Experimenten an vierfach- und K5/12-bisacetylierten sowie Ser1-phos-

phorylierten H4-Peptiden angereichert. Mittels Western Blot kann eine spezifische Bindung von PUS1 

an H4-all Ac, H4-K5/12Ac und H4-S1p eindeutig nachgewiesen werden. Dabei ist die Bindung an das 

vierfach acetylierte Peptid am stärksten. Vergleicht man die Bandenintensitäten der Western Blot 

Analyse mit den durch SILAC ermittelten Isotopenverhältnissen (H4-all Ac: ca. 8, H4-K5/12Ac: ca. 2,7, 

H4-S1p: ca.2,5) erhält die gleiche Abstufung. Zusammenfassend bestätigen die Ergebnisse der 

Western Blot Analyse die Affinitäts-MS-Experimente. 
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4 Diskussion 

Die systematische Analyse von Protein-Protein-Interaktionen stellt heutzutage einen wichtigen Teil 

der funktionellen Genomforschung dar. Die Analyse des Aufbaus und der Regulation komplexer 

Proteinnetzwerke gibt Aufschlüsse über die molekularen Zusammenhänge innerhalb einer Zelle und 

ist somit unerlässlich, um Hintergründe biologischer Funktionen aufzuklären.   

In dieser Arbeit wurde zunächst ein proteomischer Ansatz zur Analyse komplexer Protein- und 

Peptidgemische entwickelt, der die Identifizierung bisher unbekannter Protein-Protein- bzw. Peptid-

Protein-Wechselwirkungen über Affinitäts-Pulldown-Experimente erlaubt. Dieser Ansatz basiert auf 

der enzymatischen Spaltung von komplexen Proteinproben, gefolgt von der mehrdimensionalen 

chromatographischen Trennung der generierten Peptide und der massenspektrometrischen Analyse 

zur Identifizierung und Quantifizierung interagierender Proteine. Die Entwicklung und Validierung der 

Methodik erfolgte zunächst am gut charakterisierten Modellsystem und wurde anschließend für die 

Identifizierung acetylierungsvermittelter Histon-H4 Proteininteraktionen eingesetzt. Im Rahmen 

dieser Analysen sollte im Besonderen der Einfluss von Lysinacetylierungen innerhalb der N-

terminalen H4-Sequenz auf die Rekrutierung von Proteinen und Proteinkomplexen untersucht 

werden. Dafür wurden differenzielle Affinitäts-Pulldown-Experimente mit immobilisierten, synthe-

tischen Histon H4-Peptiden in Kombination mit quantitativer Massenspektrometrie durchgeführt. 

4.1 Entwicklung der 2-D RP-RP LC MS/MS Methodik 

Für die hypothesefreie, d.h. proteomweite Analyse komplexer Proteinnetzwerke werden in den 

letzten Jahren zunehmend Affinitätsreinigungen in Kombination mit quantitativer Massenspektro-

metrie durchgeführt. Aufgrund der dabei auftretenden Komplexität ist eine Probenfraktionierung vor 

der massenspektrometrischen Analyse unumgänglich. Diese Methoden basieren auf der Separation 
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von Proteinen oder daraus resultierenden Peptiden nach verschiedenen Eigenschaften (z.B. Größe, 

Ladung, Hydrophobizität). Am häufigsten wird dabei ein Ansatz, bestehend aus der Auftrennung der 

komplexen Proteingemische mittels SDS-PAGE in Kombination mit der nanoLC-gekoppelten massen-

spektrometrischen Analyse der durch in-Gel Spaltung generierten Peptide, angewandt (GeLC-

MS/MS). Die Limitationen dieser Vorgehensweise liegen in der Auftrennung der komplexen Gemische 

auf Proteinebene, der Visualisierung der Proteine im Gel sowie der in-Gel Spaltung und dem damit 

verbundenen Probenverlust (Granvogl et al. 2007). Bereits bei der Vorbereitung der Proteinproben 

für die Gelelektrophorese und dem Beladen der SDS-Gele kann es durch die zusätzlich durchzu-

führenden Schritte zu einem Probenverlust kommen. Die Trennung mittels SDS-PAGE erfolgt nach 

dem Molekulargewicht, wobei Proteine mit ähnlichen Molekulargewichten nicht bzw. nur sehr 

schlecht voneinander separiert werden. Die Visualisierung der Proteine nach der Auftrennung erfolgt 

häufig über Coomassie- oder Silberfärbung, die bei unzureichender Entfärbung die spätere MS-

Messung empfindlich beeinflussen können. Darüber hinaus erfolgt die Spaltung der Proteine in der 

Gelmatrix, die vor der Spaltung mehreren Waschoperationen unterzogen wird. Dabei können unter 

Umständen bereits niedermolekulare Proteine ausgewaschen werden. Ein weiterer limitierender 

Faktor der in-Gel Spaltung ist die Extraktion der generierten Peptide aus der Gelmatrix, die in 

Abhängigkeit von den Peptideigenschaften ebenfalls mit einem Probenverlust einhergehen kann. 

Dennoch erlaubt die Methode der Protein-in-Gel Spaltung in Kombination mit kapillar-LC-

gekoppelter, hochaufgelöster Tandem-Massenspektrometrie die Analyse mehrerer tausend Proteine 

pro Gelspur (de Godoy et al. 2006; Shevchenko et al. 2006) und ist durch eine gute Reproduzier-

barkeit sowie einen hohen Dynamikbereich gekennzeichnet.  

Als Alternative zur klassischen, gelbasierten Proteomanalyse haben sich sogenannte shotgun 

Proteomansätze etabliert, die auf der enzymatischen Spaltung komplexer Proteingemische, gefolgt 

von der mehrdimensionalen chromatographischen Trennung (MDLC) der resultierenden Peptide, 

basieren (Peng et al. 2003; Motoyama und Yates 2008). Der Vorteil dieser Vorgehensweise liegt zum 

einen darin, dass weniger Zwischenschritte als bei GeLC-Ansätzen notwendig sind und somit die 

Gefahr von Probenverlusten minimiert wird. Zum anderen ist das Auflösungsvermögen für 

Peptidtrennungen wesentlich höher als für Proteine (Washburn et al. 2001). Für MDLC-Verfahren 

wird häufig eine zweidimensionale Anordnung der Peptidtrennung gewählt. Die erste Separation 

erfolgt oftmals über starke Kationenaustausch- (SCX), Größenausschluss-(SEC) oder hydrophile Inter-

aktionschromatographie (HILIC). Der zweite Separationsschritt basiert fast ausschließlich auf dem 

Prinzip der Umkehrphasenchromatographie (RP) und ist überwiegend direkt (online) an das Massen-

spektrometer gekoppelt (Motoyama und Yates 2008). Da es sich in beiden Dimensionen um 
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unterschiedliche Retentionsmechanismen handelt, spricht man von orthogonalen Systemen. Die 

Trennleistung dieser Systeme wird über die Peakkapazität (P), welche die maximale Anzahl von 

Peaks, die in einem bestimmten Retentionszeitraum mit einer vorgegebenen Auflösung voneinander 

getrennt werden können, definiert. Die Nachteile dieser 2-D Auftrennungen sind die limitierte 

Auflösung und die damit verbundene verringerte Peakkapazität in der ersten Dimension. Die RP-

Chromatographie in der zweiten Dimension ist hingegen durch eine sehr hohe Auflösung 

gekennzeichnet und ermöglicht gleichzeitig eine Probenentsalzung und –konzentration über 

Vorsäulensyteme. Der Einsatz von RP-Chromatographie in beiden Dimensionen, d.h. der Ersatz von 

SCX- oder HILIC- durch RP-Trennung, erhöht die Auflösung, verringert aber gleichzeitig die 

Orthogonalität des Systems. Der Einfluss auf die realisierbare (totale) Peakkapazität des gesamten 

2-D Systems hängt von den konkreten chromatographischen Bedingungen, d.h. den verwendeten 

stationären und mobilen Phasen, ab. Um die Orthogonalität der auf RP-RP-basierenden zwei-

dimensionalen Systeme zu erhöhen, wird eine pH-Wert Änderung vom basischen in der ersten 

Dimension zum sauren pH-Wert in der zweiten Dimension angewandt (Gilar et al. 2005b; Gilar et al. 

2005a; Song et al. 2010; Zhou et al. 2010). Die Nachteile dieser Vorgehensweise liegen jedoch darin, 

dass nur wenige Chromatographiematerialien für die Auftrennung im basischen pH-Bereich geeignet 

sind (z.B. Polymersäulen) und dass die Peakkapazität dieser Säulen für Peptide bei pH-basischen 

Bedingungen oft begrenzt ist (McCalley 2005; Nakamura et al. 2008).  

Um die Limitationen der bisher gängigen 2-D LC-Verfahren zu umgehen, wurde im Rahmen dieser 

Arbeit ein neues Verfahren für die Analyse komplexer Proteingemische aus Peptid-basierten 

Affinitäts-Pulldown-Experimenten und deren Analyse mittels MS entwickelt. Die Methode beruht auf 

der reversed phase Trennung komplexer Peptidgemische mit pH-sauren Elutionsbedingungen in 

beiden Dimensionen.  

4.1.1 Orthogonalität und Fraktionierung in der ersten Dimension 

Für die Optimierung der ersten chromatographischen Dimension wurde zunächst ein Set bestehend 

aus 45 synthetischen Peptiden verwendet. Die Auftrennung dieses Peptidgemisches wurde in 

Abhängigkeit des verwendeten Säulenmaterials, der Flussrate und der Gradientenlänge untersucht 

(vgl. Abschnitt 3.1.1). Um die Selektivität der hydrophoben Wechselwirkungen zu erhöhen, wurden in 

den mobilen Phasen unterschiedliche Ionenpaar-Reagenzien, die das Retentions- und Ionisierungs-

verhalten von Peptiden in RP-LC-MS-Ansätzen empfindlich beeinflussen können, verwendet (Apffel et 

al. 1995; McCalley 2004; Spicer et al. 2007). Die Trennung in der ersten Dimension erfolgte in 

Anwesenheit von 0,1% TFA, in der zweiten Dimension mit 0,1% Ameisensäure. Trifluoressigsäure ist 
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ein flüchtiges Ionenpaarreagenz, das in der ersten chromatographischen Trennung zu sehr scharfen 

Peaks führt, jedoch aufgrund von Ionenunterdrückungseffekten in direkter Kombination mit ESI-MS 

nicht eingesetzt wird (Apffel et al. 1995). Die Verwendung von geringen Ameisensäurekonzen-

trationen (<0,1%) im Elutionsmittel geht zwar mit einer leichten Peakverbreiterung und geringfügig 

schlechterer Auflösung einher, führt aber im Gegensatz zu TFA nicht zu einer Ionenunterdrückung 

(Huber und Premstaller 1999). Dementsprechend ist die Verwendung von verschiedenen Ionenpaar-

Reagenzien ein guter Kompromiss zwischen hoher chromatographischer Auflösung und 

empfindlicher massenspektrometrischer Analyse. Zusätzlich beeinflusst die Verwendung verschie-

dener Ionenpaar-Reagenzien den Retentionsmechanismus in beiden Dimensionen leicht, was zu 

einer Erhöhung der Orthogonalität des Systems führt. Die Orthogonalität verschiedener RP-basierter 

2-D Systeme ist in Abbildung 3-3 dargestellt. Bei der Verwendung von Ammoniumformiat (pH 10) als 

Zusatz in der ersten Dimension und Ameisensäure als Ionenpaar-Reagenz in der zweiten Dimension, 

erhält man ein stark unterschiedliches Retentionsverhalten, d.h. eine hohe Orthogonalität. Die 

Anwendung von RPpH 10-RPpH 2-Systemen ist jedoch dadurch limitiert, dass nur wenige auf RP-

basierende Säulenmaterialien (wie z.B. Polymersäulen) unter pH-basischen Bedingungen stabil sind. 

Viel entscheidender ist jedoch, dass man im Vergleich zu Peptidtrennungen in Anwesenheit von 

0,1% TFA eine Peakverbreiterung (FWHMpH 10=0,58 min, FWHM0,1% TFA=0,44 min) und damit eine 

reduzierte totale Peakkapazität erhält. Darüber hinaus konnte beobachtet werden, dass einige 

Peptide unter pH-basischen Bedingungen nicht von der Säule eluiert werden konnten, d.h. der 

Analyse verloren gehen. Die normalisierten Retentionszeitplots für RP0,1% TFA-RP0,1% FA-Systeme zeigen, 

dass die Orthogonalität unter diesen, auf demselben Prinzip beruhenden, Retentionsbedingungen 

wesentlich geringer ist (Abbildung 3-3 B-C). Aufgrund der geringeren mittleren Peakbreite in der 

ersten Dimension ergibt sich jedoch eine erhöhte totale Peakkapazität. Trotz ähnlicher Retentions-

bedingungen in beiden Dimensionen erhält man eine Aufspreizung von Peptiden, die in der ersten 

Dimension koeluieren, von ca. 10-15 Minuten zweiten Dimension (vgl. Abbildung 4-1 A). Diese 

Aufspreizung ist auf die Verwendung verschiedener Chromatographiebedingungen zwischen beiden 

Dimensionen (z.B. µLC und nLC, unterschiedliche Ionenpaar-Reagenzien, Gradientendauer) zurückzu-

führen und führt zu einer „ausreichenden“ Orthogonalität für proteomische Anwendungen. Dennoch 

führt die Aufspreizung von 10-15 Minuten in der zweiten Dimension nur zu einer unzureichenden 

Ausnutzung des chromatographischen Separationsraums und damit der MS/MS-Kapazität. Aus 

diesem Grund wurde ein Fraktionierungsschema in der ersten Dimension entwickelt, das Peptide mit 

unterschiedlichem Retentionsverhalten (aus verschiedenen Bereichen des Chromatogramms) 

vereinigt (vgl. Abschnitt 3.1.2). Durch die Anwendung des Fraktionierungsschemas erhält man sehr 
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homogene Proben (siehe Abbildung 3-5, Anzahl identifizierter Peptide) und minimiert gleichzeitig die 

Anzahl der zu analysierenden Proben und somit die Messzeit. Durch das Vereinigen von Peptiden aus 

verschiedenen Retentionszeitbereichen in der ersten Dimension, wird der Separationsraum und 

somit auch die MS/MS-Kapazität in der zweiten Dimension vollständig ausgenutzt (siehe Abbildung 

4-1 B). 

 

Abbildung 4-1: Orthogonalitätsplots des RP0,1% TFA-RP0,1% FA-Systems. Auftrennung eines komplexen Peptidgemisches aus 

SILAC-basierten ADAP-595-Peptid-Pulldown-Experimenten und Analyse der Einzelfraktionen (A) sowie nach Anwendung des 

entwickelten Fraktionierungsschemas in der ersten Dimension (B). Peptidtrennungen in der ersten Dimension wurden an 

einer 150 mm × 1 mm PLRP-Säule (3 µm, 100 Å) mit einem Fluss von 40 µl/min und einem linearen A-B Gradienten von 1-

50% in 50 min durchgeführt [Eluent A: 0,1% (v/v) TFA, 5% (v/v) Acetonitril in Wasser, Eluent B: 0,085% (v/v) TFA, 80% (v/v) 

Acetonitril in Wasser]. Die Auftrennung in der zweiten Dimension erfolgte mit einer 250 mm × 75 µm C18RP-Säule (3 µm, 

100 Å) bei einer Flussrate von 200 nl/min und einem linearen A-B Gradienten von 3-24% in 62 min mit weiterem Anstieg auf 

60% B bei 102 min [Eluent A: 0,1% (v/v) FA in Wasser, Eluent B: 0,01% (v/v) FA in Acetonitril].  

4.1.2 Identifizierung und Quantifizierung spezifischer Bindungspartner 

Für die Validierung der entwickelten Methode wurde die bekannte phospho-Tyrosin-abhängige 

Wechselwirkung des T-Zell Adapterproteins ADAP mit SH2-Domänen-enthaltenden Proteinen 

untersucht. Das Adapterprotein ADAP verfügt neben einer prolinreichen Sequenz und zwei SH3-

Domänen über zahlreiche Tyrosin-Phosphorylierungsmotive, die SH2-Domänen-vermittelte Protein-

Protein-Interaktionen ermöglichen (da Silva et al. 1993; Schraven et al. 1997; Krause et al. 2000). Drei 

dieser Phosphorylierungsstellen (Y595, Y625, Y771) wurden zuvor bereits in gelbasierten Peptid-

Pulldown-Experimenten hinsichtlich der Identifizierung phosphorylierungsvermittelter Bindungs-

partner innerhalb der Arbeitsgruppe untersucht (Lange et al. 2010). Aufgrund der aus diesen 

Experimenten erhaltenen Vergleichsdaten, wurden Tyrosin 595-phosphorylierte ADAP-Peptide für 

die Validierung der 2-D RP0,1% TFA-RP0,1% FA LC-MS/MS Methodik eingesetzt. Wie in Abschnitt 3.1.3 

beschrieben, wurden SILAC-basierte Peptid-Pulldown-Experimente mit verschiedenen 
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Chromatographiebedingungen (Säulenmaterial, Fraktionsanzahl) durchgeführt. Dabei konnte fest-

gestellt werden, dass die Anzahl identifizierbarer Proteine und Peptide von der Anzahl der 

vereinigten Fraktionen abhängt (16 Fraktionen: 1400 Proteine, 10534 proteinspezifische Peptide; 24 

Fraktionen: 1700 Proteine, 13496 proteinspezifische Peptide). Durch die Anwendung eines 

Fraktionierungsschemas mit 36 vereinigten Fraktionen wird die Zahl der Protein- und Peptid-

identifizierungen weiter gesteigert (2000 Proteine, 21302 proteinspezifische Peptide). Vergleicht man 

die Ergebnisse dieser Pulldown-Experimente mit denen zuvor von Lange et al. beschriebenen 

Ergebnissen aus gelbasierten Peptid-Pulldowns, in denen pro Gelspur ca. 1800 Proteine mit 15000 

proteinspezifischen Peptiden identifiziert wurden (Lange et al. 2010), so wird deutlich, dass die 

Anzahl der Identifizierungen in derselben Größenordnung liegt. Durch die Fraktionierung in 16 und 24 

vereinigte Fraktionen wurden entsprechend ca. 400 bzw. 100 Proteine weniger identifiziert, während 

in 36 vereinigten Fraktionen ca. 200 Proteine mehr identifiziert wurden. Dem ist allerdings hinzu zu 

fügen, dass für die vorgestellten GeLC-MS Ansätze jeweils 6 µl (das gesamte Probenvolumen) der 

nach in-Gel Spaltung gelösten Peptide mittels nLC-MS/MS analysiert wurden. Im Gegensatz dazu 

wurden lediglich 3 µl (das halbe Probenvolumen) der vereinigten Fraktionen aus 2-D RP-RP LC-

MS/MS Ansätzen analysiert, was zur Folge hat, dass eine Probe für etwaige zusätzliche Analysen 

vorhanden ist („technisches Replikat“). Dies wäre insbesondere für die Proteom- bzw. Subproteom-

analyse von Vorteil.  

Die Analyse und Quantifizierung phosphorylierungsabhängiger Bindungspartner an ADAP-595-

Peptide erfolgte mittels SILAC. Die Mehrzahl der im Doppelexperiment detektierten Proteine 

interagierten unabhängig von der Phosphorylierung mit den ADAP-Peptiden, d.h. sie wiesen 

Isotopenverhältnisse um den Wert 1 auf (Daten nicht gezeigt). Nur Proteine, deren Isotopen-

verhältnis im reversen Experiment (Überkreuzexperiment) übereinstimmend erhöht war (>5), stellen 

potentielle, phosphorylierungsspezifische Bindungspartner dar. So konnten insgesamt 10 potentielle 

Interaktionspartner der Tyr 595-phosphorylierten ADAP-Peptide mit allen durchgeführten 2-D RP-RP 

LC-MS/MS Experimenten identifiziert werden (zusammengefasst in Tabelle 3-1). Das gleiche Set an 

phosphorylierungsvermittelten Interaktionspartnern der ADAP-595-Sequenz wurde zuvor bereits von 

Lange et al. mittels GeLC-MS/MS-Ansätzen beschrieben und wird aus diesem Grund hier nicht weiter 

diskutiert (Lange 2010; Lange et al. 2010).   
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4.1.3 Enzymatische 18O-Markierung in Kombination mit 2-D RP-RP LC-MS/MS 

Seit ihrer Einführung hat sich die SILAC-Methode als „Goldstandard“ für die quantitative 

Untersuchung proteomischer Fragestellungen etabliert (Ong et al. 2002; Mann 2006). Der Vorteil der 

SILAC-Methode besteht darin, dass die zu vergleichenden Proben bereits auf Proteinebene vereinigt 

werden können und so die nachfolgenden Schritte der Probenaufarbeitung für beide Zustände 

identisch sind, d.h. etwaiger Probenverlust immer beide Zustände betrifft. Die Anwendbarkeit der 

Methode ist jedoch mit einigen Ausnahmen, die kostenintensive Isotopendiäten erfordern (Kruger et 

al. 2008; Sury et al. 2010; Westman-Brinkmalm et al. 2011), auf die quantitative Analyse von 

Proteinen aus Zellkulturen beschränkt. Aufgrund dieser Limitation ist es notwendig für die 

quantitative Analyse von Proteinen aus Geweben, Organen oder primären Zellen auf alternative, 

nicht auf Zellkultur-beschränkte Markierungsverfahren zurückzugreifen.  

Daher war ein weiteres Ziel dieser Arbeit die enzymatische 18O-Markierung in das entwickelte 2-D RP-

RP LC-MS/MS Verfahren einzubetten. Dies würde einen wesentlichen Vorteil im Vergleich zu GeLC-

MS-basierten 18O-Ansätzen darstellen. Für GeLC-MS Ansätze in Kombination mit enzymatischer 18O-

Markierung werden die zu vergleichenden Proben zunächst separat mittels SDS-PAGE aufgetrennt, 

parallel in einzelne Banden geschnitten und erst während der tryptischen in-Gel Spaltung markiert. 

Das bedeutet, dass bei 18O-basierten GeLC-MS Ansätzen die zu vergleichenden Proben während des 

ersten Separationsschritts, der in-Gel-Spaltung und dem Extrahieren der Peptide aus der Gelmatrix 

quasi getrennt voneinander behandelt werden, was die Gefahr von Varianzen zwischen beiden 

Proben stark erhöht. Im Gegensatz dazu findet die enzymatische 18O-Markierung unter Verwendung 

des 2-D RP-RP LC-MS/MS Verfahrens direkt nach der Affinitätsreinigung durch tryptische on-bead- 

bzw. in-Lösung-Spaltung statt. Das hat den Vorteil, dass die generierten 16O- und 18O-markierten 

Peptide bereits vor dem ersten Separationsschritt (erste Dimension LC) vereinigt werden können und 

Einflüsse aus nachfolgenden Separationsschritten immer beide Zustände betreffen.   

Die 18O-Isotopenmarkierung ist eine vergleichsweise einfache und kostengünstige Quantifizierungs-

methode, die auf der enzymatischen Markierung proteolytisch generierter Peptide mit schwerem 

Sauerstoff (18O) basiert. Eine essentielle Voraussetzung von Isotopenmarkierungsverfahren ist, dass 

diese Markierungen stabil sind. Kommt es zum Austausch bzw. zum Verlust der Markierung, wird das 

Verhältnis und somit das Ergebnis der Quantifizierung verändert. Die Herausforderung bei der 

enzymatischen 18O-Markierung ist, dass in Gegenwart von H2
16O ein enzym- und/oder säure-

katalysierter Sauerstoffrücktausch der eingebauten 18O-Atome stattfinden kann (Staes et al. 2004; 

Storms et al. 2006; Sevinsky et al. 2007). Da die zu vergleichenden Proben (16O- und 18O-Peptide) 

spätestens vor der chromatographischen Trennung vereinigt in H2
16O vorliegen, muss das nach der 
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Spaltung noch aktive Trypsin irreversibel inaktiviert werden. Dazu wurden in der Literatur bereits 

zahlreiche Methoden beschrieben, die entweder auf der Hitzedenaturierung des Trypsins (Qian et al. 

2005; Petritis et al. 2009) oder auf der Blockierung des aktiven Zentrums durch die Zugabe von 

Serinproteaseinhibitoren (TLCK und AEBSF) basieren (Petra et al. 1965; Selwood et al. 2005). 

Untersuchungen für die optimalen Bedingungen der irreversiblen Inaktivierung des Trypsins bei 2-D 

RP-RP LC-MS/MS Ansätzen wurden von Sabine Anker im Rahmen ihrer Masterarbeit durchgeführt 

(Anker 2011). Dazu wurden trypsinhaltige Modellpeptidproben entweder bei 95°C denaturiert (10-

30 min) oder durch Inkubation mit 1 mM TLCK und AEBSF inhibiert (30 min-2 h). Beim Vergleich der 

beiden Serinproteaseinhibitoren konnte durch 30-minütige Inkubation mit 1 mM AEBSF bereits eine 

vollständige Trypsininhibierung beobachtet werden, während bei der Verwendung von 1 mM TLCK 

selbst nach 2-stündiger Inkubationszeit noch aktives Trypsin vorhanden war (Anker 2011). Eine 

vollständige Trypsininaktivierung konnte auch durch 30-minütige Hitzebehandlung beobachtet 

werden. Da diese Form der Inaktivierung des Trypsins ohne den Zusatz weiterer Reagenzien verläuft, 

wurde die 30-minütige Hitzedenaturierung auch in Verbindung mit der 2-D RP-RP LC-MS/MS 

Methodik verwendet.  

Die 18O-Markierung in Kombination mit 2-D RP-RP LC-MS/MS wurde zunächst für ADAP-595-Peptid-

Pulldowns in Jurkat T-Zelllysat angewandt (vgl. Abschnitt 3.1.4). Analog zu Pulldown-Experimenten 

mit SILAC-Markierungsstrategie interagierte die Mehrzahl der mittels der 18O-Quantifizierungs-

methode detektierten Proteine unabhängig von der Phosphorylierung mit den ADAP-595-

Peptidkonstrukten, was sich in einem Isotopenverhältnis (18O/16O) um 1 wiederspiegelt. Während die 

Anzahl der Proteinidentifizierungen geringfügig niedriger ist als bei vergleichbaren SILAC-Ansätzen, 

wurde ungefähr die gleiche Anzahl proteinspezifischer Peptide identifiziert (18O: 1500 Proteine aus 

20440 proteinspezifischen Peptiden, SILAC: 20440 Proteine aus 21302 proteinspezifischen Peptiden). 

Das kann darauf zurückgeführt werden, dass zum einen unterschiedliche Zelllysate für SILAC- und 

18O-basierte Pulldown-Experimente verwendet wurden, die in ihrer Zusammensetzung und Konzen-

tration leicht unterschiedlich sein können. Viel wahrscheinlicher ist jedoch, dass die unterschiedliche 

Anzahl an Identifizierungen durch die Notwendigkeit der Verwendung unterschiedlicher 

Auswertesoftware für SILAC- und 18O-Quantifizierungen zustande kommt. Darüber hinaus ist die 

Sensitivität der Detektion von 16O-18O-Peptidpaaren aufgrund der sich überschneidenden 

Isotopenmuster im Vergleich zu SILAC-Peptidpaaren, die einen größeren Massenabstand aufweisen, 

reduziert. Deshalb kann es vor allem zu Verlusten von niedrig abundanten Proteinen mit einem 

18O/16O-Verhältnis um 1 kommen. Im Vergleich zu Pulldown-Experimenten mit SILAC wurden mittels 

18O-Markierung für Jurkat-Zellen, mit Ausnahme von PIK3R1 und CRKL, die gleichen 
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phosphorylierungsspezifischen Bindungspartner an ADAP-595 nachgewiesen (zusammengefasst in 

Tabelle 3-2). Das Protein CRKL wurde nur in einem der durchgeführten Doppelexperimente phos-

phorylierungsspezifisch an ADAP-595 angereichert (H/L=9,6), während es im zweiten Experiment 

lediglich ein Isotopenverhältnis von 1,7 aufwies. Das Protein PIK3R1 wurde unter Verwendung der 

18O- und 2-D RP-RP LC-MS/MS-Methodik im Doppelexperiment mit einem Isotopenverhältnis um 1 

quantifiziert. Der Grund für die Abweichung der detektierten 18O/16O-Isotopenverhältnisse dieser 

beiden Proteine von denen zuvor mittels SILAC-ermittelten Verhältnissen kann nicht abschließend 

geklärt werden. Mögliche Gründe für das unterschiedliche Bindungsverhalten können zum einen in 

der Verwendung unterschiedlicher Zelllysate (Zusammensetzung und Konzentration), leichten 

Experiment-zu-Experiment Varianzen (z.B. durch unterschiedliche Inkubationsbedingungen, Wasch-

schritte) oder zum anderen aufgrund des zugrundeliegenden Quantifizierungsalgorithmus falsch-

negative/falsch-positive Quantifizierungen sein.  

Zusammenfassend kann jedoch festgehalten werden, dass die 18O-Quantifizierungsmethode eine 

gute Alternative zur stabilen Isotopenmarkierung in Zellkultur (SILAC) darstellt und abschließend für 

die Identifizierung phosphorylierungsabhängiger Interaktionspartner der ADAP-595 Sequenz in 

primären T-Zellen verwendet wurde.  

Primäre T-Zellen wurden wie in Abschnitt 2.5.5 beschrieben aus Vollblut isoliert, aufgeschlossen und 

das Zelllysat mit Tyr-595-phosphorylierten ADAP-Peptiden und der entsprechenden unmodifizierten 

Kontrolle inkubiert. Nach tryptischer on-bead Spaltung und Hitzedenaturierung des Trypsins erfolgte 

die Analyse der generierten Peptidgemische mittels 2-D RP-RP LC-MS/MS. Aus Primär-T-Zelllysat 

wurden insgesamt 6526 und 5390 proteinspezifische Peptide, die 575 und 515 verschiedenen 

Proteinen zugeordnet werden konnten, identifiziert. Verglichen mit den beschriebenen 18O-

Pulldowns in Jurkat-Zelllysat, beträgt die Anzahl der Peptid- und Proteinidentifizierungen, unter sonst 

gleichen Bedingungen (gleiche eingesetzte Zellmenge, gleiche Pulldown Bedingungen, gleiche 

Fraktionierungsparameter), somit ungefähr ein Drittel. Vergleicht man die Zellgröße kultivierter 

Jurkat Zellen (Durchmesser: 12-20 µm) mit der Größe primärer T-Zellen (Durchmesser: 7-10 µm), so 

sieht man, dass diese stark voneinander abweichen können (Deng et al. 2003; Douglas et al. 2009; 

Looney et al. 2011). Da kultivierte Jurkat-Zellen im Extremfall um bis zu 2,8-mal größer als primäre T-

Zellen sind, unterscheidet sich auch deren Proteingehalt um bis zu 2,8-mal. Da für beide Ansätze 

identische Zellmengen eingesetzt wurden, ist es nicht erstaunlich, dass sich die Anzahl der Protein- 

und Peptididentifizierungen für Jurkat- und primäre T-Zellen um zwei Drittel unterscheidet. 

Interessanterweise wurden selbst unter diesen Bedingungen mittels 18O-Markierung und 2-D RP-RP 

LC-MS/MS Analyse insgesamt 10 phosphorylierungsspezifische Bindungspartner an ADAP-595 
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identifiziert. Die phosphorylierungsabhängige Bindung von neun dieser Proteine wurde zuvor schon 

in Jurkat-T-Zellen mittels SILAC nachgewiesen (Abschnitt 3.1.3). Das Protein FER wurde in 

Primärzellen unter den gewählten Bedingungen nicht identifiziert. GRB2 wurde zusätzlich zu den 

bereits publizierten phosphorylierungsabhängigen Bindern an ADAP-595 in Primärzellen 

nachgewiesen.  

Diese Ergebnisse bestätigen, dass es sich bei der im Rahmen dieser Arbeit entwickelten 2-D RP-RP 

Methodik in Kombination mit einem Fraktionierungsschema, mit dem Peptide mit verschiedenen 

Retentionseigenschaften vereinigt werden, um eine einfache, robuste und gut reproduzierbare 

Methode für Interaktomanalysen handelt. Die Methode eignet sich gleichermaßen zur quantitativen 

Bestimmung von spezifisch bindenden Proteinen in Anwesenheit einer großen Menge an Hinter-

grundproteinen mittels SILAC und 18O-Markierung. 

4.2 Einfluss von Histonmodifizierungen 

Histonmodifizierungen haben einen entscheidenden Einfluss auf die Vermittlung von Protein-Protein-

Interaktionen. Einzelne oder die Kombination mehrerer Histonmodifizierungen dienen als molekulare 

Schalter für viele DNA-assoziierte Prozesse (z.B. Chromatinkondensation, Genaktivität, DNA-

Reparatur). Eine besondere Rolle hierbei nehmen Histonacetylierungen ein, die fast immer mit einer 

Genaktivierung einhergehen und somit ein Kennzeichen für transkriptionell aktives Chromatin 

darstellen (Brownell et al. 1996; Roh et al. 2005; Li et al. 2007a; Wang et al. 2008). Weniger eindeutig 

ist jedoch die Rolle der Histonmethylierungen. Während die Monomethylierungen von H3K4, H3K9, 

H3K27, H4K20, H2BK5 sowie die Trimethylierung von H3K4 mit einer Genaktivierung assoziiert sind 

(Euchromatin), kennzeichnen Trimethylierungen der Lysinreste 9 und 27 an Histon H3 inaktive 

Genabschnitte (Heterochromatin) (Bernstein et al. 2005; Barski et al. 2007; Guenther et al. 2007; Tian 

et al. 2011).  

4.2.1 Einfluss auf Protein-Protein Wechselwirkungen 

Aufgrund ihrer kombinatorischen Natur und der Assoziation der Histon PTMs mit dem Chromatin-

zustand hat sich die Theorie der Sprache kovalenter Histonmodifizierungen, die sog. Histon-Code-

Theorie, entwickelt (Strahl und Allis 2000; Jenuwein und Allis 2001). Diese besagt, dass einzelne oder 

die Kombination mehrerer Histon PTMs als Erkennungsstelle für die Rekrutierung von Proteinen und 

Proteinkomplexen dienen, deren Zusammenwirken bestimmte biologische Prozesse reguliert. In 

Übereinstimmung mit der Histon-Code-Theorie wurden Proteindomänen (z.B. Chromo-, Tudor- oder 
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Bromodomänen) für die spezifische Erkennung modifizierter Histonreste identifiziert (vgl. Abschnitt 

1.1.6). Um ein besseres Verständnis der mechanistischen Rolle der Histonmodifizierungen bei der 

Kontrolle zellulärer Prozesse zu entwickeln ist es wichtig, nachgeschaltete Effektor-Proteine oder 

Histon-Code-Reader, die für die Erkennung verschiedener Histon PTMs und deren biologischen 

Folgen verantwortlich sind, zu identifizieren. Da Histonmethylierungen sowohl als Aktivatoren als 

auch als Repressoren der Gentranskription fungieren können, wurde in den vergangenen Jahren im 

Besonderen der Einfluss der Histonmethylierung auf die Rekrutierung von Proteinen und Protein-

komplexen untersucht. Für eine hypothesefreie, proteomweite Identifizierung von methylierungs-

abhängigen Histon-Interaktionspartner wurden zunehmend Affinitäts-Pulldown-Experimente in 

Kombination mit quantitativer Massenspektrometrie durchgeführt (Bartke et al. 2010; Vermeulen et 

al. 2010; Nikolov et al. 2011; Li et al. 2012). Da Wechselwirkungen zwischen bereits bekannten 

Effektor-Proteinen nur über kurze Sequenzbereiche (ca. 10 Aminosäuren) der Interaktionspartner 

vermittelt werden (Wysocka 2006) und lediglich die N- und C-terminalen Bereiche der Histonproteine 

im nukleosomalen Kontext frei zugänglich sind, konnten Peptidsequenzen, die auf diesen Bereichen 

basieren, als Köder für Affinitäts-Experimente verwendet werden. So wurden für verschieden 

methylierte H3- und H4-Peptide zahlreiche modifizierungsspezifische Interaktionspartner mit ent-

sprechenden Bindungsmotiven identifiziert (Vermeulen et al. 2010; Li et al. 2012). Darüber hinaus 

konnten durch die native chemische Verknüpfung (Dawson et al. 1994; Dawson und Kent 2000) 

verschiedene methylierte H3-Peptide mit globulären H3-Domänen (Shogren-Knaak und Peterson 

2004) oder ganzen Nukleosomen verknüpft werden (Bartke et al. 2010; Nikolov et al. 2011). Die 

Identifizierung von methylierungsvermittelten Bindungspartnern mit entsprechenden Erkennungs-

motiven für methylierte Lysinreste sowie die Assoziation bestimmter Histonmodifizierungen mit 

aktiven bzw. inaktiven Genabschnitten sind Anhaltspunkte für die Histon-Code-Theorie. Dennoch 

kann die Funktion der Histonmethylierung auch durch strukturelle Alternativen geklärt werden. Als 

Beispiel hierzu dient die Trimethylierung an H3K9, welche eine epigenetische „Markierung“ für 

Heterochromatinbereiche darstellt und als Bindungsstelle für das Heterochromatin-assoziierte 

Protein 1 (HP-1) fungiert (Jenuwein und Allis 2001). Bisher konnte allerdings nicht aufgeklärt werden, 

ob die Trimethylierung des H3-tails innerhalb der Chromatinstruktur erfolgt, was als „Schreiben“ 

eines Codes interpretiert werden kann, oder bereits vor dem Nukleosomenaufbau am freien Histon 

H3, was den Aufbau der Heterochromatinstruktur bewirkt (Sarraf und Stancheva 2004; Henikoff 

2005).  
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4.2.2 Einfluss auf transkriptioneller Ebene 

Aufgrund ihrer besonderen Rolle bei der Genaktivierung stellt auch die mechanistische Funktion der 

Histonacetylierungen ein besonders interessantes Forschungsgebiet dar. Neben der bereits 

erwähnten Histon-Code-Theorie, wird in diesem Zusammenhang häufig die Ladungsneutralisierungs-

Theorie diskutiert, die besagt, dass Histonacetylierungen einen direkten Einfluss auf die Chromatin-

struktur haben, indem sie die positive Nettoladung des Histon-tails und somit die elektrostatischen 

Wechselwirkungen mit dem negativ geladenen DNA-Rückgrat vermindern (McGhee et al. 1980; 

Norton et al. 1990). Dies resultiert in einer Öffnung des Chromatins (Tse et al. 1998; Wolffe und 

Hayes 1999) und einer damit verbundenen besseren Zugänglichkeit der DNA für Transkriptions-

faktoren (Vettese-Dadey et al. 1996; Anderson et al. 2001).  

Der Einfluss der Acetylierung auf die Genaktivität wurde insbesondere für den N-terminalen Bereich 

des Histons H4, welcher vier Acetylierungsstellen an Lys5, Lys8, Lys12 und Lys16 aufweist, untersucht 

(Megee et al. 1990; Park und Szostak 1990; Kurdistani et al. 2004; Dion et al. 2005). Diese 

Untersuchungen basieren auf der kombinatorischen Mutation der acetylierbaren Lysinreste (K5, K8, 

K12 und K16) zu Arginin, welches als nicht acetylierbares Mimetikum das positiv geladene, nicht 

acetylierte Lysin imitiert. Die anschließende Analyse der Genexpression mittels DNA-Mikroarray 

ergab, dass K→R Mutationen an den Positionen 5, 8 und 12 die Gesamtgenexpression kaum 

beeinflussen. Die Mutationen von K5R und K8R zeigten keinen Einfluss auf die Genexpression, K12R 

beeinflusste die Expression von 4 Genen. Der Einfluss der K→R Mutation auf die Genexpression 

wurde erhöht, wenn zwei oder drei Lysinreste an den Positionen 5, 8 und 12 durch Arginin 

ausgetauscht wurden. Der Austausch aller vier Lysine zu Arginin ist letal (Megee et al. 1990). Diese 

kumulativen Effekte korrelieren mit der Theorie der Ladungsneutralisierung. Im Gegensatz dazu hat 

der Lysin-Arginin-Austausch an der Position 16 einen großen Einfluss auf die Genexpression. Im 

Vergleich zum Wildtyp werden durch die K16R-Mutation insgesamt 125 Gene beeinflusst (Dion et al. 

2005). Aus diesen Arbeiten kann man ableiten, dass die Effekte, die sich auf Genebene aufgrund 

verschiedener Histon H4-Acetylierungen ergeben, mit Ausnahme von K16 kumulativ sind und keinem 

„Code“ entsprechen (Dion et al. 2005; Henikoff 2005). Es kann jedoch nicht abschließend 

unterschieden werden, ob die Effekte die sich aufgrund der Histonacetylierungen ergeben: a) der 

klassischen Theorie der Ladungsneutralisierung entsprechen, d.h. aus der Neutralisierung der 

positiven Ladung und der damit verbundenen besseren Zugänglichkeit der DNA für Transkriptions-

faktoren resultieren, b) durch ladungsabhängige Protein-Protein-Interaktionen der Histonproteine 

hervorgerufen werden oder c) über die Interaktion von Proteinen, die Domänen für die Erkennung 

acetylierter Lysinreste (Bromodomänen) enthalten, vermittelt werden.  
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Aus diesem Grund bestand das Ziel dieser Arbeit darin, die Rolle der Histon H4-Acetylierungen in 

einem kombinatorischen Ansatz auf Proteinebene zu untersuchen und damit die aufgrund der 

Nettoladung des Histon H4-tails vermittelten Protein-Protein-Interaktionen sowie acetylierungs-

spezifische, Bromodomänen-enthaltene, Bindungspartner zu identifizieren. Dazu wurden Affinitäts-

Pulldown-Experimente mit verschieden acetylierten Histon H4-Peptiden in Kombination mit 

quantitativer Massenspektrometrie durchgeführt.  

4.3 Identifizierung acetylierungsabhängiger Bindungspartner von Histon H4 

Die Interaktion der Gcn5-Bromodomäne mit verschieden acetylierten Lysinen ist gut charakterisiert 

(Dhalluin et al. 1999; Hudson et al. 2000; Owen et al. 2000) und sollte als Modellsystem zur 

Validierung der eingesetzten Methoden untersucht werden. Die mittels NMR-Titration ermittelten 

Bindungsaffinitäten für mono- und vierfach acetylierte H4-Peptide lagen im Bereich von 80-380 µM. 

Im Vergleich zu Chromodomänen, die KD Werte von 0,5-10 µM aufweisen (Hughes et al. 2007; 

Schalch et al. 2009), ist die Affinität der Gcn5-Bromodomän zu acetylierten Lysinen somit um 1-2 

Größenordnungen geringer. Ähnlich moderate Bindungsaffinitäten wurden auch für andere Bromo-

domänen-Interaktionen beschrieben. Mit Ausnahme der Bindung an K12-acetylierte H4-Peptide 

(80 µM) konnten keine signifikanten Unterschiede des Bindungsverhaltens der Gcn5-Bromodomäne 

zu acetylierten Lysinresten des N-terminalen H4-Bereichs festgestellt werden. Dem zufolge scheint 

die Affinität der Gcn5-Bromodomäne für ausgewählte Lysinreste (K12Ac) spezifisch zu sein und lasst 

sich selbst in Gegenwart zusätzlicher Lysinacetylierungen (Tetraacetylierung) nicht erhöhen. Die 

Ergebnisse der NMR-Titrationsexperimente stimmen mit den experimentellen Daten aus isolierten 

Peptid-Pulldowns überein (vgl. Abbildung 3-10). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Methode der 

Peptid-basierten Pulldown-Experimente in der Lage ist acetylierungsabhängige Interaktionen in 

Gegenwart eines großen Überschusses an Hintergrundproteinen spezifisch nachzuweisen.  

Für die Identifizierung von unbekannten, acetylierungsspezifischen Interaktionspartnern der Histon 

H4-Peptide wurden differenzielle Pulldown-Experimente mit modifizierten und entsprechend 

unmodifizierten Peptidsequenzen in SILAC-markiertem HeLa-S3 Zellkernextrakt durchgeführt. Die 

Identifizierung von Interaktionspartnern beschränkte sich auf Zellkernextrakt, da Chromatin-

assoziierte Prozesse im Zellkern stattfinden und die Komplexität des proteomischen Inputs somit 

reduziert werden konnte. Die HeLa-S3 Zelllinie wurde gewählt, weil sie nicht an die adhärente 

Zellkultivierung gebunden ist sondern auch in Suspension kultiviert werden kann, was die 

Zellausbeute erhöht. Peptid-Pulldown-Experimente wurden sowohl unter Verwendung des 
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klassischen GeLC-MS/MS-Ansatzes als auch mit dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten 2-D RP-

RP LC-MS/MS-Ansatz durchgeführt.   

 

Für monoacetylierte Histon H4-Peptide konnte kein signifikanter Einfluss der Acetylierung auf die 

Rekrutierung von Proteinen- und Proteinkomplexen detektiert werden (vgl. Abschnitt 3.4.3). Die 

Mehrzahl aller identifizierten und quantifizierten Proteine aus Pulldown-Experimenten mit mono-

acetyliertem H4-Lys5, Lys8, Lys12 oder Lys16 interagiert unabhängig von der Acetylierung mit den 

Peptidkonstrukten, was sich in einem Isotopenverhältnis um den Wert 1 wiederspiegelt. Auch die 

Anzahl der quantifizierten Proteine aus zwei unabhängigen Pulldown-Experimenten mit mono-

acetylierten H4-Peptiden ist vergleichbar, wobei die Mehrzahl aller Proteine übereinstimmend in 

beiden Experimenten detektiert wurde (vgl. Abbildung 3-18). Dies lässt auf eine hohe Reproduzier-

barkeit der durchgeführten Pulldown-Experimente und massenspektrometrischen Analysen 

rückschließen. Geringe Unterschiede in der Anzahl der Proteinidentifizierungen und -quantifizier-

ungen ergeben sich aus unvermeidbaren kleinen Unterschieden in der Probenaufarbeitung. Lediglich 

für monoacetylierte H4K5- und H4K12-Peptide wurde das Protein MAD1 als acetylierungsabhängiger 

Bindungspartner mit Isotopenverhältnissen >2 in zwei unabhängigen Experimenten identifiziert. Das 

Spindelaufbau-Kontrollpunktprotein MAD1 (Mitotic spindle assembly checkpoint protein MAD1) 

gehört zur der Gruppe der Myc/Max/Mad-Transkriptionsfaktoren, die zelluläre Prozesse wie Zell-

wachstum, Proliferation, Differenzierung oder Apoptose regulieren (Grandori et al. 2000; Ge et al. 

2010). Myc- und Max-Proteine bilden dabei Dimere aus, die an spezifische DNA-Sequenzen (5‘-

CACGTG-3‘) binden und somit die Genaktivierung sowie die Rekrutierung von HATs initiieren (Cole 

und Henriksson 2006). Proteine der Mad-Familie bilden ebenfalls Dimere mit Max-Proteinen aus, die 

jedoch durch ihre Bindung an die gleiche Promoterregion (5‘-CACGTG-3‘) eine Geninaktivierung 

durch die Rekrutierung von HDACs und Kernrezeptor-Korepressoren bewirken (Ayer et al. 1995; Ge et 

al. 2010). Demzufolge ist MAD1 als Mitglied des Myc/Max/Mad-Netzwerkes direkt an der Histonde-

acetylierung, die zur Chromatinkondensation führt, beteiligt. Aufgrund der beschriebenen Interaktion 

der Mad/Max-Dimere mit chromosomaler DNA ist eine direkte Interaktion von MAD1 mit mono-

acetylierten H4K5- und H4K12-Peptiden unwahrscheinlich. Darüber hinaus beinhaltet die 

Proteinsequenz keine Bromodomäne. Mit einem maximalen Anreicherungsfaktor von 2,6 zählt das 

MAD1-Protein nicht zu hoch spezifischen Interaktionspartnern.   

Neben MAD1 konnten keine weiteren acetylierungsabhängigen Interaktionspartner von mono-

acetylierten Histon H4-Peptiden identifiziert werden. Dieses Ergebnis stimmt mit Ausnahme der K16-

Acetylierung mit den zuvor von Dion et al. beschriebenen Einflüssen der Acetylierung auf das 
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Genexpressionsmuster überein (Dion et al. 2005). Während Dion et al. für die Monoacetylierung der 

Lysinreste 5, 8 oder 12 keine signifikante Änderung der Genexpression feststellen konnten, 

beeinflusste die Monoacetylierung an K16 die Genexpression in hohem Maße. Auf Proteinebene 

konnte dieser Effekt der K16-Acetylierung nicht bestätigt werden. Shogren-Knaak et al. haben 

gezeigt, dass die Acetylierung von H4K16 einen entscheidenden Einfluss auf die Ausbildung der 

30 nm Chromatinfasern und somit höher geordneter Chromatinstrukturen hat (Shogren-Knaak et al. 

2006; Shogren-Knaak und Peterson 2006). Dieser Einfluss hat eine starke Auswirkung auf die Gen-

expression, was mit den von Dion et al. publizierten Daten übereinstimmt, beeinflusst jedoch das 

Proteinbindungsverhalten nicht. Die Monoacetylierung an Histon H4 hat keinen signifikanten Einfluss 

auf das Bindungsverhalten.  

 

In Übereinstimmung mit den beschriebenen kumulativen Effekten, die sich durch eine Bis- oder 

Triacetylierung auf das Genexpressionsmuster auswirken (Dion et al. 2005), unterschied sich auch auf 

Proteinebene das Bindungsverhalten an K5/12-bisacetylierte H4-Peptide stark von der nicht 

acetylierten Kontrolle. Die Ergebnisse aus SILAC-Pulldown-Experimenten mit K5/12-bisacetylierten 

H4-Peptiden sind in Abschnitt 3.4.2 dargestellt. Sowohl die Anzahl von Proteinquantifizierungen im 

Doppelexperiment (reverse Markierungsstrategie) als auch deren Überschneidung ist in GeLC-

MS/MS- und 2-D RP-RP LC-MS/MS-Experimenten reproduzierbar. Die Verteilung der Isotopen-

verhältnisse aus zwei unabhängigen Pulldown-Experimenten zeigt, dass ein großer Teil aller 

identifizierten und quantifizierten Proteine im Doppelexperiment Isotopenverhältnisse von <0,5 

aufwiest. Das heißt, dass aufgrund der Bisacetylierung von H4-K5/12 ein Großteil der detektierten 

Proteine diskriminiert (abgereichert) wird, mit anderen Worten nicht mehr an das Peptidkonstrukt 

bindet. Da dieser Effekt für monoacetylierte H4-Peptide nicht beobachtet werden konnte, kann man 

auch auf Proteinebene von einem additiven Effekt der Acetylierung sprechen. Dieser Effekt lässt sich 

durchaus mit der Theorie der ladungsabhängigen Bindung in Einklang bringen. Die Verteilung der 

Isotopenverhältnisse aus diesen Pulldown-Experimenten zeigt weiterhin, dass die meisten anderen 

identifizierten Proteine um den Wert 1 verteilt sind, d.h. in gleichem Maß an das K5/12-bisacetylierte 

H4-Peptid und die nicht acetylierte Kontrolle binden.  

Im Vergleich zu Pulldown-Experimenten mit monoacetylierten H4-Peptiden, in denen lediglich ein 

Protein acetylierungsspezifisch angereichert wurde, konnten an K5/12-bisacetylierte H4-Peptide fünf 

Proteine angereichert werden. Das Kriterium für eine Proteinanreicherung war, dass diese Proteine 

im Doppelexperiment übereinstimmend mit einem Isotopenverhältnis >2 quantifiziert wurden und 

dass sich die Ergebnisse aus GeLC-MS/MS- und 2-D RP-RP LC-MS/MS-Ansätzen nicht widersprachen. 
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Die potentiellen acetylierungsspezifischen Bindungspartner sollen im Folgenden hinsichtlich ihrer 

möglichen physiologischen Relevanz im chromosomalen Kontext diskutiert werden.   

Keines der acetylierungsspezifisch angereicherten Proteine verfügt über eine Bromodomäne oder 

wurde zuvor in Zusammenhang mit Histonproteinen bzw. Histonacetylierungen beschrieben.  

Das Protein RPS17 gehört zur Gruppe der 40S-ribosomalen Proteine. Da ribosomale Proteine zuvor 

schon als unspezifische, an das Trägermaterial-bindende Proteine beschrieben wurden (Trinkle-

Mulcahy et al. 2008), handelt es sich wahrscheinlich um eine unspezifische (falsch-positive) 

Anreicherung an die Agarosematrix. Die vier anderen angereicherten Proteine (PUS1, TRMT1, DUS3L 

und TRM4) können in die Gruppe der tRNA-assoziierten Proteine eingeordnet werden. Über STRING 

9.0-Analyse (Szklarczyk et al. 2011) konnte festgestellt werden, dass alle vier angereicherten Proteine 

über TRM4 miteinander interagieren (vgl. Abbildung 4-2).  

 

Abbildung 4-2: Ergebnis der STRING-Analyse der an K5/12-bis-

acetylierten H4-Peptiden angereicherten Proteine.  Die Analyse 

erfolgte mit der STRING Datenbank 9.0 (string-db.org).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Interaktion mit dem bisacetylierten H4-tail verläuft möglicherweise über PUS1, während die 

anderen angereicherten Proteine sekundäre Bindungspartner von PUS1 sein könnten. Die 

Pseudouridinsynthase 1 (PUS1) katalysiert die Umwandlung von Uridinresten in tRNA-Abschnitten in 

das entsprechende C5-Glykosid-Isomer Pseudouridin (vgl. Abbildung 4-3B). Diese Umwandlung stellt 

eine der häufigsten posttranskriptionalen Modifizierungen dar (Gu et al. 1999; Hamma und Ferre-

D'Amare 2006). Eine mögliche Erklärung, warum PUS1 auch an bisacetyliertem Histon H4 

angereichert wurde, ist, dass zwei benachbarte acetylierte Lysinreste eine strukturelle Ähnlichkeit zu 

Uracil aufweisen (siehe Abbildung 4-3 A), d.h. als Pseudosubstrat erkannt werden. Unter diesen 

Umständen würde es sich um eine acetylierungsabhängige, jedoch artifizielle Bindung handeln. Die 

Bindung von PUS1 aus HeLa-S3 Zellkernextrakt an K5/12-bisacetylierte H4-Peptide konnte mittels 

Western Blot bestätigt werden. 
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Zusammenfassend kann man sagen, dass die Bisacetylierung an Histon-H4 (K5/12) einen wesentlich 

größeren Einfluss auf das Proteinbindungsverhalten hat als eine Monoacetylierung. Die 

identifizierten Bindungspartner an K5/12-bisacetylierte H4-Peptide weisen Anreicherungsfaktoren bis 

4 auf. Dementsprechend handelt es sich entweder um niedrig abundante Proteine oder um eine sehr 

schwache Bindung an die bisacetylierten H4-Peptide. Im Gegensatz dazu ist der Einfluss der zwei 

Acetylgruppen auf die Diskriminierung, d.h. Abreicherung von Proteinen, viel entscheidender. Eine 

mögliche Erklärung dieses Effektes ist, dass durch die Bisacetylierung des Histon H4-tails zwei positive 

Ladungen neutralisiert werden und ladungsabhängige Interaktionen nicht mehr vermittelt werden 

können. Im nukleosomalen Kontext wäre dies ein deutlicher Hinweis auf die Ladungsneutralisierungs-

theorie.  

 

Abbildung 4-3: Struktur acetylierter Lysinreste und möglicher Reaktionsmechanismus von PUS1. (A) Struktur von Lysin 

und Acetyllysin sowie die schematische Darstellung (*) der Bisacetylierung benachbarten Lysinreste (z.B. des H4). (B) 

Möglicher Reaktionsmechanismus für die Umsetzung von Uridin in Pseudouridin durch PUS1 (blau). Abbildung modifiziert 

nach Gu et al. 1999. 

Einen ähnlichen Ladungseffekt, wie durch die Bisacetylierung hervorgerufen wird, erhält man auch 

indem man eine einzelne Aminosäure des N-terminalen Histon H4-tails phosphoryliert (Einführung 

zweier negativer Ladungen). Aus diesem Grund wurden Pulldown-Experimente mit dem an Serin 1 
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phosphorylierten H4-tail durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in Abschnitt 3.4.4 

dargestellt. Im Gegensatz zu Pulldown-Experimenten mit K5/12-bisacetylierten H4-Peptiden 

interagiert die Mehrzahl aller identifizierten und quantifizierten Proteine im selben Maß mit Ser1-

phosphorylierten H4-Peptiden und der unphosphorylierten Kontrolle. Das heißt, obwohl die positive 

Nettoladung des H4-tails durch die Phosphorylierung (Einführung zweier negativer Ladungen) in 

gleichem Maße reduziert wurde wie durch eine K5/12-Bisacetylierung (Neutralisierung zweier 

vorhandener positiver Ladungen), findet man kaum abgereicherte Proteine am phosphorylierten H4-

tail. Das bedeutet, dass die Bisacetylierung neben der Ladungsneutralisierung möglicherweise noch 

einen anderen Effekt ausübt, der zur Diskriminierung von Proteinbindungen führt. Eine andere 

Erklärung hierfür ist, dass die Phosphorylierung am Serin 1 lediglich N-terminal „lokalisiert“ ist, 

während sich die beiden acetylierten Lysine an Position 5 und 12 verteilen.  

Im Doppelexperiment konnten drei phosphorylierungsvermittelte Interaktionspartner von H4 mit 

Proteinverhältnissen >2 in zwei unabhängigen Experimenten identifiziert werden. Interessanterweise 

wurden zwei dieser phopshorylierungsabhängigen Interaktionspartner (TRM4 und PUS1) bereits in 

Pulldown-Experimenten mit K5/12-bisacetylierten H4-Peptiden angereichert. Dies ist ein Hinweis für 

eine ladungsabhängige Interaktion dieser Proteine mit dem H4-tail. Darüber hinaus wurde das WD-

repeat enthaltende Protein 62 (WDR62) spezifisch am Ser1-phosphorylierten H4-tail angereichert. 

WDR62 ist ein Protein, das in den Aufbau der mitotischen Spindelpole involviert ist (Nicholas et al. 

2010). Die Wechselwirkung des WDR62-Proteins mit Histonen bzw. Histonmodifizierungen wurde 

bisher noch nicht beschrieben. Dennoch ist das WDR-Protein ein interessanter Kandidat, da der 

Einfluss anderer WD-repeat enthaltender Proteine (z.B. WDR5) auf Histon-PTMs bereits beschrieben 

wurde. WDR5 ist ein Protein des MLL1/MLL-Komplexes und ist in die Methylierung und De-

methylierung von H3-Lys4 involviert (Han et al. 2006; Patel et al. 2009). Darüber hinaus könnte WDR5 

auch als Teil des NSL-Komplexes ebenso in die Acetylierung nukleosomaler H4-Proteine involviert 

sein (Guelman et al. 2009; Feller et al. 2012). Dementsprechend könnte das in Pulldown-

Experimenten mit Ser1-phosphorylierten H4-Peptiden angereicherte WDR62-Protein eine ähnliche 

Funktion wie WDR5 besitzen.  

 

Der von Dion et al. beschriebene kumulative Effekt, den Lysinacetylierungen an Histon H4 auf die 

Genexpression ausüben (Dion et al. 2005), konnte mit den durchgeführten Pulldown-Experimenten 

auf Proteinebene bestätigt werden. Wie bereits diskutiert, führt die Bisacetylierung der Lysinreste 5 

und 12 an Histon H4 zu einer eindeutigen Diskriminierung/Abreicherung vieler Proteine. Dieser 

additive Effekt wird in Pulldown-Experimenten mit vierfach acetylierten H4-Peptiden (K5, K8, K12 und 
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K16) noch deutlicher (vgl. Abschnitt 3.4.1). Die Verteilung der relativen Quantifizierungswerte dieser 

Pulldown-Experimente zeigen, dass der Großteil der Proteine nur an das nicht modifizierte H4-Peptid 

bindet. Die Anzahl der 1:1-Binder, d.h. Proteine die unabhängig von den Acetylierungen an beide 

Peptidkonstrukte binden, ist im Vergleich zu Pulldown-Experimenten mit mono- und bisacetylierten 

H4-Peptiden stark reduziert. Demzufolge hat die vierfache Acetylierung des H4-tails einen starken 

Einfluss auf das Bindungsverhalten und führt zur Diskriminierung zahlreicher Bindungspartner an H4. 

Wahrscheinlich ist die Abreicherung dieser großen Anzahl an Proteinen auf die Ladungs-

neutralisierung des H4-tails durch die Einführung von vier Acetylgruppen zurückzuführen. Da sich die 

Anzahl der abgereicherten Proteine im Vergleich zu K5/12-bisacetylierten H4-Peptiden verstärkt hat, 

bestätigt sich auch in diesem Fall ein additiver Einfluss der Lysinacetylierung auf das H4-Bindungs-

verhalten. Die vierfache Acetylierung an H4 führt jedoch nicht ausschließlich zur Diskriminierung von 

Bindungspartnern, sondern auch zur Anreicherung weniger acetylierungsspezifisch interagierender 

Proteine an H4. So konnten 29 potentielle acetylierungsspezifische Interaktionspartner an vierfach 

acetylierte H4-Peptide mittels GeLC-MS/MS und 2-D RP-RP LC-MS/MS identifiziert werden 

(zusammengefasst in Tabelle 3-5). Die Bindungspartner wurden nach ihrer Funktion und Zugehörig-

keit in sechs verschiedene Gruppen eingeteilt (siehe Abbildung 4-4).   

Interessanterweise wurden erneut tRNA-assoziierte Proteine (PUS1, TRMT61A und TRM6) mit 

vergleichsweise hohen Isotopenverhältnissen acetylierungsspezifisch angereichert (auch durch 

Western Blot bestätigt). Das bestätigt eine potentielle Erkennung von acetylierten Lysinresten als 

Pseudosubstrat von PUS1 und der damit assoziierten Proteine. Nicht zugeordnete Proteine weisen 

nach STRING-Analyse keine bekannten oder vorhergesagten Interaktionen miteinander bzw. mit 

anderen Proteinen aus dem Netzwerk auf. Einige dieser nicht zugeordneten Proteine (MYO1G, NOL7, 

CIRBP) sind bekannte Hintergrundproteine in Pulldown-Experimenten (Tweedie-Cullen et al. 2009) 

und sind vermutlich falsch-positive Ergebnisse unspezifischer Interaktoren. Die Interaktion der 

Proteine PDE12, TUT1, OLA1, ZFP91, C3orf26 und CMAS mit vierfach acetylierten Histon H4-Peptiden 

bzw. Histonproteinen im Allgemeinen wurde bisher nicht beschrieben. Da keines dieser Proteine 

über eine Bromodomäne für die spezifische Erkennung acetylierter Lysine verfügt, kann der 

Mechanismus bzw. die Funktion dieser Proteine im chromosomalen Kontext nicht geklärt werden. 

Das Protein Cyclin-T1 (CCNT1) konnte mittels STRING-Analyse nicht mit weiteren angereicherten 

Proteinen assoziiert werden, dennoch stellt es einen interessanten Bindungspartner an acetylierte 

Histone dar. Die Zellzyklus-regulierten Cycline bilden Komplexe mit den Cyclin-abhängigen Kinasen 

(CDKs) und regulieren so deren Aktivität. Cyclin T1 ist die regulatorische Untereinheit des CDK9/ 

Cyclin-T1-Komplexes, der auch als P-TEFb-Komplex (positiver Elongationstranskriptionsfaktor b) 
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bekannt ist (Marshall und Price 1995). P-TEFb ist direkt an der eukaryotischen Genexpression 

beteiligt, indem es sowohl die C-terminale Domäne der RNA-Polymerase II (Marshall et al. 1996; Peng 

et al. 1998) als auch die negativen Elongationsfaktoren DSIF und NELF phosphoryliert, was den 

Übergang von der arrestierten zur produktiven Elongation initiiert (Fujinaga et al. 2004; Yamada et al. 

2006). Aktuelle Untersuchungen der Funktion von P-TEFb haben ergeben, dass die CDK9/Cyclin-T1-

Kinase auch S/T PXK-Konsensussequenzen C-terminaler Histon H1-Bereiche, die die H1-Chromatin-

bindung regulieren, phosphoryliert (Hendzel et al. 2004; O'Brien et al. 2010). Demzufolge ist Cyclin-

T1 als regulatorische Untereinheit des CDK9/Cyclin-T1-Kinasekomplexes eng mit Histon H1 assoziiert. 

In Übereinstimmung damit wurden neben Cyclin-T1 auch verschiedene Histon H1-Varianten (H1FX, 

HIST1H1C, HIST1H1D) am vierfach acetylierten H4-tail angereichert. 

 

Abbildung 4-4: STRING-Analyse der Bindungspartner an vierfach acetylierte H4-Peptide. Netzwerk bekannter und 

vorhergesagter Interaktionen der angereicherten Proteine aus Peptid-Pulldown-Experimenten mit vierfach acetylierten H4-

Peptiden sowie Einteilung in funktionelle Gruppen, erstellt mit STRING 9.0 (string-db.org).  

Das Histon H1 (oder auch Linker-Histon) bindet an das Nukleosom und die umgebende DNA und ist 

maßgeblich an der Chromatinkondensation beteiligt (Woodcock et al. 2006). Das bedeutet, je nach 

Chromatinzustand existiert Histon H1 im ungebundenen (Euchromatin) oder gebundenen 
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(Heterochromatin) Equilibrium, wobei ungebundenes H1 meist phosphoryliert vorliegt (Catez et al. 

2006; O'Brien et al. 2010). Die Anreicherung von Cyclin-T1 am vierfach acetylierten H4-tail könnte 

demzufolge zu einer Rekrutierung von Histon H1 führen, welches im nukleosomalen Kontext 

betrachtet durch eine C-terminale Phosphorylierung eine offene/transkriptionell aktive Chromatin-

struktur bewirkt. Unter dieser Voraussetzung würde Histon H1 über Cyclin-T1 einen sekundären 

Binder an vierfach acetylierte H4-Peptide darstellen.  

Die Gruppe der mRNP (oder auch hnRNP)-Komplex Proteine, die ebenfalls an vierfach acetylierten 

H4-Peptiden angereichert wurden, besteht aus Chromatin-assoziierten, RNA-bindenden Proteinen, 

die vorwiegend mit Transkripten der RNA-Polymerase II interagieren (Krecic und Swanson 1999; 

Dreyfuss et al. 2002). Aufgrund ihrer direkten Interaktion mit Transkripten der RNA-Polymerase II 

sind diese Proteine nah mit der aktiven Gentranskription und somit auch der Histonacetylierung 

verknüpft. Da keines der identifizierten mRNP-Proteine eine Bromodomäne enthält, kann aufgrund 

der durchgeführten Experimente nicht geklärt werden, ob es sich um direkte Interaktionen mit 

vierfach acetylierten H4-Peptiden handelt. Die STRING-Analyse der Bindungspartner an vierfach 

acetylierte H4-Peptide (Abbildung 4-4) zeigt, dass die Splicing-assoziierten Proteine THOC4, U2AF1 

und U2AF2 ebenfalls zur Gruppe der mRNP-Proteine gehören. Die acetylierungsabhängige Interaktion 

von THOC4 konnte mittels Western Blot Analyse bestätigt werden.  

In Pulldown-Experimenten mit vierfach acetylierten H4-Peptiden wurden außerdem vier 

Untereinheiten (TAF4, TAF5, TAF2E und TAF8) der TATA-Box Bindeprotein (TBP)-assoziierten Trans-

kriptionsfaktoren angereichert. Alle vier identifizierten Proteine sind Untereinheiten des TFIID-

Komplexes, der durch seine Bindung an die DNA die RNA-Polymerase II-abhängige Transkription 

initiiert (Van Dyke et al. 1988; Buratowski et al. 1991). Von den identifizierten Untereinheiten des 

TFIID-Komplexes verfügt ein Protein (TAF8) über eine Bromodomäne. Da TAF8 jedoch nicht 

acetylierungsspezifisch in Pulldown-Experimenten mit monoacetylierten H4-Peptiden angereichert 

wurde, handelt es sich nicht um eine spezifische Bindung im Sinne der Histon-Code-Theorie. Dies 

wäre nur dann der Fall, wenn die TAF8-Bromodomäne in der Lage wäre zwei (oder mehr) acetylierte 

Lysinreste zu binden und dadurch eine höhere Affinität zu mehrfach acetylierten Histon-tails 

aufweisen würde. Die kooperative Bindung von zwei Acetyllysinen durch eine einzelne Bromo-

domäne wurde zuvor schon für das Protein Brdt1 beschrieben (Moriniere et al. 2009). Da die anderen 

identifizierten Untereinheiten keine Bromodomänen enthalten, handelt es sich möglicherweise um 

sekundäre Bindungspartner. Die acetylierungsabhängige Interaktion von TAF8 und TAF4 konnte 

mittels Western Blot verifiziert werden.   
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Die Identifizierung der TAFs an vierfach acetylierten H4-tails lässt sich nicht mit der Theorie der 

Ladungsneutralisierung erklären, da die Untereinheiten scheinbar spezifisch über die TAF8-

Bromodomäne mit den Peptiden interagieren. Diese Art der spezifischen Bindung konnte allerdings 

nur an vierfach acetylierten H4-Peptiden beobachtet werden. Daraus kann man schließen, dass die 

Acetylierung an Histon H4 einen additiven Effekt auf die Identifizierung von spezifischen 

Bindungspartnern hat. Möglicherweise können Mehrfachacetylierungen innerhalb eines H4-tails eine 

multivalente Wechselwirkung mit Effektorproteinen ausüben, die durch Monoacetylierungen 

blockiert werden. In Übereinstimmung mit dieser Hypothese wurden in in vitro Experimenten 

Proteine identifiziert, die zwei oder mehrere Bromodomänen enthalten und eine höhere Affinität zu 

mehrfach acetylierten H4-Peptiden aufweisen (Jacobson et al. 2000; Taverna et al. 2007). In den 

durchgeführten Pulldown-Experimenten konnten Polybromodomänen-Proteine allerdings nicht 

eindeutig am vierfach acetylierten H4-tail angereichert werden. Das Protein PBRM1, das sechs 

Bromodomänen enthält, konnte zwar in einigen SILAC-basierten Ansätzen am vierfach acetylierten 

H4-tail angereichert werden, die acetylierungsabhängige Interaktion konnte im Western Blot jedoch 

nicht eindeutig verifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Die multivalente Interaktion mit mehrfach 

acetyliertem Histon H4 könnte allerdings auch über die Bindung mehrerer Untereinheiten eines 

Komplexes erfolgen, der dadurch stabilisiert wird.   

4.4 Zusammenfassung und Ausblick 

Die systematische Analyse des Aufbaus und der Regulierung komplexer Netzwerke ist wichtig um 

molekulare Zusammenhänge innerhalb einer Zelle und die damit verbundenen biologischen 

Funktionen und Regulierungsprozesse aufzuklären. Eine der wichtigsten Methoden zur proteom-

weiten Interaktomanalyse kombiniert Affinitäts-Pulldown-Experimente mit quantitativer Massen-

spektrometrie. Bei der Analyse dieser komplexen Proteinnetzwerke ist eine Fraktionierung der Probe 

vor der massenspektrometrischen Analyse unumgänglich.   

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode entwickelt, die auf der enzymatischen Spaltung 

komplexer Proteingemische, gefolgt von der mehrdimensionalen chromatographischen Trennung der 

generierten Peptide, basiert. Die Methode beinhaltet die zweidimensionale RP-RP-Trennung 

komplexer Peptidgemische mit pH-sauren Elutionsbedingungen (0,1% TFA/0,1% FA) in beiden 

chromatographischen Dimensionen, was zu einer Steigerung der totalen Peakkapazität im Vergleich 

zu gängigen 2-D LC-Systemen führt. Durch die Verwendung eines Fraktionierungsschemas, das 

Peptide mit unterschiedlichen Retentionseigenschaften in der ersten Dimension vereinigt, wird die 
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Trenn- und somit die MS/MS-Kapazität in der zweiten Dimension optimal ausgenutzt.  

Die Entwicklung und Validierung der 2-D RP0,1% TFA-RP0,1% FA LC-MS/MS Methode erfolgte zunächst an 

gut charakterisierten, Tyrosin 595-phosphorylierten Peptiden des T-Zelladaperproteins ADAP. In 

SILAC-basierten Peptid-Pulldown-Experimenten in Kombination mit der entwickelten 2-D RP-RP LC-

MS/MS Methodik konnten 10 potentielle phosphorylierungsspezifische Interaktionspartner dieser 

Peptidsequenz identifiziert werden. Alle identifizierten Interaktionspartner sind SH2-Domänen-

proteine und bekannte Adapterproteine oder Kinasen im T-Zellrezeptor-proximalen Komplex und 

wurden zuvor schon als phosphorylierungsspezifische Bindungspartner dieser Peptidsequenz 

beschrieben. Die Analyse von phosphorylierungsabhängigen Bindungspartnern der ADAP-595-

Sequenz in primären T-Zellen unter Verwendung der enzymatischen 18O-Markierung lieferte 

annähernd das gleiche Set an spezifischen Interaktionspartnern. Diese Ergebnisse bestätigen, dass 

die 2-D RP-RP LC-MS/MS Methode ein einfaches, robustes, reproduzierbares und für alternative 

Markierungsverfahren zugängliches Verfahren für die Interaktomanalyse darstellt.  

Im weiteren Verlauf wurde die 2-D RP-RP LC-MS/MS Methodik für die Interaktomanalyse verschieden 

acetylierter Histon H4-Peptide eingesetzt. Die durchgeführten Peptid-Pulldown-Experimente 

bestätigten additive Effekte der Histonacetylierung auf das Bindungsverhalten. Demzufolge führten 

Monoacetylierungen an H4 kaum zu einer Veränderung des Bindungsverhaltens im Vergleich zur 

unmodifizierten Kontrolle, d.h. es konnten keine acetylierungsspezifischen Interaktionspartner 

identifiziert werden. Die K5/12-Bisacetylierung von H4 bewirkte eine Diskriminierung/ Abreicherung 

vieler Proteine. Dieser Effekt wurde verstärkt auch für vierfach acetylierte H4-Peptide beobachtet. 

Die Diskriminierungseffekte resultieren wahrscheinlich aus der Ladungsneutralisierung der H4-tails 

als Folge der Lysinacetylierungen. Da jedoch darüber hinaus auch potentielle, acetylierungsabhängige 

Interaktionspartner an mehrfach acetylierte H4-Peptide identifiziert werden konnten, kann die 

Lysinacetylierung nicht ausschließlich als Werkzeug der Ladungsneutralisierung angesehen werden. 

So konnten an K5/12-bisacetylierten H4-Peptiden verschiedene tRNA-assoziierte Proteine spezifisch 

angereichert werden. Die Rolle dieser Proteine im chromosomalen Kontext konnte nicht geklärt 

werden, weshalb eine unspezifische Interaktion über PUS1, welches mehrfach acetylierte Lysinreste 

als Pseudosubstrat erkennen könnte, vermutet wird. An vierfach acetylierte H4-Peptide konnten 29 

potentielle Interaktionspartner identifiziert werden, wovon die Mehrzahl bekannte Chromatin- sowie 

RNA-Polymerase II-Interaktoren darstellen. Lediglich eines der acetylierungsabhängigen Interaktions-

partner (TAF8) enthält eine Bromodomäne, die die spezifische Interaktion mit acetylierten Lysin-

resten vermittelt.   
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Es kann zusammengefasst werden, dass die im Rahmen der Arbeit gesetzten Ziele erreicht wurden. 

Die entwickelte 2-D RP-RP Methodik in Kombination mit verschiedenen quantitativen Massen-

spektrometrieverfahren erwies sich als einfaches, robustes und reproduzierbares Verfahren für die 

Interaktomanalyse phosphorylierter ADAP-Sequenzen und acetylierter Histon H4-Sequenzen. Die im 

Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Peptid-Pulldown-Experimente bestätigen, dass quantitative 

proteomweite Interaktionsanalysen einen wertvollen Beitrag leisten können, um potentielle 

acetylierungsspezifische Interaktionspartner zu identifizieren.   

Zukünftige Experimente könnten die Interaktomanalyse der acetylierten H4-Peptidsequenzen unter 

Einbeziehung weiterer bekannter Histon H4-Modifizierungen (Methylierung an K20 und/oder R3, 

Phosphorylierung an S1) umfassen. Darüber hinaus wäre die proteomweite Interaktomanalyse im 

nukleosomalen Kontext über semisynthetische Ansätze (z.B. native chemische Verknüpfung) denk-

bar. Diese Vorgehensweise könnte das Interaktom unter nahezu physiologischen Bedingungen (in 

Gegenwart von DNA) identifizieren und weitere Aufschlüsse über die Rolle der Histonacetylierungen 

als Werkzeug der Ladungsneutralisierung oder Erkennungsstelle für Effektorproteine liefern. 
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Anhang 

Abkürzungsverzeichnis 

In dieser Arbeit wurden Einheiten nach dem Internationalen Einheitensystem (SI) und chemische 

Elementsymbole entsprechend den IUPAC-Richtlinien verwendet. Proteinnamen wurden gemäß der 

UniProt KB Eintragung abgekürzt (www.uniprot.org). 

16O/18O Sauerstoffisotop mit dem Atomgewicht 16 bzw. 18 

1D-GE Eindimensionale Gelelektrophorese 

2-D zweidimensional 

Ac Acetylierung/acetyliert 

ACN Acetonitril 

AD Aktivierungsdomäne 

ADAP Adhesion and degranulation promoting adaptor protein 

ADP Adenosindiphosphat 

AEBSF 4-(2-Aminoethyl)-benzensulfonylfluorid 

Ahx  Aminohexansäure 

AS Aminosäure 

ATP Adenosintriphosphat 

BET Bromo- und extraterminale Domäne 

Boc tertiär-Butoxycarbonyl 

bp Basenpaar 

BRD Bromodomäne 

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
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C3orf26 Uncharacterized protein C3orf26 

CCNT1 Cyclin-T1 

CDK Cyclin-abhängige Kinase 

ChIP Chromatin-Immunpräzipitation 

CI Chemische Ionisierung 

CID Collision-induced dissociation 

CIRBP highly similar to COLD-INDUCIBLE RNA-BINDING PROTEIN 

CMAS N-acylneuraminate cytidylyltransferase 

C-Terminus Carboxy-Terminus 

DB DNA-Bindedomäne 

DIPEA Diisopropylethylamin 

DMF N,N-Dimethylformamid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DRB 5,6-Dichloro-1-β-D-ribofuranosylbenzimidazol 

DSIF DRB sensitivity-inducing factor 

DTT Dithiothreitol 

DUS3L tRNA-dihydrouridine(47) synthase [NAD(P)(+)]-like 

E. coli Escherichia coli 

EGTA Ethylenglykoltetraacetyt 

EI Elektronenstoßionisierung 

ERK extrazellulär-regulierte Proteinkinase 

ESI Elektronensprayionisierung (electrospry ionization) 

FA Ameisensäure 

FAB Fast atom bombardment 

FBS Fötales Kälberserum (fetal bovine serum) 

Fmoc 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl 

FWHM Halbwertsbreite (full width at half maximum) 

Gcn5 Histon Acetyltransferase GCN5 

GST Glutathion-S-Transferase 

HAT Histonacetyltransferase 

HBTU 2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphat 

HCD Higher-energy collisional dissociation 

HDAC Histondeacetylase 

HDM Histondemethylase 

HILIC Hydrophile Interaktionschromatographie 

His6-tag Hexahistidin-Fusionsanteil 

HMT Histonmethyltransferase 

hnRNP Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins 
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ICAT Isotopen-markierter Affinitätsanteil (isotope-coded affinity tag) 

ICPL Isotopen-vermittelte Proteinmarkierung (isotope-coded protein label) 

IP Immunpräzipitation 

IPTG Isopropylthiogalaktosid 

iTRAQ Isobare Markierung für relative und absolute Quantifizierung (isobaric tag 

for relative and absolute quantification) 

JmjC Jumonji 

Kd Dissoziationskonstante 

Ko-IP Ko-Immunpräzipitation 

LC Flüssigchromatographie 

LSD1 Lysine-spezifische Demethylase 1 

m/z Masse-zu-Ladungsverhältnis 

MALDI Matrix-unterstützte Laserdesorption/-ionisierung (matrix assisted laser 

desorption/ionization) 

MDLC Mehrdimensionale Flüssigchromatographie 

Me Methylierung/methyliert 

MeCAT Metallkodierte Affinitätsmarkierung (metal coded affinity tag) 

MLL mixed lineage leukemia 

mRNP Messenger ribonucleoprotein 

MS Massenspektrometrie 

MS/MS Tandem-Massenspektrometrie 

MSK Mitogen- und stressaktivierte Proteinkinase 

MYO1G Myosin-Ig 

NELF Negative elongation factor 

NMM N-Methylmorpholin  

NMR Kernspinresonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance spectroscopy) 

NOL7 Nucleolar protein 7 

NSL Non-Specific Lethal 

NTA Nitrilotriessigsäure 

N-Terminus Amino-Terminus 

OBzl O-Benzyl 

OLA1 Obg-like ATPase 1 

P Phosphorylierung/phosphoryliert 

P Peakkapazität 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Pbf 2, 2’, 4, 6, 7-Pentamethyldihydro-benzofuran-5-sulfonyl 

PBRM1 Protein polybromo-1 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 
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PCR Polymerase-Kettenreaktion 

PD Plasmadesorption 

PDE12 2',5'-phosphodiesterase 12 

PHD plant homeodomain 

PK Proteinkinase 

PLRP-S Polystyren/Divinylbenzen HPLC-Material 

PMF Peptidmassenfingerabdruck 

PP Phosphatase 

P-TEFb Positiver Elongationstranskriptionsfaktor b 

PTM posttranslationale Modifizierung 

PUS1 tRNA pseudouridine synthase A 

RNA Ribonukleinsäure 

RNA pol II RNA Polymerase II 

RP Umkehrphasen (reversed phase) 

RPS17 40S ribosomal protein S17 

RT Retentionszeit 

SCX staker Kationenautausch (strong cation exchange) 

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 

SEC Größenausschluss (size exclusion) 

SET Su(var)3-9, Enhancer of Zeste, Trithorax 

SILAC Stabile Isotopenmarkierung mit Aminosäuren in Zellkultur (stable isotope 

labeling by amino acids in cell culture) 

TAF TATA-Box Bindeprotein-assoziierter Faktor 

TAF4 Transcription initiation factor TFIID subunit 4 

TAF8 Transcription initiation factor TFIID subunit 8 

TBP TATA-Box Bindeprotein 

tBu tert-Butyl 

TF Transkriptionsfaktor 

TFA Trifluorameisensäure 

THOC4 THO complex subunit 4 

TOF Flugzeit (time of flight) 

Tris Trishydroxymethylaminomethan 

TRM4 tRNA (cytosine(34)-C(5))-methyltransferase 

TRMT1 tRNA (guanine(26)-N(2))-dimethyltransferase 

TRMT6 tRNA (adenine(58)-N(1))-methyltransferase non-catalytic subunit TRM6 

Trt Triphenylmethyl 

TSA Trichostatin A 

TUT1 Speckle targeted PIP5K1A-regulated poly(A) polymerase 
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U2AF Splicing factor U2AF  

UAS stromaufwärts aktivierende Sequenz (upstream activation sequence) 

Ub Ubiquitinierung/ubiquitiniert 

wav Mittlere Peakbreite 

WDR62 WD repeat-containing protein 62 

ZFP91 E3 ubiquitin-protein ligase ZFP91 

 

Symbole für Aminosäuren 
 

A Ala Alanin 

C Cys Cystein 

D Asp Asparaginsäure 

E Glu Glutaminsäure 

F Phe Phenylalanin 

G Gly Glycin 

H His Histidin 

I Ile Isoleucin 

K Lys Lysin 

L Leu Leucin 

M Met Methionin 

N Asn Asparagin 

P Pro Prolin 

Q Gln Glutamin 

R Arg Arginin 

S Ser Serin 

T Thr Threonin 

V Val Valin 

W Trp Tryptophan 

Y Tyr Tyrosin 
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