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1 Einleitung

1.1 Theoretischer Hintergrund

1.1.1 Krankheitsbilder
1.1.1.1 Monoklonale Gammopathien

Bei einer monoklonalen Gammopathie handelt es sich um eine Erkrankung, die mit einer
monoklonalen Vermehrung einer Plasmazelle verbunden ist [1]. Dadurch kommt es zu einer
tibermaRigen Produktion von Immunglobulinen, die auch als Paraproteine bzw. M (Myelom)-
Proteine bezeichnet werden. Paraproteinamie, Dysproteinamie oder Immunglobulinpathie
sind Synonyme fiir die monoklonale Gammopathie. Von der Uberproduktion der Paraproteine
konnen alle Klassen von Immunglobulinen bzw. den leichten Ketten der Immunglobuline be-
troffen sein. So gibt es monoklonale Gammopathien vom Typen IgG, IgA, IgM, IgD und IgE

sowie A- und k-Subtypen.

Treten bei den Patienten weniger als 30 g/l M-Protein im Serum und weniger als 10 %
monoklonale Plasmazellen im Knochenmark auf, spricht man von der Monoklonalen Gam-
mopathie Unklarer Signifikanz (MGUS) [1]. AuBerdem diirfen zur Diagnose der MGUS noch
keine Endorganschaden bei den Patienten vorhanden sein. Patienten mit MGUS benotigen
noch keine Behandlung, allerdings sollten diese regelmalig auf die Weiterentwicklung zu ma-
lignen Erkrankungen untersucht werden. Die MGUS tritt bei ca. 1 % der Personen iiber 50
Jahren und bei 3 % der Menschen iiber 70 Jahren auf [1-4]. Bei 8,5 % der Patienten ent-
wickelt sich die MGUS innerhalb von fiinf Jahren in eine maligne Krankheit weiter, wahrend
dies in 10 Jahren bei 19,2 % der MGUS-Patienten geschieht [1,5]. Bei 1 % der Patienten
entsteht jahrlich aus der MGUS das Multiple Myelom [1].
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Das Asymptomatische Myelom (auch: Smoldering Myeloma) wird diagnostiziert, nachdem
die Konzentration des Paraproteins im Serum 30 g/I und die Anzahl der monoklonalen Plas-
mazellen 10 % liberstiegen haben [1,6]. Analog zur MGUS treten bei dem Asymptomatischen
Myelom keine Endorganschaden bei den Patienten auf. Allerdings zeigen diese Patienten ein

deutlich erhohtes Risiko, das behandlungswiirdige Multiple Myelom zu entwickeln.

1.1.1.2 Multiples Myelom

Nach der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Himatologie und Medizinische Onkologie
[7] handelt es sich bei dem Multiplen Myelom um eine maligne monoklonale Plasmazeller-
krankung, bei der libermaBig produzierte Immunglobuline im Serum und/oder Urin vorhan-
den und Endorganschaden bei den Patienten aufgetreten sind. Die Ursache fiir das Multiple
Myelom konnte bis jetzt noch nicht erklart werden. Es wird allerdings vermutet, dass die
Exposition von ionischer Strahlung, Pestiziden, Produkten der Petrochemie, Adipositas bzw.
chronische Infektionen einen Einfluss bei der Entstehung des Multiplen Myeloms haben kon-
nen. Wie gesagt, entwickelt sich das Multiple Myelom meist aus einer MGUS. Allerdings
existiert auch das nicht-sekretierende Myelom, bei dem zwar eine Plasmazelldyskrasie, aber

keine Uberproduktion von monoklonalen Immunglobulinen vorhanden ist.

1.1.1.2.1 Epidemiologie In Deutschland erkranken jahrlich 3000 Manner und 2700 Frau-
en [7] am Multiplen Myelom. Damit handelt es sich nach der Leukdmie und dem Non-
Hodgkins-Lymphom um die dritthaufigste Neoplasie und ist fiir ca. 1 % der Krebsfalle in
Deutschland verantwortlich [7]. Bei dem Multiplen Myelom handelt es sich um eine Er-
krankung des hoheren Lebensalters, da die Inzidenz ab 50 Jahren stark zunimmt, wobel
der Median des Erkrankungsalters bei Mannern 71 Jahre und bei Frauen 73 Jahre betragt.
Zwischen 2005 und 2009 waren in Deutschland 5,4 Erkrankungen je 100.000 mannlichen
Einwohnern bzw. 3,7 Erkrankungen je 100.000 weiblichen Einwohner bekannt [8]. AuRerdem
konnte beobachtet werden, dass afrikanisch-stammige Personen etwa doppelt so haufig vom

Multiplen Myelom betroffen sind als kaukasische Menschen.
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1.1.1.2.2 Symptome Bei dem Multiplen Myelom treten vielseitige und unspezifische Symp-
tome wie Erschopfung, Knochenschmerzen oder auch eine erhohte Infektanfalligkeit auf.
Durch die Vermehrung von Plasmazellen im Knochenmark kommt es bei Multiplen-Myelom-
Patienten zur Verdrangung von Knochensubstanz sowie anderer Zellen im Knochenmark. Die
Verdrangung der Knochensubstanz verursacht lytische Lasionen, Osteolysen und Frakturen
bei den Patienten. Der Abbau der Knochensubstanz erzeugt aullerdem eine Hyperkalzamie,
die wiederum zu einer Niereninsuffizienz fiihren kann. Die Verdrangung der blutbildenden
Zellen im Knochenmark verursacht meist eine Anamie bei den Patienten, die sich haufig in
chronischer Midigkeit aulert. Eine Abnahme der Lymphozyten erhoht die Infektanfalligkeit

der Patienten.

1.1.1.2.3 Diagnose Fiir die Diagnose des Multiplen Myeloms wird im Serum und im Urin
der Patienten die Konzentration an Paraprotein bestimmt sowie das Knochenmark auf das
Auftreten von monoklonalen Plasmazellen analysiert. Die Konzentrationsbestimmung des
M-Proteins kann durch eine Immunofixation erfolgen, wahrend die Plasmazellkonzentrati-
on meist durch eine Knochenmarksbiopsie mit anschlielender Zellfarbung bestimmt wird.
AuBerdem werden die Patienten auf Myelom-typische Endorganschiden untersucht. Uber-
schreiten die monoklonalen Plasmazellen 10 % der kernhaltigen Zellen im Knochenmark und
sind typische Endorganschaden vorhanden, wird von einer Multiplen-Myelom-Erkrankung

ausgegangen.

1.1.1.2.4 Therapie Nach der Leitlinie zum Multiplen Myelom bezweckt die Therapie
das Erreichen einer bestmoglichen Remission mit rascher Systemkontrolle. In Abhangig-
keit des Gesundheitszustandes werden die Patienten mit einer Hochdosis-Melphalantherapie
mit nachfolgender autologer Stammzelltransplantation behandelt. Zur Verbesserung der An-
sprechrate wird haufig vor der Hochdosis-Therapie eine Induktionstherapie mit den Substan-
zen Thalidomid, Bortezomib und Lenalidomid durchgefiihrt. Dabei kann die Chemotherapie
mit Einzel- oder Tandemtransplantation erfolgen. Bei der Tandemtransplantation kommt es
zu einer zweiten autologen Stammzelltransplantation im zeitlichen Abstand von <12 Mona-

ten und vor dem Eintritt eines Rezidivs.
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Neben der autologen Stammzelltransplantation konnen Patienten auch mit einer allogenen
Stammzelltransplantation behandelt werden. Sie stellt zurzeit den einzigen verfiigbaren ku-
rativen Ansatz zur Behandlung des Multiplen Myeloms dar [1, 9]. Allerdings miissen diese

Patienten lebenslang immunsupprimierende Medikamente einnehmen.

Patienten, die aufgrund ihres Alters oder anderen Erkrankungen nicht mit der Hochdosis-
Therapie behandelt werden konnen, konnen mit einer geringeren dosierten Melphalan-, Thali-

domid-, Bortezomib- und/oder Lenalidomidtherapie versorgt werden.

Die vorgestellten Therapieoptionen werden durch die Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir
Hamatologie und Medizinische Onkologie empfohlen. Zurzeit werden randomisierte klinische
Studien durchgefiihrt, die die Wirksamkeit der Behandlungen bewerten sollen. Aussagen tiber
die Lebenswartung der behandelten Patienten in Abhanigkeit der Therapieform konnen daher

noch nicht eindeutig getroffen werden [7].

1.1.1.3 AL-Amyloidose

Bei einer Amyloidose handelt es sich um eine , Protein misfolding“-Krankheit, bei der zuvor
|6sliche Proteine zu hoch geordneten nicht verzweigten Fibrillen selbstaggregieren [10] und
extrazellular in Organen und Geweben abgelagert werden. Die Fibrillen zeigen eine typische f3-
Faltblattstruktur, welche unter dem Mikroskop nach Kongorotfarbung und bei polarisiertem
Licht apfelgriin erscheint. Die Fibrillen konnen sich in verschiedenen Organen ablagern und
durch Zersetzen des Organgewebes zum Organversagen fiihren. Es wird vermutet, dass die
Selbstaggregation durch Mutationen in der Proteingensequenz, durch proteolytische Spal-
tung des Proteins oder durch Veranderungen in dessen posttranslationalen Modifikationen
herbeigefiihrt werden kann. Allerdings konnte bis jetzt noch keine eindeutige Ursache fiir

eine Amyloidose ermittelt werden.

Die Klassifizierung einer Amyloidose erfolgt nach der Bezeichnung der betroffenen Proteine
[11]. Bei der AL-Amyloidose aggregieren ganze monoklonale freie Immunglobulinleichtketten
(FLC: Free Light Chain) bzw. deren Fragmente [12] und lagern sich im Herzen, den Nieren,

den Blutgefalwanden, der Leber, der Milz oder im Knochenmark sowie im autonomen und
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peripheren Nervensystem ab [13]. Die amyloiden FLCs werden von klonalen Plasmazellen
im Knochenmark gebildet. Dabei sind FLCs vom A-Subtypen dreimal haufiger vertreten als
k-FLCs. Im gesunden Knochenmark hingegen werden mehr FLCs vom k-Subtypen produ-
ziert [14]. Untersuchungen konnten zeigen, dass die AL-amyloiden Ablagerungen haufiger

aus Fragmenten der variablen als der konstanten Region der FLCs bestehen [10].

Die AL-Amyloidose tritt meist in Form einer Plasmazelldyskrasie sowie dem Vorhandensein
von FLCs in Knochenmark, Serum und Urin auf [10]. Ca. 10-15 % der AL-Amyloidose-

Patienten sind auch am Multiplen Myelom erkrankt [14].

1.1.1.3.1 Epidemiologie Die AL-Amyloidose ist eine Krankheit, die mit jahrlich 5 bis 12
Millionen Neuerkrankungen in der nordamerikanischen Bevolkerung ahnlich oft auftritt wie
das Hodgkin's Lymphom oder die chronische myeloische Leukamie [14—16]. Fiir Deutsch-
land liegen keine verlasslichen Zahlen vor, da AL-Amyloidose-Falle nicht in Registern erfasst
werden [15]. Die AL-Amyloidose ist dabei eine Krankheit des hoheren Lebensalters, da 60 %
der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose zwischen 50 und 70 Jahre alt sind. Nur 10 %

der Betroffenen sind jlinger als 50 Jahre [13].

1.1.1.3.2 Symptome Die AL-Amyloidose zeichnet sich zunachst durch ein unklares un-
spezifisches Krankheitsbild aus. Haufig klagen die Patienten iiber Knochenschmerzen, Mii-
digkeit sowie ungewollten Gewichtsverlust. Darliber hinaus neigen AL-Amyloidose-Patienten
zu erhohter Infektanfalligkeit. Bei dem unerklarten Auftreten von Proteinurie, Kardiomy-
opathie, Neuropathie, Hepatomegalie und bei Patienten mit Multiplem Myelom sollte die

Diagnose AL-Amyloidose in Erwagung gezogen werden.

1.1.1.3.3 Diagnose Die Diagnose der AL-Amyloidose beinhaltet den Nachweis von amy-
loiden Ablagerungen im Gewebe und den Nachweis einer Plasmazelldyskrasie. Die amyloiden
Ablagerungen konnen durch eine Biopsie der betroffenen Gewebe und anschlieBender Kon-
gorotfarbung und Betrachtung im Mikroskop unter polarisiertem Licht nachgewiesen wer-
den. Fiir die Biopsie eignen sich das Unterleibfettgewebe, da bei 70 % der AL-Amyloidose-
Patienten im Unterleibfettgewebe amyloide Ablagerungen auftreten [14,17,18]. Auch Spei-

cheldrise, Zahnfleisch, Rektum und Haut sind aufgrund ihrer leichten Zuganglichkeit fur die
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Biopsie geeignet. Fiir die Biopsie konnen auch Proben von Organen verwendet werden, bei

denen ein Verdacht auf amyloidogene Ablagerungen besteht.

Der Nachweis der Plasmazelldyskrasie kann durch eine Knochenmarksbiopsie mit anschlie-
Bender Zellfarbung oder durch die Bestatigung von erhohten A- oder k-FLC-Werten im Blut
oder Urin erfolgen. Dazu kann eine Immunofixationselektrophorese von Serum, Urin oder

Knochenmarksiiberstand durchgefiihrt werden.

1.1.1.3.4 Therapie Die Behandlung der AL-Amyloidose erfolgt aufgrund von unspezifi-
schen Krankheitssymptomen meist erst in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium, wes-
halb eine vollstandige Heilung schwierig und eine Verbesserung das Hauptziel der Behand-
lung darstellt. Die Behandlung teilt sich in zwei Hauptwege auf: Unterstiitzende Therapie
und Reduktion der AL-Amyloidose-produzierenden Plasmazellen. Die supportive Therapie ist
abhangig von den mit amyloiden Ablagerungen betroffenen Organen. So ist bei einer Nie-
renbeteiligung meist eine Diurese-fordernde Therapie oder eine Dialyse notwendig. Bei einer
Involvierung des Herzens konnen Calcium-Kanal-Blocker, (3-Blocker oder auch ein Herz-

schrittmacher helfen [12].

Die Reduktion der AL-Amyloid-produzierenden Plasmazellen erfolgt mit Hilfe einer Chemo-
therapie in Kombination mit autologer Blutstammzelltransplantation bzw. allogener Kno-
chenmarkstransplantation und dient der Verbesserung der Organfunktion und der Verlan-
gerung der Uberlebenszeit. Als Hauptchemotherapeutikum dient Melphalan, welches als
Niedrig- und Hochdosis-Gabe zur Anwendung kommt, wobei die Hochdosis-Verordnung ho-
here Erfolgsraten zeigt. Allerdings befinden sich viele AL-Amyloidose-Patienten in einem
fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung mit Herzbeteiligung, was sich negativ auf die

Uberlebensrate der Chemotherapie auswirkt. [14]

Die mediane Uberlebenszeit von AL-Amyloidose-Patienten betragt ohne Behandlung 10
bis 14 Monate nach der Diagnose, wobei die Prognose stark von den betroffenen Orga-
nen abhingt. Patienten mit symptomatischen Herzbefall zeigen eine mediane Uberlebens-

zeit von weniger als fiinf Monaten [19, 20]. Die systemische Chemotherapie ist eine pro-
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gnoseverbessernde Therapie. Dabei konnten Phase-2-Studien zeigen, dass eine Hochdosis-
Melphalan-Therapie und anschlieBender autologer Stammzelltransplantation bei 50 % der
Patienten eine komplette Remission und damit einen signifikanten Uberlebensvorteil be-
wirkt haben [19,21]. Randomisierte Phase-3-Studien zum Vergleich der konventionellen mit
einer Hochdosis-Melphalan-Therapie fehlen bisher, allerdings haben retrospektive Matched-
pair-Analysen einen signifikanten Vorteil fiir AL-Amyloidose-Patienten nach der Hochdosis-

Behandlung gefunden [22].

1.1.2 Antikorper
1.1.2.1 Aufbau

Bei den FLCs der Multiplen-Myelom- und AL-Amyloidose-Patienten handelt es sich um die
leichten Ketten von Immunglobulinen, welche ohne die schweren Ketten bei den Patienten
zu finden sind. Im menschlichen Korper existieren eine Vielzahl von Immunglobulinen, die
strukturell sehr unterschiedlich aufgebaut sein konnen. Dennoch lassen sich alle Immunglo-
buline auf eine gemeinsame Grundstruktur zuriickfiihren. Sie bestehen aus zwei schweren
und zwei leichten jeweils identischen Ketten, die durch Disulfidbriicken miteinander verbun-
den sind. Die schweren Ketten zeigen ein Molekulargewicht von ca. 50-70 kDa, wahrend
die leichte Kette etwa 23 kDa wiegt. Zusatzliche Disulfidbriicken innerhalb der einzelnen
Ketten verleihen dem Antikorper Struktur. Der Aufbau eines typischen Immunglobulins ist
in der Abbildung 1.1 dargestellt. Jede schwere Kette wird durch eine konstante und eine
variable Region Cy bzw. Vi gebildet, welche ca. 330-400 bzw. 110 Aminosaduren umfassen.
Die leichte Kette besteht ebenfalls aus einer konstanten und einer variablen Region C; bzw.
V., welche jeweils aus etwa 110 Aminosauren zusammengesetzt sind. Die N-terminalen va-
riablen Regionen der schweren und leichten Kette bilden das Epitop eines Antikopers und
ermoglichen dadurch eine grolBe Antikorpervielfalt und eine hoch spezifische Wirkungsweise

des Immunglobulins.

Die Spezifitat eines Epitops wird durch die Vielfalt der Aminosauresequenz in der varia-
blen Region hervorgerufen. Dabei konzentriert sich die Sequenzvariabilitat auf bestimmte

Abschnitte in den variablen Regionen, den sogenannten hypervariablen Regionen (HVR).
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Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau eines Antikorpers. Ein lgG-Antikorper besteht aus jeweils zwei identi-
schen leichten und schweren Ketten, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Sowohl die schwere
als auch leichte Kette bestehen aus einer konstanten C- und einer variablen V-Region. Die variablen Bereiche
sind jeweils aus hypervariablen und Geriistregionen aufgebaut. Modifziert nach Janeway [23]

Die HVR befinden sich an der Spitze der Antigenbindestelle eines Antikorpers, weshalb sie
auch als komplementaritatsbestimmende Region (CDR: Complementarity Determining Re-
gions) bezeichnet werden. Sowohl bei der variablen Domane der schweren als auch der
leichten Kette existieren drei hypervariable Regionen. Diese sind durch die Gerlistregionen,

den Framework Regions (FR), FR1, FR2, FR3 und FR4 voneinander getrennt.

Bei den meisten Immunglobulinen lasst sich in der konstanten Region der schweren Kette
eine Glykosylierungsstelle finden. So weist das IgG bei der Aminosaure 292 eine poten-
tielle N-Glykosylierungsstelle auf. Das Vorhandensein eines Glykans an dieser Stelle tragt
entscheidend zur Aufrechterhaltung der Antikorperstruktur bei. Des Weiteren konnen Gly-

kosylierungsstellen in den variablen Regionen der schweren und leichten Ketten auftreten.

Die humanen Immunglobuline kann man aufgrund ihrer schweren Ketten in die fiinf Haupt-

klassen IgG, IgM, IgA, IgD und IgE unterteilen. Diese besitzen die schweren Ketten vy, u,«, &
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bzw. €. Die leichten Ketten konnen als A- oder k-Subtypen auftreten. Die A- und k-Subtypen
unterscheiden sich in den konstanten Regionen und werden durch unterschiedliche Genclus-
ter im Genom codiert. In dieser Arbeit wurden FLCs vom k-Subtypen analysiert, weshalb sich
die folgenden Erklarungen auf diesen Subtypen konzentrieren. Die k-FLCs werden weiter je
nach Sequenz der ersten Aminosauren in der variablen Region in die Gruppen V-I (Variabel

1) bis V-V (Variabel 5) unterteilt.

1.1.2.2 Molekulare Genetik von Immunglobulinen

Die Gene fiir die schweren und leichten Ketten eines Antikopers liegen auf unterschiedlichen
Chromosomen verteilt [24]. Die Ketten der Immunglobuline werden dabei aus einer unter-
schiedlichen Anzahl von miteinander verbundenen Domanen hergestellt. Eine leichte Kette
besteht aus zwei Domanen, die fiir den konstanten und variablen Teil der leichten Kette co-
dieren. Im Gegensatz dazu ist die schwere Kette aus vier Domanen zusammengesetzt, wobei

eine Domane die variable Region und drei Domanen die konstante Region reprasentieren.

Die Gene fiir den variablen Teil einer Immunglobulinkette setzen sich aus einem Clus-
ter von Segmenten zusammen. Das Gencluster flir die schwere Kette besteht aus ca.
65 V (Variable)-, 27 D (Diversity)- und sechs J (Joining)-Segmenten, wahrend die k-Kette
aus rund 40 V- und fiinf J- und die A-Kette aus etwa 30 V- und vier J-Segmenten aufgebaut
sind [23]. Jedem V-Segment geht ein kurzes L (Leader)-Segment voran. Das D-Segment
tritt spezifisch in den Genen der schweren Kette auf. Der typische Aufbau eines Immunglo-
bingenes ist in der Abbildung 1.2 dargestellt. Die anschlieBenden C (Constant)-Segmente

sind spezifisch fiir die Subtypen der schweren und leichten Kette der Immunglobuline.

Bei der Reifung der B-Plasmazellen kommt es zu einer Neuordnung der Gene. Dabei wer-
den nahezu zufallig aus allen Segmenten ein C-, ein J-, ein D- (bei den schweren Ketten)
und ein V-Segment ausgewahlt, mittels Rekombination miteinander kombiniert und das da-
durch entstehende Genprodukt fiir die Antikérperproduktion genutzt [24]. Durch die sehr
grole Anzahl an Kombinationsmoglichkeiten der C-,J-, D- und V-Segmente ist eine hohe

Antikorpervielfalt gewahrleistet.
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Abbildung 1.2: Aufbau eines Immunglobulin-Gens. Das Gencluster fiir die schwere Kette besteht aus
V(Variable)-, D (Diversity)-, J (Joining)- und C (Constant)-Segmenten, wahrend die k-Kette aus V-, J-
und C -Segmenten aufgebaut ist. Jedem V-Segment geht ein kurzes L (Leader)-Segment voran. Das D-
Segment tritt spezifisch in den Genen der schweren Kette auf, wahrend die C (Constant)-Segmente spezifisch
fiir die Subtypen der schweren und leichten Kette der Immunglobuline sind. Bei der Reifung der Plasmazellen
kommt es zu einer somatischen Rekombination, sodass schlieBlich jeweils ein L-, V-, (D-), J- und C-Segment
miteinander verbunden sind. Diese werden transkribiert, die mRNA prozessiert und anschlielend translatiert.
Modifiziert nach Janeway [23]

1.2 Motivation

Bei der AL-Amyloidose kommt es zu einer Uberproduktion von freien Antikorperleichtketten
(FLC) infolge einer unkontrollierten Plasmazellvermehrung. Die FLCs akkumulieren mitein-
ander zu unloslichen Fibrillen und lagern sich in den Organen der Patienten ab, was zum
Organversagen und damit zum Tod der Patienten fiihrt. Auch bei Patienten mit Multi-
plen Myelom kommt es zu einer unkontrollierten Plasmazellvermehrung, die eine Uberpro-
duktion von Antikorpern oder deren Fragmente bewirkt. Allerdings zeigen die FLCs von
Multiplen-Myelom-Patienten normalerweise keine Tendenz zur Selbstaggregation, da nur
wenige Multiple-Myelom-Patienten zusatzlich eine AL-Amyloidose entwickeln, bei der sich

die FLCs akkumulieren und ablagern.

Der Vergleich der FLCs von AL-Amyloidose-Patienten mit denen von Multiplen-Myelom-

Patienten kann dazu beitragen, einen Einblick in die Ursachen der Proteinselbstaggregation
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zu erhalten. Allerdings stellen die Aminosauresequenzen ein groles Problem bei der Analyse
von FLCs dar, da sich diese analog zu den Antikorpern durch eine sehr grole Variabilitat
auszeichnen. Die Variabilitat eines Antikorpers soll ein moglichst grolles Abwehrpotential
von Krankheitserregern gewahrleisten, indem fiir jeden Krankheitserreger ein individueller
Antikorper zur Bekampfung vorhanden ist. Ein breites Repertoire an Antikorpern wird durch
eine Vielfalt an Genen fiir die Antikorper sowie durch somatische Mutationen erreicht. Das
Gencluster fiir die Aminosauresequenz eines Antikorpers besteht dabei aus drei bzw. vier
Segmenten bei der leichten bzw. schweren Kette. Fiir jedes Segment stehen mehrere ver-
schiedene Gene zur Verfligung, deren Kombination individuelle Antikorper ermoglicht. Bei
der Analyse von FLCs erschwert diese Varianz allerdings die Unterscheidung zwischen na-

tirlicher Vielfalt und krankhaften Veranderungen.

Als Ursachen fiir die Aggregation der FLCs werden UnregelmaBigkeiten in den Aminosaure-
sequenzen und das Auftreten von posttranslationalen Modifikationen diskutiert. Allerdings
konnte keine eindeutige Erklarung fir die Selbstaggregation der bis jetzt untersuchten und
in der Literatur beschriebenen FLCs gefunden werden [10]. Da die untersuchten FLCs keine
eindeutigen Ursachen erkennen lielen, lasst sich vermuten, dass die Neigung zur Aggregation
multifaktoriell ist. Dariiber hinaus konzentrierten sich die Analysen auf eine sehr begrenzte
Anzahl an unterschiedlichen FLCs aus Urinproben, wodurch eine begrenzte Aussagekraft der
Ergebnisse erwartet wird. Allerdings ist die FLC-Analyse derart aufwendig, dass Hochdurch-

satzuntersuchungen bis jetzt nicht durchfiihrbar sind.

Die Suche nach Auffalligkeiten in den Aminosauresequenzen wurde u. a. von Stevens et
al. [25,26] und Hurle et al. [27, 28] durchgefiihrt. Stevens et al. identifizierten die Stellen
27b, 31 und 61 als kritisch fiir die Ausbildung von amyloidogenen Strukturen: So erhoht der
Verlust eines Isoleucins an der Stelle 27b sowie des Arginins an der Stelle 61 die Neigung zur
Aggregation. Die Stelle 61 wurde auch von Hurle et al. als kritisch betrachtet. Als Erklarung
fiihrten diese den Verlust einer stabilisierenden Salzbriicke von dem Arginin 61 zur Asparag-
insaure 82 auf. Zusatzlich erhoht nach Stevens et al. das Auftreten einer Asparaginsaure an

der Stelle 31 die Tendenz zu amyloidogenen Ablagerungen.
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Andere Gruppen konnten bei der Suche nach posttranslationalen Modifikationen Dimeri-
sierungen, Fragmentierungen, N-Glykosylierungen, S-Cysteinylierung und S-Sulfonierungen
bei AL-Amyloidose-Patienten identifizieren [10,29-31]. U. a. zeigte Connors et al. [10] das
Auftreten einer Sulfonierung am Cystein C214. Fiir FLCs von Multiplen-Myelom-Patienten
wurden bis jetzt keine posttranslationalen Modifikationen beschrieben, da die meisten Grup-
pen sich bei der Ursachensuche fiir die Selbstaggregation auf AL-Amyloidose-Patienten be-

schrankten.

Fir die FLC-Analysen nutzen nahezu ausnahmslos alle Gruppen die FLCs aus dem Urin
von Patienten, da diese im Urin angereichert vorliegen und dadurch leichter isoliert werden
konnen. Die Analyse von FLCs aus dem Knochenmarksiiberstand wurde bis jetzt nicht be-
schrieben, da diese aus einer komplexeren Matrix aufgereinigt werden miissen, in der sie nicht
die Hauptkomponente bilden. Deren Analyse erscheint aber gerade interessant, da diese im
Knochenmark produziert wurden und daher weniger dem moglicherweise modifizierenden

Einfluss des Korpers ausgesetzt waren.

1.3 Posttranslationale Modifikationen

Bei einer posttranslationalen Modifikation (PTM) handelt es sich um eine kovalente Ver-
anderung von Proteinen, die co- oder posttranslational erfolgen kann und nicht im Genom
codiert ist. Die Modifikation der Proteine kann dabei protein-, spezies- und gewebespezifisch
sein. Eine PTM kann in Form einer Addition oder Abspaltung von chemischen Resten an
einer Aminosaure, durch proteolytisches Prozessieren oder durch die Einfiihrung einer Quer-

vernetzung innerhalb des Polypeptides oder zwischen Peptiddomanen erfolgen [32].

Die PTMs eines Proteins haben unter anderen Einfluss auf die Proteinstruktur, Halbwerts-
zeit, Stabilitat, Faltung, Proteinlokalisation, Zell-Zell-Erkennung- und -Interaktion. AuRer-
dem spielen sie eine grolke Rolle bei der Signaltransduktion und haben dadurch eine ent-
scheidende Bedeutung bei der Regulation von zellularen Prozessen, wie der Zellteilung, dem
Wachstum, der Zelldifferenzierung und Apoptose. Eine PTM kann dabei reversibel oder

irreversibel erfolgen. Posttranslationale Modifikationen sind bei eukaryotischen Zellen weit
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verbreitet. Diese zeichnen sich mit tiber 300 bekannten Modifikationen durch eine enorme
Vielfalt aus [33]. Die haufigsten PTMs stellen dabei die Disulfidbriicken, die Phosphorylie-

rungen, die Sulfonierungen, die Acetylierungen sowie Glykosylierungen dar.

Die Detektion von PTMs kann mit verschiedenen Methoden durchgefiihrt werden. Es exis-
tieren enzymatische, radioaktive, immunchemische und fluoreszenzbasierte Methoden zur
Analyse von posttranslationalen Modifikationen. Dariiber hinaus bietet sich die massenspek-
trometrische Analyse zur Charakterisierung an, bei der die Veranderung des Molekularge-
wichtes durch die PTM gemessen wird. Eine MS/MS-Analyse kann aulerdem durch das
Auftreten von charakteristischen Massedifferenzen Aussagen iiber die Lokalisation der PTM

treffen.

1.3.1 Sulfonierung

Bei einer Sulfonierung handelt sich um eine PTM, bei der eine -SOs-Gruppe auf das Peptid
ibertragen wurde. Eine Sulfonierung ist eine der bekanntesten enzymatischen Modifikatio-
nen bei endogenen Substanzen, z. B. bei Proteinen, Kohlenhydraten, Katecholaminen und
Ostrogensteroiden [34, 35]. Dabei wird die Sulfongruppe durch eine Sulfotransferase von
dem Sulfongruppendonor 3‘-Phosphoadenosin-5‘-phosphosulfat (PAPS) auf einen passen-
den Akzeptor libertragen. In der Gruppe der Sulfotransferasen sind sowohl cytosolische als
auch GOLGI-gebundene Transferasen bekannt, die intrazellulare Komponenten bzw. extra-
zellulare Proteine sulfonieren. Die Sulfonierung tritt dabei als O-, N- oder S-Sulfonierung

auf, wobei die O-Sulfonierung die am weitesten verbreitete darstellt [35].

Eine Sulfonierung hat eine monoisotopische Masse von 79.9568 Da! und kann nach der Un-
imod-Datenbank [36] an einem Serin, Threonin, Tyrosin oder Cystein als posttranslationale
Modifikation vorkommen. Die Unimod-Datenbank biete eine Ubersicht iiber bekannte Mo-
difikationen. Neben den monoisotopischen Massen sind u. a. die Aminosauren aufgefiihrt,
an denen die Modifikation vorhanden sein kann. Alle sulfonierten Aminosauren sind in dieser

Arbeit als sX gekennzeichnet, wobei X die Aminosaure darstellt.

thttp://www.unimod.org/modifications_ view.php?editid1=40
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1.3.2 Phosphorylierung

Eine Phosphorylierung stellt eine reversible Modifikation dar, bei der es zu der Ubertragung
einer HPO3-Gruppe kam. Die Phosphorylierung eines Proteins gilt als eine der wichtigsten
Mechanismen zur Regulation der intrazellularen Signaltransduktion, subzellularer Lokalisati-
on sowie dem Abbau von Proteinen [37,38], da diese zur Aktivierung oder Deaktivierung der
Proteine fiihren kann. Man schatzt, dass bis zu 30 % aller eukaryotischen Proteine phos-

phoryliert vorliegen konnen [33].

Die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung erfolgt dabei mit Hilfe von Kinasen bzw.
Phosphatasen. Die Kinasen iibertragen die y-Phospho-Gruppe von einem ATP oder einem
anderen Nukleosidtriphosphat auf das Protein. Die Ubertragung kann als O-, N- und S-

Phosphorylierung stattfinden, wobei die O-Phosphorylierung am weitesten verbreitet ist [37].

Die monoisotopische Masse einer Phosphorylierung betragt 79.9663 Da und unterscheidet
sich dadurch nur minimal von einer Sulfonierung. Ahnlich wie die Sulfonierung kommt eine
Phosphorylierung hauptsachlich an den Aminosauren Serin, Threonin und Tyrosin vor [38],
allerdings konnen nach der Unimod-Datenbank in Ausnahmefallen auch die Aminosauren As-
paraginsaure, Histidin, Cystein und Arginin phosphoryliert als posttranslationale Modifikation

vorhanden sein?. Phosphorylierte Aminosauren sind in dieser Arbeit als pX gekennzeichnet.

1.3.3 Methylierung

Bei einer Methylierung wird eine CH»>-Gruppe von dem Methylgruppendonor S-Adenosyl-
methionin (SAM) durch Methyltransferasen auf die Peptidkette ilibertragen. Dabei kann
die Ubertragung auf alle nukleophilen N-, O-, S- und C-Gruppen an Aminosiuren erfolgen.
Nach der Unimod-Datenbank kann eine Methylierung an einem Lysin, Arginin, Cystein, His-
tidin, Asparagin und Glutamin stattfinden. Die Methylierung am Lysin und Arginin stellt
aber die bekannteste Methylierung dar. Die Methylierung spielt eine wichtige Rolle bei der
RNA-Prozessierung, der Regulation der Genexpression, der Signaltransduktion und der DNA-

Reparatur sowie bei dem Zellwachstum und -differenzierung. Insbesondere die Methylierung

2http:/ /www.unimod.org/modifications _ view.php?editid1=21
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von Histonen wurde in zahlreichen Veroffentlichungen als das Anwendungsbeispiel fiir eine

Methylierung beschrieben. [39-44]

Die monoisotopische Masse einer Methylierung betragt 14.0157 Da3. Bei dieser handelt es
sich um eine stabile Modifikation, die mittels Massenspektrometer und HCD-Fragmentierung

analysiert werden kann. Methylierte Aminosauren sind in dieser Arbeit als mX dargestellt.

1.3.4 O-GIcNAc-Glykosylierung

Bei einer O-GIcNAc-Glykosylierung kommt es zur Addition von einem N-Acetylglucosamin an
ein Serin oder Threonin. Die Masse des Peptids erhoht sich dadurch um 203.0794 Da*. Die
O-GIcNAc-Glykosylierung stellt eine weitverbreitete Modifikation bei zytosolischen Proteinen
sowie Kernproteinen dar und reguliert dabei biologische Prozesse wie die Transkription, die
Translation, die Stressantwort von Zellen, die Apoptose sowie die Signaltransduktion. Auler-
dem gibt es Hinweise, dass die O-GIcNAc-Glykosylierung bei der Entstehung von Diabetes
mellitus, bei neurodegenerativen sowie bei kardiovaskularen Erkrankungen eine wichtige Rol-

le spielt.

Die O-GIcNAc-Modifikation ist eine reversible PTM, die durch O-GIcNAc-Transferasen er-
folgt, wahrend die Abspaltung der O-GIcNAc-Gruppe durch die O-GlcNAcase durchgefiihrt
wird. Durch die Moglichkeit der reversiblen PTM dient die O-GIcNAc-Glykosylierung der
Regulation der Proteinaktivitat. [45-50]

1.3.5 Acetylierung

Bei einer Acetylierung kommt es zu einer Ubertragung einer Acetylgruppe (CH5CO-) an den
N-Termius des Proteins oder an die e-Aminogruppe eines Lysins in der Peptidsequenz. Die
Acetylierung ist dabei eine der haufigsten posttranslationalen Modifikationen. So schatzen u.
a. Glozak et al. [51], dass 85 % der eukaryotischen Proteine eine Acetylierung tragen. Eine

Acetylierung kann ahnlich der Phosphorylierung eine regulatorische Wirkung fiir die Zelle ha-

3http://www.unimod.org/modifications  view.php?editid1=34
*http://www.unimod.org/modifications _ view.php?editid1=43
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ben. So hat eine Acetylierung u. a. bei der Genexpression, der Translation, dem Cytoskelett,
der Proteinstabilitat, der Qualitatskontrolle bei Proteinen sowie bei dem Kern-Cytoplasma-
Transport einen regulierenden Einfluss. Insbesondere die Acetylierung von Histonen zur Gen-

regulation ist seit langem als Beispiel bekannt [37,52-56].

Die irreversible N-terminale Acetylierung erfolgt durch das Enzym N-Acetyltransferase (NAT),
wahrend die Lysine durch die Lysin-Acetyltransferasen (KAT) reversibel acetyliert bzw. durch
die Lysin-Deacetylasen (KDAC) deacetyliert werden. Da Histone die ersten bekannten Lysin-
acetylierten Proteine darstellten, werden die KATs und KDACs haufig auch als Histon-Acetyl-
transferasen (HAT) bzw. Histon-Deacetylasen (HDAC) bezeichnet. Diese iibertragen die

Acetylgruppe vom Acetyl-Coenzym auf das Protein.

Die monoisotopische Masse einer Acetylierung betragt 42.0106 Da®. Die Unimod-Daten-
bank beschreibt neben der N-terminalen und Lysin-Acetylierung zusatzlich die Moglichkeit
der Acetylierung als PTM am Cystein, Serin und Threonin, allerdings werden in nahezu
allen Veroffentlichungen nur die N-Terminale Acetylierung und die Acetylierung am Lysin
erwahnt. Eine Acetylierung bleibt wahrend einer CID-Fragmentierung stabil, weshalb die
massenspektrometrische Analyse zur Identifikation und Lokalisation moglich ist [33]. Acety-

lierte Aminosauren werden in dieser Arbeit als aX dargestellt.

1.3.6 Prozessbedingte Modifikationen
1.3.6.1 Carbamidomethylierung

Zur Probenvorbereitung fiir die massenspektrometrische Analyse werden Proteine meist re-
duziert und alkyliert, um eventuell vorhandene Disulfidbriicken aufzulosen. Bei der Verwen-
dung des Alkylierungsreagenzes lodacetamid entsteht an den Cysteinresten die 57.0215 Da-
schwere Modifikation der Carbamidomethylierung®. Diese Modifikation wurde in dieser Arbeit

als cX gekennzeichnet.

Shttp://www.unimod.org/modifications  view.php?editid1=1
Chttp://www.unimod.org/modifications_ view.php?editid1=4
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1.3.6.2 Oxidation

Eine Oxidation von Aminosauren tritt meist als Addition eines Sauerstoffs auf, sodass nach
einer Oxidation eine Massedifferenz von 15.9949 Da beobachtet werden kann. Nach der
Unimod-Datenbank tritt eine Oxidation bei einer Asparaginsaure, Lysin, Asparagin, Pro-
lin, Tyrosin, Arginin, Cystein und Glycin als posttranslationale Modifikation auf, wahrend
die Oxidation am Phenylalanin, Methionin, Histidin und Tryptophan ein Artefakt darstellt’.
Oxidierte Aminosauren werden in dieser Arbeit als oX markiert. In biologischen Systemen
dient die Oxidation von bestimmten Aminosauren als Antioxidant, um so die Auswirkungen

von oxidativen Stress fiir die Zelle zu reduzieren [57-59].

1.4 Zielsetzung

In dieser Arbeit sollen die freien Antikorperleichtketten (FLC) aus dem Knochenmarksiiber-
stand von Patienten mit Multiplen Myelom bzw. mit Multiplen Myelom und AL-Amyloidose-
Beteiligung hinsichtlich des Auftretens von posttranslationalen Modifikationen (PTM) ana-
lysiert werden. Es gilt dabei sowohl die Identitat als auch die Lokalisation der PTMs zu
ermitteln. Fir die Analysen stehen jeweils drei Patientenproben von jeder Gruppe zur Ver-
fligung, welche dem k-Subtypen angehoren. FLCs vom A-Subtypen wurden in dieser Arbeit

nicht untersucht.

Fiir die Bereitstellung der FLCs fiir die massenspektrometrischen Messungen soll eine Auf-
reinigungsmethode etabliert werden. Diese soll die Isolierung der FLCs aus der komplexen
Probenmatrix Knochenmarksiiberstand gewahrleisten, bei der die FLCs nicht das Haupt-
protein bilden. Des Weiteren gilt es mit dieser Methode eine Reinheit der isolierten FLCs

sicherzustellen, die eine massenspektrometrische Analyse ermoglicht.

In der Vorbereitung der massenspektrometrischen Messungen miissen die Aminosaurese-
quenzen der FLCs ermittelt werden, da sich die freien Antikorperleichtketten analog zu einem

Antikorper durch eine grolse Variabilitat in der Sequenz auszeichnen. Die Aminosauresequenz

"http://www.unimod.org/modifications_ view.phpZeditid1=35
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einer FLC ist daher individuell fiir jeden Patienten, sodass diese nicht einer Datenbank ent-

nommen werden konnen.

Die aufgereinigten FLCs sollen hinsichtlich des Auftretens von posttranslationalen Modifi-
kationen mit Hilfe von MS/MS-Spektren analysiert werden. Die Spektren gilt es hinsichtlich
Sulfonierungen, Methylierungen, Acetylierungen und Glykosylierungen zu untersuchen.

Aulerdem sollen die FLC-Aminosauresequenzen statistisch auf die Verteilung der Amino-
sauren an jeder Stelle in der FLC-Sequenz analysiert werden. Es gilt Unterschiede in den
relativen Haufigkeiten von einzelnen Aminosauren zu identifizieren, die spezifisch den Patien-
tengruppen Multiples Myelom, AL-Amyloidose oder Multiples Myelom mit AL-Amyloidose-
Beteiligung bzw. einer Kontrollgruppe zugeordnet werden konnen. Zur Erhohung der statis-
tischen Signifikanz sollen neben den Sequenzen aus dieser Arbeit die FLC-Sequenzen aus
der AL-Base-Datenbank [60] verwendet werden, die einer der vier Subgruppen zugeordnet

werden konnen.
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2 Massenspektrometrie

2.1 Allgemeines Prinzip

Die Massenspektrometrie entwickelte sich in den letzten Jahren zu einem wichtigen Instru-
ment in der Proteom-Forschung, die unter anderem die Identifizierung und Charakterisierung
von Proteinen in komplexen Gemischen sowie die Ermittlung einer Proteinsequenz oder auch
die Erforschung von posttranslationalen Modifikationen ermdglicht [61]. Ein Massenspektro-
meter ist dabel ein hochprazises und sensitives Instrument zur qualitativen und quantitativen

Analyse, bei dem lonen nach deren Masse-zu-Ladungsverhaltnis (m/z) getrennt werden [62].

Ein Massenspektrometer besteht grundsatzlich aus einer lonenquelle, einem Massenanalysa-
tor und einem Detektor. Fur die lonisation werden unter anderem das Fast Atom Bombard-
ment (FAB), die Elektronensto (El)-, die chemische (Cl) bzw. die Elektrosprayionisation
(ESI) sowie die matrix-unterstiitzte Laserdesorption/lonisation (MALDI) genutzt. Bei der
Elektrosprayionisation und der MALDI handelt es sich um sehr sanfte lonisierungsmethoden,
die die lonisierung von grolen Biomolekiilen ermoglichen und dadurch in der Proteomics weit
verbreitet sind. Als Massenanalysatoren konnen Quadrupols, lonenfallen, Flugzeitanalysato-
ren (ToF) sowie magnetische und elektrische Sektorfelder eingesetzt werden. Im Bereich
des Life Sciences hat sich insbesondere die Verwendung der Orbitrap, der lonenfalle, des

Quadrupols und des Flugzeitanalysators durchgesetzt [63—65].

Ein wichtiger Bestandteil der massenspektrometrischen Analyse ist die Anwendung der
Tandem-Massenspektrometrie, welche auch als MSn bezeichnet wird. Bei dieser werden
mehrere Massenanalysatoren miteinander kombiniert, sodass eine mehrstufige massenspek-

trometrische Analyse von lonen moglich ist. Bei der Tandem-Massenspektrometrie konnen
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lonen in einem ersten Massenanalysator isoliert werden, anschlieBend konnen ausgewahlte lo-
nen fragmentiert und die entstandenen Fragment-lonen in einem weiteren Massenanalysator
untersucht werden. Bei der Tandem-In-Time-MSn-Analyse werden sowohl die MS- als auch
die MSn-Analysen zeitlich versetzt in einem Massenanalysator durchgefiihrt. Insbesondere die
lonenfalle ist dafiir geeignet. Die Tandem-Massenspektrometrie erlaubt die Strukturaufkla-
rung von Molekiilen, eine De-novo-Sequenzierung von Peptiden sowie die Identifikation und
Lokalisation von posttranslationalen Modifikationen. Bei der Tandem-Massenspektrometrie
konnen und werden unterschiedliche Massenanalysatoren miteinander kombiniert. Im Bereich
der Proteomics haben sich insbesondere die Verbindung eines Quadrupols mit einem Flug-
zeitanalysator zum sogenannten QToF, die Kombination aus drei Quadrupols zum Triple
Quad (TQ) sowie die Verwendung einer linearen lonenfalle zusammen mit einer Orbitrap

(LTQ Orbitrap) bewahrt.

2.2 lonenquellen

Die Aufgabe einer lonisierungsquelle ist die lonisierung und Uberfiihrung von Molekiilen in
die Gasphase. Je nach Ausgangsaggregatzustand und Empfindlichkeit der Probe haben sich

hierfiir unterschiedliche lonisierungsmethoden etabliert.

2.2.1 ESI

Die Elektrosprayionisation kann als Infusion, Nanospray oder in Kombination mit einer Flis-
sigchromatographie angewendet werden. Bei der ESI konnen geladene Molekiile, thermisch
labile und grole Biomolekiile aus einer Analyselosung desolvatisiert und dadurch in die Gas-
phase uberfiihrt werden. Fir den Desolvatisierungsvorgang wird die Analytlosung mit Hilfe
einer dinnen leitfahigen Kapillare verspriiht. Des Weiteren wird zwischen der Kapillare und
dem Massenspektrometer eine elektrische Spannung angelegt, deren Polung je nach Mess-
modus variiert. Eine schematische Darstellung der Elektrosprayionisation fiir Kationen ist
in der Abbildung 2.1 demonstriert. Bei der Analyse von Kationen stellt die Kapillare die
Anode und das Massenspektrometer die Kathode dar, zu denen die Kationen der Losung
beschleunigt werden. Die Anionen der Analytlosung werden an der positiv geladenen Kapil-

lare oxidiert und damit neutralisiert, wodurch eine kationische Analysenlosung entsteht. Die
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Elektrosprayionisation (ESI) fiir den Positiv-Modus zur
Detektion von Kationen. Die Kationen werden durch das elektrische Feld aus der Kapillare zu der Elektrode
im Massenspektrometer gezogen. Das Fliissigkeitsfilament zerfallt mit zunehmendem Abstand zur Kapillare in
kleine Tropfchen, die durch Evaporation des Losungsmittels kleiner werden und schlielich bei der Coulomb-
Explosion in kleinere Tropfchen zerspringen. Dieser Vorgang wiederholt sich bis einzelne lonen in die Gasphase
tibergegangen sind. Modifziert nach Lottspeich [37]

Kationen werden durch das elektrische Feld aus der Kapillare zu der Elektrode im Massen-
spektrometer gezogen und bilden dabei den sogenannten Taylor-Konus, der in einem diinnen
Filament miindet. Das Fliissigkeitsfilament zerfallt mit zunehmendem Abstand zur Kapilla-
re in kleine Tropfchen, die durch Evaporation des Losungsmittels kleiner werden, was zu
einer VergroBerung der Ladungsdichte fiihrt. Ubersteigen die abstoBenden Coulomb-Krafte
die Oberflachenspannung der Tropfchen, zerspringen diese in kleinere Tropfchen in der so-
genannten Coulomb-Explosion. Dieser Vorgang wiederholt sich bis einzelne lonen in die
Gasphase ilibergegangen sind. Die Evaporation des Losungsmittels kann zusatzlich durch die

Zufuhr von Warme und durch die Verwendung eines Vernebelungsgases beschleunigt werden.

2.3 Massenanalysatoren

Alle Massenanalysatoren trennen die lonen nach deren m/z-Verhéltnis. Dazu separieren sie
die lonen aufgrund von unterschiedlichen Flugzeiten, unterschiedlichem Verhalten im elek-

trischen bzw. magnetischen Feld oder durch die selektive Ejektion von lonen aus einem
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Detektor

lonen-
quelle

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung eines Quadrupols. Ein Quadrupol besteht aus vier parallelen
hyperbolisch geformten stabahnlichen Elektroden, an denen sowohl eine Wechsel- als auch Gleichspannung
anliegt. Dabei weisen gegentiiberliegende Elektoden die gleiche Polung und Phase auf, wahrend nebeneinan-
derliegende Elektroden die entgegengesetzte Polung und eine um 180° verschobene Phase zeigen. Gelangen
lonen von der lonenquelle in den Quadrupol, bewegen sie sich aufgrund der elektrischen Wechselwirkungen
auf Trajektorien durch den Quadrupol. In Abhangigkeit der gewahlten Gleich- und Wechselspannung gelangen
nur lonen mit einem bestimmten m/z auf stabilen Bahnen durch den Quadrupol (roter lonenstrahl). Andere
beriihren eine Elektrode, werden dadurch neutralisiert und durch ein Vakuum abgezogen (blauer lonenstrahl).

Modifiziert nach El-Aneed [62]

dreidimensionalen Einfangfeld [61]. Die verschiedenen Massenanalysatoren arbeiten dhnlich
wie die lonisierungsquellen im kontinuierlichen oder diskontinuierlichen Modus, weshalb klas-
sischerweise die beliebige Kombination von lonisierungsquellen und Massenanalysatoren nur
eingeschrankt moglich war. So wurden und werden die MALDI typischerweise mit Flug-
zeitanalysatoren und ESI mit lonenfallen und Quadrupolen kombiniert. Neuere technische
Entwicklungen ermoglichen jedoch nahezu jede Kombination aus lonisierungsquelle und Mas-

senanalysator [61].

2.3.1 Quadrupol

Der Quadrupol ist ein Massenfilter, der aus vier parallelen hyperbolisch geformten stabahn-
lichen Elektroden besteht, wie sie in der Abbildung 2.2 dargestellt sind. An den Elektroden
liegt sowohl ein Gleich- als auch ein Wechselspannungsfeld an, wobei gegeniiberliegende
Elektroden die gleiche Polaritat der Gleichspannung und die gleiche Phase der Wechselspan-
nung aufweisen. Nebeneinanderliegende Elektroden haben eine entgegengesetzte Polaritat

und eine um 180° verschobene Phase der Wechselspannung.
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Abbildung 2.3: Aufbau einer lonenfalle. Diese besteht aus einer Ringelektrode und zwei Endkappen, in denen
sich kleine Offnungen zum Ein- und Auslass der lonen befinden. Im Inneren der lonenfalle bewegen sich die
lonen in Abhangigkeit des m/z-Verhaltnisses auf stabilen Kreisbahnen. Modifiziert nach Lottspeich [37]

lonen aus der lonisierungsquelle interagieren mit dem elektrischen Feld des Quadrupols und
bewegen sich auf komplexen Oszillationen durch den Quadrupol. Dabei gelangen bei einer
bestimmten Kombination aus Gleich- und Wechselspannung nur lonen mit einem spezifi-
schen m/z auf stabilen Bahnen durch den Quadrupol zu dem Detektor, an welchem sie
registriert werden konnen. Andere lonen beriihren die Elektroden, werden an diesen neutrali-
siert und im anliegenden Vakuum abgezogen. Durch das Scannen von verschiedenen Gleich-
und Wechselspannungskombinationen kann der lonenstrahl auf samtliche m/z nacheinander

abgesucht werden.

2.3.2 lonenfalle

Eine lonenfalle dient dem Einfangen von lonen und deren massenspektrometrischen Analyse.
Dabei arbeitet sie nach einem ahnlichen Prinzip wie der Quadrupol. Eine lonenfalle besteht
aus einer Ringelektrode und zwei Endkappen, an die eine elektrische Wechselspannung an-
gelegt wird. In den Endkappen existieren kleine Offnungen zum Ein- bzw. Auslass der lonen.

Eine bildliche Darstellung einer lonenfalle befindet sich in der Abbildung 2.3. Aufgrund des
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elektrischen Feldes bewegen sich die lonen in der lonenfalle auf stabilen Bahnen. Im Ge-
gensatz zum selektiven Quadrupol wird der Betrag der Gleich- und Wechselspannung so
gewahlt, dass sich moglichst viele lonen auf stabilen Bahnen bewegen konnen. Nach dem
Stabilitatsdiagramm der Mathieuschen Gleichung ist dies im Wechselspannungsmodus (rf-
only-Modus) besonders gut moglich. Durch die Variation der angelegten Wechselspannung
verlassen einzelne lonen m/z-spezifisch die stabilen Bahnen und damit die lonenfalle und
konnen im Anschluss daran detektiert werden. Durch einen kontrollierten Wechsel der an-

gelegten Spannung konnen die lonen nach deren m/z-Verhaltnis gescannt werden.

Die lonenfalle existiert auch als lineare lonenfalle. Dabei handelt es sich um einen Quadru-
pol, an dessen Enden eine zusatzliche Spannung anliegt, wodurch die lonen den Quadrupol
nicht verlassen konnen. Eine lineare lonenfalle wird haufig als Speicherzelle zur Lagerung und

Anreicherung von lonen genutzt.

Mit der lonenfalle ist eine MSn-Analyse moglich, bei der theoretisch unendlich viele MS-
Stufen eines Vorlauferions untersucht werden konnen. Dazu werden alle lonen mit Ausnahme
des Vorlauferions aus der Falle entfernt, ein Kollisionsgas eingeleitet und die entstandenen
Fragment-lonen mit der lonenfalle analog zur MS1-Messung analysiert. Dieser Vorgang kann
beliebig wiederholt werden. Allerdings stehen aufgrund der Selektion der Vorlauferionen fiir
jeden weiteren Vorgang weniger lonen zur Verfligung, sodass irgendwann die Sensitivitat der

lonenfalle nicht mehr ausreichend ist.

Ein Problem der lonenfalle stellt der low mass cut-off dar. Bei der Fragmentierung eines
Vorlauferions in einer lonenfalle wird eine Wechselspannung gewahlt, die ausreichend Energie
fur den Fragmentierungsschritt zur Verfliigung stellt. Bei einer ausreichend grolen Wechsel-
spannung bewegen sich lonen mit einem kleineren m/z als 1/3 des m/z des Vorlauferions
nicht auf stabilen Bahnen und konnen dadurch nicht detektiert werden [66]. In der Peptid-
und PTM-Analytik kann dieser low mass cut-off zum Problem werden, da Fragment-lonen
und Immonium-lonen mit kleinen m/z zur Identifizierung und Lokalisierung von posttransla-

tionalen Modifikation notwendig sein konnen.
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Abbildung 2.4: Schematischer Aufbau einer Orbitrap. Eine Orbitrap besteht aus einer Zentralelektrode, die
von zwei AuBenelektroden umschlossen wird. Die lonen in einer Orbitrap bewegen sich aufgrund des Gleichge-
wichtes aus anziehenden elektrostatischen Kraften und der Zentrifugalkraft auf elliptischen Trajektorien um die

Zentralelektrode. Modifiziert nach Hu [67]

2.3.3 Orbitrap

Eine Orbitrap ist eine lonenfalle, bei der die lonen durch ein elektrostatisches Feld auf Bah-
nen gehalten werden. Sie besteht aus einer Zentralelektrode, die von zwei Aulenelektroden
umschlossen wird. Eine schematische Darstellung einer Orbitrap ist in der Abbildung 2.4
dargestellt. Die lonen in einer Orbitrap bewegen sich aufgrund des Gleichgewichtes aus an-
ziehenden elektrostatischen Kraften und der Zentrifugalkraft auf elliptischen Trajektorien

um die Zentralelektrode.

Fir die massenspektrometrische Analyse von lonen nutzt die Orbitrap die axialen Oszil-
lationen der lonen, deren Winkelgeschwindigkeit w abhangig vom m/z-Verhaltnis ist. Der
Zusammenhang ist in der Gleichung 2.1 beschrieben, wobei k eine geratespezifische Kon-

stante ist.

w= mL/z (2.1)

Die axialen Oszillationen werden detektiert und mit Hilfe der Fourier-Transformation den

einzelnen m/z zugeordnet, wodurch Riickschliisse auf vorhandene lonen in der Analyselosung

moglich sind.
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Die Injektion der lonen in die Orbitrap erfolgt mit Hilfe der C-Trap, welche die lonen sam-
melt, abkiihlt und diese stoBweise in die Orbitrap tberfiihrt. Bei der C-Trap handelt es
sich um einen Quadrupol, der im rf-only-Modus betrieben wird. Prinzipiell ist in der Or-
bitrap eine Fragmentierung der lonen moglich. Allerdings wird diese meist in der C-Trap
durchgefiihrt, da diese auch eine HCD-Fragmentierung ermoglicht. Bei neueren Orbitrap-
Hydrid-Massenspektrometern findet die Fragmentierung in einer separaten HCD-Zelle statt

und die C-Trap wird nur als lonenanreicherungsstelle vor der MS-Messung verwendet.

2.4 Fragmentierung

Bei der MS/MS-Analyse werden Vorlaufer-Molekiile ausgewahlt, fragmentiert und erneut
massenspektrometrisch vermessen. Die Dissoziation der Vorlaufer-Molekiile erfolgt meist
durch Zugabe von Energie, welche u. a. in Form einer Kollision mit einem Gas, durch Kollision

mit einer Oberflache oder durch Photonenadsorption maglich ist [68].

2.4.1 Kollisionsinduzierte Fragmentierung von Peptiden

In der Peptid- und Proteinanalytik kommt am haufigsten die CID-Fragmentierung zur An-
wendung [69]. Die kollisionsinduzierte Dissoziation (CID) wird auch als kollisionsaktivierte
Dissoziation (CAD) bezeichnet. Dabei werden protonierte Vorlauferionen mit der Hilfe eines
elektrischen Feldes beschleunigt und kollidieren im Anschluss daran mit einem neutralen in-
erten Gas. Am haufigsten wird hierfiir Stickstoff verwendet. Die Translationsenergie wird bei
dem Aufprall in Vibrationsenergie umgewandelt, welche sich gleichmalig auf das Vorlaufer-
Molekiil verteilt. Bei dem Ubersteigen der Bindungsenergie kommt es zum Bruch der Bin-
dung, wobel die schwachste Bindung als erstes bricht. Bei einem Peptid ist die Amidbindung
haufig die schwachste Bindung, wodurch bei einer CID-Peptidfragmentierung y- und b-lonen
entstehen. Der Mechanismus fiir den Bindungsbruch ist in der Abbildung 2.5 schematisch

dargestellt. [70-72]
Die Position des Bindungsbruches wird haufig anhand des Mobilen-Proton-Modells erklart

[73]. Dies besagt, dass sich Protonen zuféllig liber das Molekiil des Vorlauferions verteilen

und der Bindungsbruch an dem Aufenthaltsort des Protons stattfindet. Bei dem Vorhanden-
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Abbildung 2.5: Fragmentierungsmechanismus CID. Bei der CID von Peptiden entstehen b- und y- lonen.
Die Position des Bindungsbruches wird haufig anhand des Mobilen-Proton-Modells erklart, nach der sich Pro-
tonen zufallig iiber das Vorlaufer-Molekiil verteilen und der Bindungsbruch an dem Aufenthaltsort des Protons
stattfindet. Modifiziert nach Paizs et al. [72]

sein von basischen Aminosauren kommt es zur Akkumulation der Protonen an den basischen
Aminosauren, sodass es an diesen Stellen zum vermehrten Bindungsbruch kommt. In Folge

dessen sind liickenhafte y- und b-Serien vorhanden.

Bei dem Vorhandensein von PTMs an dem Peptid konkurrieren die PTM-Peptid-Bindungen
mit den Amidbindungen um das Proton. Bei besonders elektronegativen PTMs, wie der
Sulfonierung oder der Phosphorylierung, ist der Bindungsbruch an der PTM-Peptid-Bindung
wahrscheinlicher als an der Amidbindung, sodass diese CID-Spektren haufig nur das Vorlau-

ferion ohne PTM sowie vereinzelte y- und b-lonen enthalten [74].

Eine Sonderform der CID stellt die HCD-Fragmentierung (Higher-energy Collisional Disso-
ciation) dar. Bei dieser wird eine hohere Wechselspannung an die Kollisionszelle angelegt,
wodurch die lonen auf hohere Energien beschleunigt werden. Aufgrund der hoheren Ak-
tivierungsenergie zeigen die lonen bei der HCD nach der Kollision haufiger ein besseres

Fragmentierungsmuster als nach der CID.

27



Massenspektrometrie

@ .
e + HZ/N C/NHZ
H H)
0 (0] (O 10)
R1 || /\/H || R1 || H ||
A WY e
oNH3 0 oNHs 0
oNH3 oNHs
HN H,N
"o o o o i
" N P - : m/u\/H H
NXNH H || OH H || OH
oNH3 + (6] oNH3 o
c-lon z-lon
NH, oNH;

Abbildung 2.6: Fragmentierungsmechanismus ECD. Bei der ECD-Fragmentierung reagiert ein Elektron mit
niedriger Energie mit dem Vorlauferion unter Bildung von z-, z+1- und c-lonen durch den Bruch der C,-N-
Bindung. Modifiziert nach Syka [74]

2.4.2 ECD/ETD

Bei der Elektroneneinfangdissoziation (ECD: Electron Capture Dissociation) reagiert ein
Elektron mit niedriger Energie (near thermal electron) mit dem Vorlauferion unter Bildung
von z-, z+1- und c-lonen durch Bruch der C,-N-Bindung [70,71,75,76]. Bei dem z+1-lon kam
es im Vergleich zum z-lon zu einer Umlagerung eines H-Atoms. Da beide den C-terminalen

Teil des Peptides abbilden, werden diese im Ergebnisteil als z/z+1-lonen zusammengefasst.

Der ECD-Fragmentierungsmechanismus ist in der Abbildung 2.6 dargestellt. Dieser ist unab-
hangig von der Riickgratprotonierung, wodurch es zu keiner Konkurrenz mit einer posttrans-
lationalen Modifikation kommt. ECD-Spektren zeichnen sich deshalb durch bessere z/z+1-
und c-lonen-Serien aus, dessen lonen meist auch eine labile PTM wie die Sulfonierung bein-

halten [74].
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Bei der ETD-Fragmentierung (Electron Transfer Dissociation) werden radikalische Anio-
nen verwendet, die ein Elektron auf das Vorlauferion tbertragen. Insbesondere die Anionen
Anthrazen und Azobenzen kommen hierbei zur Anwendung. Der Reaktionsmechanismus ist
analog zur ECD-Fragmentierung, wodurch auch bei der ETD-Fragmentierung z-, z+1- und

c-lonen erwartet werden.

2.5 PTM-spezifisches Fragmentierungsverhalten

2.5.1 Sulfonierung

Die massenspektrometrische Analyse von Sulfonierungen kann sowohl im CID- als auch ETD-
Modus durchgefiihrt werden. Dabei kann ein charakteristisches Verhalten in Abhangigkeit
der gewahlten Fragmentierungsmethode beobachtet werden. Bei der Sulfonierung handelt
es sich um eine labile posttranslationale Modifikation, die bei einer CID-Fragmentierung ab-
gespalten wird. Ein CID-Spektrum eines sulfonierten Peptids zeichnet sich deshalb durch
das Vorhandensein des Vorlauferions mit einem Neutralverlust von 79.9568 Da (-SOs, im
folgenden 80 Da genannt) sowie durch y- und b-lonen aus, die ebenfalls einen Neutralverlust

von 80 Da aufweisen [35].

Bei der sanfteren ETD-Fragmentierung bleibt eine Sulfonierung erhalten und in den Spektren
befinden sich sulfonierte z/z+1- und c-lonen [77]. Durch den Verlust der Sulfonierung wah-
rend der CID-Fragmentierung kann in diesem die Position der Sulfonierung nicht bestimmt
werden. Da sie aber ein von der gleich schweren Phosphorylierung abweichendes Verhalten
zeigt, kann mit Hilfe der CID-Spektren zwischen diesen beiden Modifikationen unterschie-
den werden. Eine Lokalisation der PTM ist dann mit Hilfe der ETD-Spektren maoglich, da

in diesen sulfonierte lonen zu finden sind.

2.5.2 Phosphorylierung

In der massenspektrometrischen Analyse zeigt die Phosphorylierung sowohl fiir die CID- als
auch die ETD-Messung ein charakteristisches Verhalten. Analog zur Sulfonierung handelt

es sich bei der Phosphorylierung um eine labile Modifikation, die haufig bei einer CID-Frag-

29



Massenspektrometrie

mentierung abgespalten wird. Dabei kommt es durch eine (3-Eliminierung zum Verlust der
HsPO4-Gruppe (98 Da). CID-Spektren mit phosphoryliertem Threonin oder Serin zeichnen
sich deshalb haufig durch einen Hauptpeak aus, der dem Vorlauferion mit einem Neutralver-
lust von 98 Da entspricht. In seltenen Fallen tritt auch das Vorlauferion ohne Neutralverlust
auf. Bei einem phosphorylierten Tyrosin kann es aufgrund des aromatischen Ringes zu keiner
B-Eliminierung kommen, weshalb in dessen CID-Spektren meist das Vorlauferion ohne Neu-
tralverlust vorhanden ist. Es kann allerdings auch zum Auftreten des Vorlauferions mit einem
Neutralverlust von 80 Da (HPO3) kommen. Die y- und b-lonen bei einer Phosphorylierung
existieren unabhangig von der phosphorylierten Aminosaure in einem CID-Spektrum entwe-
der mit der PTM oder mit einem Neutralverlust von 98 Da. Im Gegensatz dazu kommen in
einem ETD-Spektrum die z/z+1- bzw. c-lonen ohne Neutralverlust inklusive der PTM vor,

wodurch eine Lokalisierung der posttranslationalen Modifikation erfolgen kann [38, 78-82].

Eine Abgrenzung zwischen der Sulfonierung und der fast gleich schweren Phosphorylierung
kann mit Hilfe der CID-Spektren anhand der Vorlauferionen sowie y- und b-lonen erfolgen,
die einen charakteristischen Neutralverlust zeigen. So kommen bei einer Sulfonierung die
Vorlauferionen mit einem Neutralverlust von 80 Da vor, wahrend bei der Phosphorylierung
diese mit der PTM oder mit einem Neutralverlust von 98 Da auftreten. Eine Ausnahme
bildet hier das phosphorylierte Tyrosin, das sich ahnlich zu einer Sulfonierung in einem Neu-
tralverlust von 80 Da auBern kann. Allerdings kann anhand der y- und b-lonen eindeutig
zwischen den beiden Modifikationen unterschieden werden, da diese bei der Sulfonierung
mit einem Neutralverlust von 80 Da und bei der Phosphorylierung von 98 Da auftreten. Zu-
satzlich kann die Abgrenzung bei einem Tyrosin durch das diagnostische lon von 216.04 Da
stattfinden, welches nur bei einer Phosphorylierung zu finden ist [32] und dem Immonium-lon

des phosphoryliertem Tyrosins entspricht.

2.5.3 O-GIcNAc-Glykosylierungen

Die O-GIcNAc-Glykosylierung stellt ahnlich der Sulfonierung eine labile posttranslationa-
le Modifikation dar, welche bei einer kollisionsinduzierten Fragmentierung wahrend einer

massenspektrometrischen Messung abgespalten wird. Die Identifizierung der O-GIcNAc-
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PTM kann jedoch neben der Erhohung der Vorlaufermasse um 203.0794 Da durch das
Auftreten der spezifischen diagnostischen lonen 204.0872, 186.0766, 168.0661, 144.0661,
138.0555 sowie 126.0555 erfolgen. Durch den Verlust der GIcNAc-Gruppe wahrend der
CID-Fragmentierung kann die PTM nicht lokalisiert werden. Die Position der Glykosylierung
kann jedoch mit Hilfe einer ETD-MS-Messung erfolgen, da die GIcNAc-Gruppe wahrend der
ETD-Fragmentierung erhalten bleibt. [45]
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3.1 Allgemeines Vorgehen

Zur Charakterisierung von freien Leichtketten und zur ldentifizierung von posttranslationalen
Modifikationen bei Patienten mit Multiplen Myelom bzw. bei Patienten mit Multiplen Mye-
lom und AL-Amyloidose-Beteiligung wurden sechs Patienten ausgewahlt, von denen jeweils
drei der jeweiligen Gruppe zugeordnet werden konnen. Von den Patienten wurde das Material
einer Knochenmarkbiopsie verwendet, welches durch Zentrifugation in zellfreien Uberstand
und zellhaltigen Bodensatz getrennt wurde. Aus den jeweiligen Bodensatzen wurden die
Myelomzellen isoliert, aus diesen die mRNA extrahiert und von dieser mittels PCR die Gen-
sequenz der tibermalig produzierten FLC mit Hilfe von FLC-spezifischen Primern abgeleitet.
Die resultierenden Gensequenzen wurden in die Aminosauresequenzen umgewandelt und die

erhaltenden Sequenzen mittels massenspektrometrischer Messung verifiziert.

Die zellfreien FLC-haltigen Uberstande wurden fiir die Analyse von posttranslationalen Mo-
difikationen genutzt. Dazu wurden die FLCs mittels Affinitatschromatographie isoliert, diese
mit Trypsin und Chymotrypsin verdaut und anschlieBend mittels Orbitrap massenspektrome-
trisch auf das Auftreten von PTMs untersucht. Fir die Sequenzverifizierung und die Iden-
tifizierung von posttranslationalen Modifikationen wurde die HCD-Fragmentierung gewahlt.
Zusatzlich wurde von den trypsinverdauten Peptidproben eine ETD-Messung zur Lokalisa-

tion von PTMs durchgefiihrt.
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3.2 Gerate und Materialien

3.2.1 Probenisolierung

Affinitatschromatographie

Geridte
Thermomixer:

Zentrifuge:

UV/Vis-Spektrometer:

Vakuumzentrifugel:

Materialien
Kopplungskit:
Affinitatschromato-
graphiesaulen:
Coupling-Puffer:
Quenching-Puffer:
Natriumborhydrid-
Losung:
Waschpufferl:
Waschpuffer2:
Elutionspuffer:
Tris-HCI-Losung:
Anti-k-Antikorper-
Losung:
BCA-Protein-Test:
BCA-Reagenz A:

BCA Reagent B:
BSA-Losung:

Thermomixer comfort
EBA 12
UV/Vis-Spektrometer Lambda EZ 210

Concentrator 5301

MicroLink™

-Protein-Coupling-Kit
AminoLink®-Plus-Coupling-Resin-
Spin-Saulen

0.1 M NazPOy4, 0.15 M NaCl, pH 7.2
1 M Tris-HCI, 0.05 % NaNs, pH 7.4

5 M Natriumborhydrid-Losung gelost in
0.01 M NaOH

1 M NaCl, 0.05 % NaN3

0.5 M NaCl, 0.025 % NaN;

Enthalt primare Amine, pH 2.8

1 M Tris-HCI
Sheep-Anti-Human-k-Antikorper

(1.0 mg/ml)
P/'erce®—BCA—Prote/n—Assay—K/t
enthalt Na,CO3, NaHCO3, Bicinchon-
insaure ((HO,CCgHsN)5), Natriumtar-
trat (C4H406Nas) in 0.1 M NaOH
enthalt 4 % CuSO,

Bovines Serumalbumin (0.125 mg/ml)
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Eppendorf
Hettich
PerkinElmer

Eppendorf

Thermo Scientific

aus Kopplungskit

aus Kopplungskit

aus Kopplungskit

aus Kopplungskit

aus Kopplungskit

1:1 Waschpufferl: H,O

aus Kopplungskit
Sigma

The Binding Site,
Birmingham, UK
Thermo Scientific

aus BCA-Test-Kit

aus BCA-Test-Kit

Thermo Scientific
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SDS-PAGE

Gerate
Elektrophorese-
System:

Spannungsgeber:

Materialien

Ladepuffer:

DTT-Losung:
IAA-Losung:
k-Standard:

GroBenmarker:

Gele:
Laufpuffer:

Farbereagenz fiir Gele:

NH,HCOs;:
ACN:

3.2.2 Enzymverdau

Geridte

Thermomixer:

Materialien
NH4HCO3;:
HCOOH:

XCell-Surel.ock™™-Mini-Cell-Elektro-
phorese-System

EPS301 Electrophoresis Power Supply

NuPAGE® L DS-(4X)-Ladepuffer
(enthalt SDS)

0.5 M DL-Dithiotreitol

1 M lodacetamid

k-FLC, Human-k-light-chain, 1 mg/ml
Novex® -Sharp-Pre-stained-Protein-
Standard

NuPAGE®-4-12 %-Bis-Tris-Mini-Gele
NuPAGE®-MOPS—SDS—Runn/'ng-
Puffer (50 mM MOPS (3-(N-Morpho-
lino)-Propansulfonsaure), 50 mM Tris,
0.1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 7.7)
Simp/yB/ueTM—SafeSta/n—L('jsung
Ammoniumhydrogencarbonat

Acetonitril (HPLC-Gradient-Grade)

Thermomixer comfort

Ammoniumhydrogencarbonat

Ameisensaure
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Invitrogen

Pharmacia

Invitrogen

Fluka Analytical
Sigma
Bethyl Labratories

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen
Fluka Analytical
Sigma

Eppendorf

Fluka Analytical
Fluka Analytical
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Trypsin:

Chymotrypsin:

Thermolysin:

3.2.3 PCR

PCR
PCR-Mix:

Primer:

HQO:

modifiziertes Trypsin®

(Sequencing grade)

a-Chymotrypsin  (Sequencing  grade,
aus dem Rinderpankreas)

Thermolysin

PCR-Master-Mix (2X)

(0.05 U/uL Tag-DNA-Polymerase, Re-
aktionspuffer, 4 mM MgCl,, je 0.4 mM
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP))
Primer

Reinstwasser

Aufreinigung PCR-Produkte

Ladepuffer2:

Agarosegel:

TAE-Laufpuffer:

Extraktionskit:

50 % Glycerin, 15 % Ficoll®, 10 mM
EDTA, 0.25 % Bromphenolblau

1 % Agarose mit 15 ul/I Ethidiumbro-
mid

40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH
7.5-8.0

GeneJET ™-Gel-Extraction-Kit

Promega

Sigma

Promega

Fermentas

Sigma
Millipore

Jeweills von Sigma

Jeweils von Sigma

Jeweils von Sigma

Fermentas

IDas Trypsin wurde zur Vermeidung der Autolysis selektiv an den Lysinen methyliert
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3.2.4 Massenspektrometrische Messung

Probenvorbereitung Massenspektrometrie

Geradte

Vakuumzentrifuge2: SpeedVac-SC-110A Savant

Materialien

ZipTips: ZipTip®u—ClS—Pipetten—Spitzen Merck Millipore

Aquilibrierungspuffer: 95 % H,O (LC-MS-Grade) Fisher Scientific
5 % ACN (LC-MS-Grade) Fisher Scientific
0.1 % Ameisensaure (MS-Grade) Fluka Analytical

Elutionspuffer: 40 % H,O (LC-MS-Grade) Fisher Scientific
60 % ACN (LC-MS-Grade) Fisher Scientific
0.1 % Ameisensaure (MS-Grade) Fluka Analytical

HCD-Messung

Geridte

Massenspektrometer:  Orbitrap Velos Pro™ Hybrid LTQ Thermo Scientific

Chromatographische EASY-nL C-1000-Fliissigchromato- Thermo Scientific

Trennung: graphie-System

Materialien

Vorsaule: Acclaim™-3 umPepMap™-100-Nano- Thermo Scientific
C18-LC-Saule (5 um PartikelgroRe,
Saulenabmessung: 75 um x 20 mm, mit
nanoViper™-Fittings)

Analytische Saule: EASY-Spray-PepMap-RSLC-C18- Thermo Scientific

Saule (2 um Partikelgroke, Saulenab-
messung: 50 um x 150 mm)

FlieBmittel A: 100 % H>O (Reinstwasser) PURELAB Ultra
0.1 % Ameisensaure (LC-MS-Grade) Sigma
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FlieBmittel B:

ETD-Messung

Geridte

Massenspektrometer:

Chromatographische

Trennung:

Materialien

Vorsaule:

Analytische Saule:

FlieBmittel A:

FlieBmittel B:

3.3 Patienten

Samtliche Analysen in dieser Arbeit wurden mit Proben von den oben genannten sechs Pati-
enten durchgefiihrt, welche an einer monoklonalen Gammopathie leiden. Fiir die Verwendung
der Patientenproben wurde die Zustimmung der Ethikkommission der medizinischen Fakul-
tat der Universitat Wiirzburg eingeholt. Die Proben fiir die Analysen wurden vom Institut
fur Medizinische Strahlenkunde und Zellforschung der Universitat Wiirzburg, Arbeitsgruppe
Prof. Dr. med. Ralf C. Bargou zur Verfiigung gestellt. Die Patienten Gl 1206, SC 1211 und
WS 1199 sind am Multiplen Myelom erkrankt, wahrend die Patienten EW 1046, SP 1070

100 % Acetonitril (LC-MS-Grade)
0.1 % Ameisensaure (LC-MS-Grade)

LTQ-Orbitrap-XL™
nanoACQUITY-UPLC®

C18—5ymmetry® (5 um PartikelgroRe,
Saulenabmessung: 180 um x 20 mm)
ACQUITY-UPLC® -BEH130-S3ule
(1.7 wm PartikelgroBe, Saulenabmes-
sung: 150 um x 100 mm)

99 % H,O (LC-MS-Grade)

1 % ACN (LC-MS-Grade)

0.1 % Ameisensaure (MS Grade)

1 % H,O (LC-MS-Grade)

99 % ACN (LC-MS-Grade)

0.1 % Ameisensaure (MS Grade)
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Sigma

Thermo Scientific

Waters®

Waters®

Waters®

Fisher Scientific
Fisher Scientific
Fluka Analytical
Fisher Scientific
Fisher Scientific

Fluka Analytical
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Tabelle 3.8: Ubersicht der Krankheitsparameter der Patienten. Aufgefiihrt sind fiir jeden Patienten, dessen
Proben fiir diese Arbeit verwendet wurden, die Zugehorigkeit zur Multiplen Myelom (MM)- bzw. Multiplen
Myelom mit AL-Amyloidose (MM/AL)-Beteiligung-Subgruppe, das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der
Probenentnahme, die Konzentration der FLCs im Knochenmark, das Verhaltnis aus den k- und A-FLKs sowie
in welchen Organen bei den AL-Amyloidose-Patienten Ablagerungen zu finden waren.

Patient = Subgruppe Alter k-FLC K/A Ablagerungen
Gl 1206 MM 46 Jahre 18600 mg/I 2580 -

SC 1211 MM 76 Jahre 83 mg/I 68 -

WS 1199 MM 48 Jahre 4550 mg/I 542 -

EW 1046 MM /AL 61 Jahre 910 mg/I 87 Niere

SP 1070 MM /AL 55 Jahre 2560 mg/I 1292 Niere

KR 1159 MM /AL 59 Jahre 4040 mg/! 3673 Niere

und KR 1159 ebenfalls am Multiplen Myelom leiden, dariiber hinaus aber auch eine AL-
Amyloidose ausgebildet haben. Bei allen sechs Patienten werden freie Leichtketten (FLC)
vom k-Subtypen libermaRig produziert. Eine Liste mit wichtigen Krankheitsparametern ist

in der Tabelle 3.8 zusammengefasst.

3.4 Probenvorbereitung

3.4.1 Isolierung der FLCs mittels Affinitatschromatographie
3.4.1.1 Antikorperkopplung an Affinitdtschromatographiesaulen

Fir die Isolation der FLCs wurden monoklonale Antikorper gegen k-FLCs kovalent an Affini-
tatschromatographiesiulen gebunden. Die Kopplung erfolgte mit dem MicroLink ™-Protein-
Coupling-Kit und mit Sheep-Anti-Human-x-Antikorpern. Alle Kopplungs- und Waschschritte
wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Fir jeden Patienten wurde zur Vermeidung von
Kontaminationen zwischen den Proben eine individuelle Affinitatschromatographiesaule her-

gestellt.

Zur Vorbereitung der Kopplung wurden die Affinitatschromatographiesaulen dreimal mit

300 wl Coupling-Puffer gewaschen, anschlieBend je 200 ul Anti-k-Antikorperlosung mit 2 ul
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Natriumborhydrid-Losung aufgetragen und 4 Stunden bei 21 °C und 350 rpm im Thermo-
mixer sowie weitere 18 Stunden (iiber Nacht) bei 4 °C inkubiert. Danach wurden die Saulen
erneut je dreimal mit 300 ul Coupling-Puffer und dreimal mit 300 wl Quenching-Puffer ge-
waschen. Das Blockieren der freien Stellen am Saulenmaterial erfolgte im Anschluss durch
Zugabe von 200 ul Quenching-Puffer und 4 ul Natriumborhydrid-Losung wahrend einer 30-
minttigen Inkubation. Danach wurden die Saulen dreimal mit 300 ul Waschpufferl und drei-
mal mit 300 wl Coupling-Puffer gewaschen. Alle Losungen wurden stets durch 1-miniitiges

Zentrifugieren bei 1000g von den Saulen entfernt. Die Lagerung der Saulen erfolgte bei 4 °C.

Der Erfolg der Antikorperkopplung wurde mit dem P/'erce@—BCA—Protein-Assay—K/t uber-
priift, welches die Gesamtproteinmenge in einer Losung bestimmt. Der BCA%-Test basiert
auf der Reduktion von Cu?t zu Cu™ durch Proteine im alkalischen Medium, welches mit der
Bicinchoninsiure einen violetten Farbkomplex bildet. Fiir die Uberpriifung des Kopplungser-
folges wurde die verbliebene Proteinmenge in der aufgetragenen Antikorperlosung nach der
Kopplungsreaktion gemessen. Dafiir wurden 2 ml Reagenz A mit 40 ul Reagenz B sowie
100 ul der verbliebenen Antikorperlosung gemischt, die Mischung bei 37 °C 30 Minuten
inkubiert und anschlieBend auf Raumtemperatur abgekiihlt. Die Quantifizierung der Prote-
inmenge erfolgte photometrisch bei 562 nm, wobei H,O als Referenz und zum Nullabgleich
verwendet wurde. Die Kalibrierung erfolgte als Ein-Punkt-Kalibrierung mit einer BSA-L6sung
(0.125 mg/ml), deren Proteinkonzentration ebenfalls mittels BCA-Test nach dem gleichen
Protokoll bestimmt wurde. Die photometrischen Messungen wurden als Doppelbestimmung

durchgefiihrt.

3.4.1.2 Affinitatschromatographie

Mit den selbstgekoppelten Affinitatschromatographiesaulen wurden fiir alle Patienten die
FLCs aus je 200 pl Knochenmarksiiberstand isoliert. Die Aufarbeitung wurde mit den Rea-
genzien des MicrolLink™-Protein-Coupling-Kit durchgefiihrt. Dazu wurde der Knochen-
marksuberstand auf die Affinitatschromatographiesaulen aufgetragen und zwei Stunden bei
21 °C und 350 rpm im Thermomixer inkubiert, wobei die Proben zusatzlich alle 15 Minu-

ten zehnmal manuell invertiert wurden. Im Anschluss daran wurden sie dreimal mit 300 ul

2Bicinchoninsiure
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Waschpuffer2 und dreimal mit 300 wl Coupling-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit
zweimal 100 ul Elutionspuffer und jeweils 15-mintitigem Inkubieren bei 21 °C und 350 rpm im
Thermomixer. Die Eluate wurden im Anschluss mit 10 ul 1 M Tris-HCI neutralisiert und auf

ca. 10 ul in der Vakuumzentrifugel ohne Temperaturregelung bei 1400 rpm eingedampft.

3.4.2 Praparative SDS-PAGE

Im nachsten Schritt wurden die isolierten FLCs in einem praparativen SDS-PAGE von ande-
ren co-eluierten Proteinen getrennt. Dazu wurden die Eluate der Affinitatschromatographie
zunachst nach dem Protokoll des Zentrums fiir Biosystemanalyse (zbsa, Freiburg®) reduziert
und alkyliert. Fir die Reduktion und Alkylierung wurden die Proben mit 3 ul NuPAGE® -
LDS-(4X)-Ladepuffer und 1.5 ul 0.5 M DL-Dithiotreitol (DTT) gemischt, zehn Minuten
bei 70 °C und 350 rpm im Thermomixer inkubiert und anschlieBend auf Raumtemperatur
abgekiihlt. Danach wurde zu den Proben 2 ul 1 M lodacetamid (IAA) gegeben und die-
se 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach der Zugabe von weiteren
1.5 ul DTT wurden die Proben erneut bei Raumtemperatur und im Dunkeln inkubiert. Als
GroRenreferenz wurden 3 pl k-FLC-Standard mit 7 ul H,O gemischt und nach dem gleichen
Protokoll behandelt. Alle Proben wurden in einem SDS-PAGE-Gel aufgetragen. Als Groken-
marker dienten 10 pl Novex®—Sharp—Pre—stained—Protein—Standard.

Die SDS-PAGE wurde in dem XCel/—SureLockTM—/\/Iin/-Ce//-EIektrophorese—System mit den
NuPAGE® _4-12 %-Bis- Tris-Mini-Gelen durchgefiihrt. Je nach vorhandenem Probenmateri-
al wurden 9-, 10- oder 11-Kammer-Gele verwendet. Es wurde stets der NuPAGE®-/\/IOP5—
SDS-Running-Puffer genutzt. Die Elektrophorese erfolgte bei 200 V fiir 50 Minuten. Nach
der SDS-PAGE wurden die Gele zweimal fiir zehn Minuten in H,O gespiilt und anschlielend

zum Anfarben 90 Minuten in der S/mplyB/ueTM-SafeStain—L'dsung inkubiert.

Aus den Gelen wurden die 23 kDa-FLC-Banden ausgeschnitten und mit Hilfe eines Skalpells
in moglichst kleine Stiicke zerschnitten. Das Entfarben der Gelstiicke erfolgte durch Inku-

bation in zunachst 100 pl 70 : 30 100 mM NH4HCO3 : ACN und anschlieBend in 100 pl

3http:/ /www.zbsa.uni-freiburg.de/files/proteomics _protocol for reduction and alkylation _invitrogen
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100 mM NH4HCOj3 fiir zehn Minuten bei Raumtemperatur. Diese beiden Entfarbungsschrit-
te wurden einmal wiederholt und die Gelstiicke im Anschluss daran fiinf Minuten in ACN
dehydriert. Danach wurden den Gelstiicken in der Vakuumzentrifugel ohne Temperaturre-
gelung bei 1400 rpm Reste von Losungsmitteln entzogen und diese bis zum Enzymverdau

bei 4 °C gelagert.

3.4.3 Enzymverdau

Fir den enzymatischen Verdau zur Vorbereitung der massenspektrometrischen Messung
wurden den Gelstiicken 10 pl 0.01 mg/ml Enzymlésung sowie 40 ul 100 mM NH4HCO3
hinzugefiigt und diese iber Nacht bei 350 rpm im Thermomixer inkubiert. Der peptidhaltige
Uberstand wurde in ein 0.5 ml-ReaktionsgefaR iiberfiihrt und das Gelstiick erneut 30 Minu-
ten in 5 %-iger Ameisensaure bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss daran wurden
die beiden Uberstande vereinigt und die Lésung direkt fiir die massenspektrometrische HCD-

Messung eingesetzt.

Fir alle sechs Patientenproben wurde ein Trypsin- und Chymotrypsinverdau zur Verifizierung
der mittels PCR ermittelten Aminosauresequenzen sowie zur Analyse von posttranslationalen
Modifikationen durchgefiihrt. Der Trypsinverdau wurde mit modifiziertem Trypsin* bei 37 °C
durchgefiihrt, wahrend fiir den Chymotrypsinverdau o-Chymotrypsin aus dem Rinderpankre-
as eingesetzt wurde. Dieser Verdau erfolgte bei Raumtemperatur. Die Proben EW 1046 und

SP 1070 wurden zusatzlich mit Thermolysin bei 70 °C verdaut.

Fiir die ETD-Messungen wurden die Proben zusatzlich mit ZipTip®u—C18—Pipetten—Spitzen
aufgereinigt. Dazu wurden den Proben nach dem Enzymverdau zunachst das Losungsmit-
tel in der Vakuumzentrifuge2 bei 1400 rpm und ohne Temperaturregelung entzogen und
anschlieBend in 20 ul Aquilibrierungspuffer resuspendiert. Die Pipettenspitzen wurden zur
Vorbereitung zweimal mit 10 ul 100 % ACN aktiviert und anschlieBend 10-mal mit 10 ul
Aquilibrierungspuffer dquilibriert. Die Bindung der Peptide erfolgte durch 20-maliges Ansau-
gen und Ablassen der Probe in den ZipTip®u—C18—Pipetten—Spitzen. AnschlieBend wurden

4Das Trypsin wurde zur Vermeidung der Autolysis durch den Hersteller selektiv an den Lysinen methyliert
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die Proben zweimal mit 10 ul Aquilibrierungspuffer gewaschen. Die Elution erfolgte mit 10 pl
Elutionspuffer. Im Anschluss daran wurde der Elutionspuffer in der Vakuumzentrifuge2 bei
1400 rpm und ohne Temperaturregelung entfernt und die Proben in 12 ul ETD-FlieBmittel A

aufgenommen und fiir die massenspektrometrischen Analysen eingesetzt.

3.5 Ermittlung der FLC-Aminosauresequenzen

3.5.1 PCR zur Bestimmung der Aminosauresequenzen

Fir die massenspektrometrische Identifizierung von posttranslationalen Modifikationen an
den FLCs werden die FLC-Peptidsequenzen bendtigt, um aus der Differenz zwischen den
gemessenen Massen der FLCs und den theoretischen Massen das Auftreten von posttrans-
lationalen Modifikationen erkennen zu konnen. Die Peptidsequenz wurde von der mRNA-
Sequenz der FLCs abgeleitet. Dafiir wurden Myelomzellen aus einer Knochenmarksprobe
isoliert, aus den Zellen die Gesamt-mRNA extrahiert und diese mittels Reverser Transkrip-
tase in cDNA umgewandelt, die die Gesamt-mRNA reprasentiert. Diese drei Einzelschritte
wurden am Institut fiir Medizinische Strahlenkunde und Zellforschung der Universitat Wiirz-
burg, Arbeitsgruppe Prof. Dr. med. Ralf C. Bargou durchgefiihrt, welches die cDNA fiir alle

sechs Patienten zur Verfiigung stellte.

Die gezielte Amplifizierung der FLC-cDNA erfolgte bei allen sechs Patienten durch eine
PCR mit FLC-spezifischen Primern. Die Primer wurden so gewahlt, dass der Primer | (for-
ward-Primer) vor der variablen Region in der leader-Region und der Primer Il (backward-
Primer) nach der variablen Region in der konstanten Region bindet, sodass die variable
Region der FLCs amplifiziert wird. Die Sequenz des forward-Primers® wurde anhand der
k-leader-Sequenzen aus der V-BASE-Datenbank® abgeleitet, wahrend die des backward-
Primers’ aus der Veroffentlichung [83] von Welschof et al. entnommen wurde. Fiir die PCR

wurde der PCR-Master-Mix (2X) verwendet. Je PCR-Ansatz wurden 25 ul PCR-Master-

SATGGACATGAGGGTCCCCGCT (entspricht der Aminosiuresequenz: MDMRVPA)
6V-BASE - The database of human antibody genes, MRC Centre for Protein Engineering (Cambridge, UK):

http://www2.mrc-Imb.cam.ac.uk/vbase/
"GAAGACAGATGGTGCAGCCACAGT (entspricht der Aminosiuresequenz: TVAAPSVF)
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Mix (2x) mit 19 ul H,O 2 ul 20 mM Primer |, 2 ul 20 mM Primer Il und 2 ul cDNA
gemischt. Bei der Negativkontrolle wurden die 2 ul cDNA durch 2 ul H,;O ersetzt. Die

PCR wurde nach folgendem Temperaturprofil durchgefiihrt:

1. 3 Minuten bei 95 °C
2. 30 Sekunden bei 95 °C
3. 30 Sekunden bei 55 °C
4. 1 Minute bei 72 °C

5. 39 x 2.-4.

6. 7 Minuten bei 72 °C

Je 25 ul der PCR-Ansatze wurden mit 5 pl Ladepuffer2 versetzt, in einem 1 %-igem pra-
parativen Agarosegel mit 15 pl/I Ethidiumbromid aufgetragen und bei 80 V 60 Minuten
in TAE-Laufpuffer aufgetrennt. Aus dem Gel wurden die PCR-Produkte fiir die Sequenzie-

T™_Gel-Extraction-Kit nach vorgegebenem Protokoll aufgereinigt.

rung mit dem GeneJE
Die DNA-Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte auler Haus durch die Firma LGC-
Genomics-GmbH (Berlin). Dabei wurden die PCR-Produkte sowohl in vorwarts- als auch
rickwarts-Richtung mit den forward- bzw. backward-Primern sequenziert, um durch die
Doppelsequenzierung aus zwei Richtungen eine hohere Zuverlassigkeit der Sequenzierergeb-

nisse zu erreichen.

Die erhaltenen Gensequenzen wurden mit dem ExPASy-Translate-Tool® [84] in die Ami-
nosauresequenzen Ubersetzt, wobei stets der offene Leserahmen (Open Reading Frame)
gewahlt wurde, welcher weder Start- noch Stopp-Codons in der Proteinsequenz erzeugte.
Von diesen Aminosauresequenzen wurden die Aminosauren der /eader-Region entfernt und
die Sequenz der konstanten Region erganzt, sodass die vollstandigen Aminosauresequenzen

der FLCs vorlagen. Die Sequenz der konstanten Region wurde der UniProtKB-Datenbank

8 EXPASy- Translate-Tool: Software zur Ubersetzung einer Nukleotidsequenz in die Proteinsequenz, SIB Swiss

Institute of Bioinformatics (Stand Februar 2012): http://web.expasy.org/translate/
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[85], Eintrag P01834, entnommen. Zur Uberpriifung der Aminosiuresequenz der konstan-
ten Region wurde nach Sequenzen der konstanten Region (Suchwort: kappa light chain C
region) und nach Aminosauresequenzen der Gesamt-FLC (Suchwort: kappa light chain) in
der UniProtKB-Datenbank gesucht. Darliber hinaus wurden alle k-FLC-Sequenzen aus der
AL-Base-Datenbank® extrahiert und fiir die ersten 100 Eintrage die Aminosiuresequenzen
der konstanten Region manuell miteinander verglichen. Die AL-Base-Datenbank stellt eine
Sammlung von FLC-Sequenzen dar, sodass deren Eintrage fiir die Uberpriifung der konstan-

ten Region geeignet ist.

3.5.2 Homologievergleich mit Sequenzen aus Proteindatenbanken

Die durch PCR ermittelten Aminosauresequenzen wurden zur Bestatigung einer k-FLC-
spezifischen Sequenz und zur Identifizierung der FLC-Subtypen auf Homologie mit ande-
ren Proteinsequenzen aus der UniProtKB/SwissProt- bzw. IMGT/GENE-Datenbank [86]
mit der Protein-blastp-1° bzw. IgBlast-Software!! verglichen. Die UniProtKB/SwissProt-
Datenbank stellt die grokte Sammlung von Gen- und Proteinsequenzen aller Lebewesen und
Viren dar, wahrend sich die IMGT/GENE-Datenbank auf Gen- und Proteinsequenzen von
Immunglobulinen und T-Zell-Rezeptoren konzentriert. Die Suche mit der UniProtKB/Swiss-
Prot-Datenbank diente dem ldentifizieren des Immunglobulinsubtypen. Die zusatzliche Su-
che mit der Immunglobulin-spezifischen IMGT/GENE-Datenbank sollte die Zuverlassigkeit
der Ergebnisse erhohen, da diese liber einen groleren Umfang an Immunglobulinsequenzen

verflgt.

Als Parameter wurden bei der Durchfiihrung der Datenbanksuche der Protein-blastp-Suche
die UniProtKB/SwissProt-Datenbank und als Organismus ,human* gewahlt, wahrend bei der
lgBlast-Suche die default-Einstellungen genutzt wurden, welche die Suche mit der IMGT/
GENE-Datenbank durchfuihren.

9 Amyloid-Light-Chain-Datenbank, Amyloid Treatment and Research Center Boston University School of

Medicine (Stand: Juni 2013): http://albase.bumc.bu.edu/aldb
0Programm zum Datenbankvergleich von Proteinsequenzen, NCBI National Center for Biotechnology Infor-

mation (Stand: Juni 2013): //blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
1Programm zum Datenbankabgleich von Immunglobulinproteinsequenzen, NCBI National Center for Biotech-

nology Information (Stand: Juni 2013): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/
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Tabelle 3.9: Zusammensetzung des Gradienten fiir die chromatographische Trennung bei der HCD-
MS-Messung.

Zeit [min] Dauer [min] % A % B
0 0 97 3
2 2 97 3
47 45 70 30
50 3 20 80
60 10 20 80

3.6 Massenspektrometrische Analyse

Alle sechs Proben wurden im HCD- und im ETD-Modus massenspektrometrisch vermessen.
Fir die HCD-MS-Messung wurde der Trypsin- und der Chymotrypsinverdau der jeweiligen
Probe eingesetzt, wahrend die ETD-MS-Messung mit dem Trypsinverdau der Proben durch-

gefiihrt wurde.

3.6.1 HCD-MS-Messung

Die HCD-MS-Messung wurde an einem Orbitrap Velos Pro™ Hybrid L TQ-Massenspektro-
meter durchgefiihrt. Fiir die MS1-Analyse wurde ein Messbereich von 250 bis 1700 m/z
verwendet. Die Fragmentierung erfolgte mittels HCD-Aktivierung und einer Kollisionsener-
gie von 30 eV. Fiir die Fragmentierung wurden die fiinf groBten Peaks (Top 5 Modus)
ausgewahlt. Die nachfolgende MS2-Messung startete bei einem m/z von 150 und endete
bei der Masse des Vorlauferions. Die Durchfiihrung und Auswertung der massenspektrome-
trischen Messungen erfolgte mit der Xcalibur™-Software (Thermo Scientific, Version 2.2).
Fir die Bereitstellung des Massenspektrometers und die Unterstiitzung bei den massenspek-
trometrischen Messungen danke ich Herrn Dr. Jens Vanselow und Herrn Prof. Dr. Andreas

Schlosser vom Rudolf-Virchow-Zentrum.

Fir die chromatographische Trennung wurde das EASY-nL C-1000-Fliissigchromatographie-
System mit einer RP18-Vorsiule (Acclaim™-3 umPepMap™-100-Nano-C18-LC) und einer
RP18-Saule (EASY-Spray-PepMap-RSLC-C18) bei einem Fluss von 300 nl/min verwendet.
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Tabelle 3.10: Zusamensetzung des Gradienten fiir die chromatographische Trennung bei der ETD-MS-

Messung.
Zeit [min] Dauer [min] % A % B
0 0 98 2
1 1 98 2
3 2 95 5
43 40 60 40
52 9 60 40
53 1 2 98
57 4 2 98
60 3 98 2
75 15 98 2

Die Vorsaule wurde mit 10 ul und die analytische Saule mit 4 ul der FlieBmittelkombi-
nation A : B = 97 % : 3 % aquilibriert. Die Trennung erfolgte mit dem in der Tabelle 3.9
beschriebenen Gradienten, bei dem 0.1 % Ameisensaure in 100 % H,O als FlieBmittel A und
0.1 % Ameisensaure in 100 % Acetonitril als FlieBmittel B eingesetzt wurden. Von jeder
Probe wurden 5 ul injiziert und schliekend mit 7 ul des FlieBmittels A auf die Vorsaule

geladen.

3.6.2 ETD-MS-Messung

Fiir die ETD-MS-Messung wurde das LTQ Orbitrap XL™-Massenspektrometer genutzt.
Die MS1-Analyse wurde im m/z-Bereich von 300 bis 2000 durchgefiihrt, wahrend die MS2-
Messung bei 50 begann und bei der Masse des Vorlauferions endete. Fiir die Fragmentierung
wurde der ETD-Modus mit Fluoranthen als Reagenz-Anion und einer Kollisionsenergie von
35 eV gewahlt. Diese wurde mit den drei intensivsten Peaks (Top 3-Modus) durchgefiihrt.
Fir die Bereitstellung des Massenspektrometers und der Hilfe bei den massenspektrometri-
schen Messungen mochte ich mich bei Frau Dr. Deborah Francoleon und Frau Prof. Dr.

Catherine E. Costello an der School of Medicine an der Boston University bedanken.
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Die chromatographische Trennung erfolgte am nanoACQUITY UPLC®—System mit einer
PR18-Vorsiule (Cig-Symmetn/®) und einer RP18-Saule (ACQUITY UPLC® BEH130).
Der fur die Trennung verwendete Gradient ist in der Tabelle 3.10 zusammengefasst, wobei
99 % H,O mit 1 % ACN und 0.1 % Ameisensaure als FlieBmittel A und 1 % H,O mit
99 % ACN und 0.1 % Ameisensaure als FlieBmittel B dienten. Von jeder Probe wurden
5 ul injiziert, welche zunachst fiir 4 Minuten bei einem Fluss von 4 ul/min mit einer

FlieBmittelkombination (A : B =98 % : 2 %) auf die Vorsaule geladen wurden.

3.7 ldentifizierung von PTMs

3.7.1 HCD-MS-Spektren

Zur |dentifikation der posttranslationalen Modifikationen wurden die HCD-MS-Spektren mit-
tels Mascot- [87] und Sequest-Algorithmus [88] analysiert. Der Mascot-Algorithmus gleicht
die m/z der Vorlaufer- und Fragmentionen mit Peptiden einer Datenbank ab, um im An-
schluss flir die Bewertung der Ergebnisse einen wahrscheinlichkeitsbasierten Algorithmus zu
nutzen. Der dadurch ermittelte Mascot-Score beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass der
Treffer signifikant und nicht zufallig ist. Der Sequest-Algorithmus identifiziert anhand des
m/z-Verhaltnisses des Vorlauferions durch einen Datenbankabgleich Peptide mit dem glei-
chen m/z. Die theoretisch ermittelten Fragmentionen der Peptide aus der Datenbank werden
mit den gemessene lonen des MS/MS-Spektrums verglichen und anhand einer Kreuzkorre-

lation das beste Ergebnis bestimmt.

Fiir die Mascot-Analysen wurden die Daten mittels Mascot Distiller (Matrix Science, Ver-
sion 2.4.3) prozessiert und anschlieBend iiber den Mascot-Server (Matrix Science, Version
2.5) der Datenbankabgleich vorgenommen. Ich danke Herrn Dr. Jens Vanselow sowie Herrn
Prof. Dr. Andreas Schlosser vom Rudolf-Virchow-Zentrum fiir die Bereitstellung der Soft-
ware und die Unterstiitzung bei der Durchfiihrung. Die Sequest-Analyse wurde mit dem
Proteome DiscovererTM—Programm (Thermo Scientific, Version 1.3.0.339) durchgefiihrt.
Fir die Bereitstellung der Software mochte ich mich bei der Arbeitsgruppe von Frau Prof.

Dr. Catherine E. Costello von der School of Medicine an der Boston University bedanken.
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Die folgenden Parameter wurden fiir die Analysen gewahlt:

Peptidtoleranz:
MS/MS-Toleranz:
Miscleavage-Rate:
Variable Modifikationen:
Sulfonierung:
Phosphorylierung:

Oxidation:

Carbamidomethylierung:

Acetylierung:
Methylierung:

Datenbank:

Enzyme:

5 ppm
0.02 Da

3

Serin, Threonin, Tyrosin

Serin, Threonin, Tyrosin

Methionin, Tryptophan, Histidin

Cystein

N-Terminus Protein, N-Terminus Peptid, Lysin
Asparaginsaure, Glutaminsaure

SwissProt, FLCs von den sechs Patienten aus dieser Ar-

beit, Kontaminationen

Semitrypsin (Trypsinverdaue) bzw.

Chymotrypsin (Chymotrypsinverdaue)

Die so ausgewahlten Spektren wurden im Anschluss manuell iiberpriift und auf Plausibilitat

der identifizierten posttranslationalen Modifikationen untersucht. Die theoretischen m/z der

y- und b-lonen wurden dazu mittels Protein Prospector'? (University of California, San

Francisco, Version 5.12.2) bestimmt.

3.7.2 ETD-MS-Spektren

Die ETD-MS-Spektren wurden mittels Mascot-Algorithmus analysiert und dafiir der offent-

lich verfiigbare Mascot-Server!® genutzt, bei dem die folgenden Parameter gewahlt wurden:

2Programm zur Zuordnung von Proteinen aus Datenbankeintrigen zu MS/MS-Messungen. U. a. konnen

die theoretischen m/z von Fragmentionen eines Peptides ermittelt werden: http://prospector.ucsf.edu/

prospector/mshome.htm

Bhttp://www.matrixscience.com/cgi/search _form.pl?FORMVER=2&SEARCH=MIS
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Peptidtoleranz: 1.2 Da
MS/MS-Toleranz: 0.3 Da
Miscleavage-Rate: 3

Variable Modifikationen:

Sulfonierung: Serin, Threonin, Tyrosin
Phosphorylierung: Serin, Threonin, Tyrosin
Carbamidomethylierung: Cystein

Datenbank: SwissProt

Enzyme: Semitrypsin

Die ETD-MS-Messungen der FLC-Proben dienten der Lokalisation der Sulfonierung im Be-
reich des Cysteins C194, welche mittels HCD-MS-Analyse identifiziert wurde. Da sich diese
Sulfonierung in der konstanten Region der FLCs befindet, war die spezifische Suche bei den
in dieser Arbeit beschriebenen FLCs nicht notwendig. Es konnte auf die offentliche Daten-

bank SwissProt zuriickgegriffen werden, die die Sequenz der konstanten Region enthalt.

Die ETD-MS-Messung wurde an der LTQ-Orbitrap durchgefiihrt, deren Spektren eine schlech-
tere Auflosung und groRere Fehler (accuracy) aufwiesen als die HCD-MS-Spektren der Orbi-
trap Velos Pro, weshalb die Fehlertoleranzen fiir die Mascot-Suche bei der ETD-Auswertung
erhoht wurden. Durch die Erhohung der Fehlertoleranzen konnen leicht falsch-positive Er-
gebnisse erzielt werden, weshalb die Spektren im Anschluss an die Mascot-Analyse manuell
auf Richtigkeit und dem Vorhandensein von z-, z+1- und c-lonenserien tiberpriift wurden. Um
falsch-positive Treffer zu minimieren, wurden nur Peaks beachtet, die sich deutlich vom Hin-
tergrundrauschen mit einem Signal/Rausch-Verhaltnis von >3 abhoben. Die theoretischen
Werte fir die z-, z+1- und c-lonen wurden analog zu den HCD-MS-Spektren per Protein

Prospector'* (University of California, San Francisco, Version 5.12.2) ermittelt.

14Programm zur Zuordnung von Proteinen aus Datenbankeintragen zu MS/MS-Messungen. U. a. kdnnen
die theoretischen m/z von Fragmentionen eines Peptides ermittelt werden: http://prospector.ucsf.edu/

prospector/mshome.htm
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Tabelle 3.12: Ubersicht iiber Peptide mit einer Sulfonierung im Bereich ITCQASQDISDYLSWYQQK-
PGKAPKL. Dargestellt sind die Peptide, nach denen manuell in den HCD-MS-Spektren der Probe SP 1070
gesucht wurde. Es sind jeweils die theoretischen monoisotopischen Massen und die Durchschnittsmassen (in
Klammern) aufgefihrt.

Peptid [M+H*]* [M+2HT]?T  [M4+3HT]PT  [M+4HT]*T
211 TsCQASQDISDYLS- 3048.44 1524.73 1016.82 762.87
WY QQKPGKAPKLag (3050.46) (1525.73) (1017.49) (763.37)
211 TsCQASQDISDY 3, 1423.54 712.27 475.18 356.64
(1424.51) (712.76) (475.51) (356.88)
19 VTITsCQASQDISDY- 2839.29 1420.15 947.10 710.58
LSWYQQKPGKy;, (2841.17) (1421.09) (947.73) (711.05)
10 VTITsCQASQDISDY- 3135.48 1568.24 1045.83 784.62
LSWYQQKPGKAPK,s  (3137.54) (1569.27) (1046.52) (785.14)
12SASVGDRVTITsCQ- 2295.97 1148.49 766.00 574.75
ASQDISDY3, (2297.45) (1149.23) (766.49) (575.12)
12SASVGDRVTITsCQ- 2409.05 1205.03 803.69 603.02
ASQDISDYL; (2410.61) (1205.81) (804.21) (603.41)
1DIQMTQSPSSLSASVG-  3483.52 1742.26 1161.84 871.64
DRVTITsCQASQDISDY3, (3485.78) (1743.39) (1162.60 (872.20)

3.7.3 Manuelle Suche

Die Ergebnisse der Mascot-Suche lieBen weitere Spektren vermuten, die mit der Mascot-
Suche selber nicht identifiziert werden konnten. Um auszuschlieBen, dass die entsprechenden
Spektren ubersehen wurden, wurden samtliche Spektren auf das Vorhandensein von passen-

den Vorlauferionen sowie y- und b-lonen manuell analysiert.

3.7.3.1 Sulfonierung

Sulfonierung ITCQASQDISDYLSWYQQKPGKAPKL Bei dem Patienten SP 1070
konnten bei einem Vorversuch mit einem Thermolysin-Verdau die Peptide »; I TCQASQDISD-
YLSWYQQKPGKAPKL,4 und 51 I TCQASQDISDY3, mit einer Sulfonierung gefunden wer-
den. Die Mascot-Analyse der Trypsin- und chymotrypsinverdauten HCD-MS-Spektren konn-
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Tabelle 3.13: Ubersicht der Peptide mit einer Sulfonierung und Carbamidomethylierung am Cystein
C194 beim Peptid YACEVTHQGLSSPVTK. Es sind jeweils die theoretischen monoisotopischen Massen
und die Durchschnittsmassen (in Klammern) aufgefiihrt.

Peptid [M+H*]* [M+2HT]?t  [M+3HT]PT  [M+4HT]*"
192 YAcsCEVTHQGLSS- 1856.82 928.91 619.61 464.94
PVTKaor (1858.07) (929.54) (620.03) (465.27)

te eine Sulfonierung an dieser Stelle jedoch nicht identifizieren. Um maoglicherweise uner-
kannte Spektren dennoch isolieren zu konnen, wurden die HCD-MS-Spektren nach diesen
Peptiden sowie nach trypsin- und chymotrypsinverdauten Peptiden mit einer Sulfonierung
manuell durchsucht. Die verwendeten Werte sind in der Tabelle 3.12 zusammengefasst. Die
Spektren wurden nach den 2-, 3- und 4-fachgeladenen Peptiden analysiert, da im Vorversuch

das 4-fachgeladene Peptid identifiziert werden konnte.

Sulfonierung und Carbamidomethylierung am Cystein C194 Die Mascot-Analyse der
ETD-MS-Spektren isolierte fiir das Peptid 191 YACEVTHQGLSSPVTK,97 Spektren, die so-
wohl eine Carbamidomethylierung als auch eine Sulfonierung am Cystein C194 darstellen
konnten. Da ein entsprechendes Spektrum in den HCD-MS-Messungen mittels Mascot nicht
gefunden werden konnte, wurde manuell nach diesem Peptid gesucht. Die dazu verwendeten

m/z-Werte sind in der Tabelle 3.13 aufgefiihrt.

3.7.3.2 Methylierung

Methylierung am Cystein C194 Bei der Mascot-Suche nach Methylierungen konnten nur
Spektren identifiziert werden, die am Cystein C194 eine Methylierung neben einer Carb-
amidomethylierung zeigten, wahrend die entsprechenden Carbamidomethylierungs-freien
Spektren fehlten. Zur Unterstiitzung der Methylierung-PTM-Hypothese und Widerlegung
der Methylierung-Artefakt-Hypothese wurden die Spektren manuell nach Peptiden mit ei-
ner Methylierung am Cystein C194 ohne gleichzeitige Carbamidomethylierung durchsucht.
Dabei wurden die Peptide ausgewahlt, die am haufigsten bei der Mascot-Suche identifiziert
werden konnten. Eine Ubersicht der untersuchten Peptide mit den entsprechenden m/z-

Verhéltnissen ist in der Tabelle 3.14 dargestellt, wobei die verwendeten m/z-Werte mittels
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Tabelle 3.14: Ubersicht der Peptide mit Methylierung am Cystein C194, ohne eine Carbamidomethylie-
rung am selbigen Cystein. Es sind jeweils die theoretischen monoisotopischen Massen und die Durchschnitts-

massen (in Klammern) aufgefiihrt.

Peptid [M+H*]"  [M+2H]2*  [M+3H*]?*  [M+4H*]*
101 VYAMCEVTHQGL- 1832.92 916.96 611.64 458.99
SSPVTKaor (1834.11) (917.56) (612.04) (459.28)
15oHKVYAMCEVTHQ-  2098.08 1049.54 700.03 525.27
GLSSPVT Koo (2099.43) (1050.22) (700.48) (525.61)
10sAMCEVTHQGLSS- 1570.79 785.90 524.27 393.45
PVTKao7 (1571.80) (786.41) (524.61) (393.71)
10sAMCEVTHQGLSS- 1804.89 902.95 602.30 451.98
PVTKSFag9 (1806.06) (903.53) (602.69) (452.27)

Protein Prospector® (University of California, San Francisco, Version 5.12.2) ermittelt wur-

den. Die Spektren wurden nach den 2- und 3-fachgeladenen Peptiden gescannt.

3.7.4 PEAKS-Analyse

In einem weiteren Schritt wurden die HCD-MS-Spektren mit dem Auswertungsprogramm
PEAKS analysiert, welches die Peptid-Sequenz als De-novo-Sequenzierung aus den MS-
Daten ableitet [89, 90]. Zusatzlich kann dieses nach allen in der Unimod-Datenbank!® ge-
speicherten posttranslationalen Modifikationen die MS-Spektren durchsuchen, wahrend die
Mascot- und Sequest-Analyse auf wenige PTMs beschrankt war. Dies ermoglicht die Suche

nach PTMs, ohne sich vorher auf bestimmte Modifikationen festlegen zu miissen.

Die PEAKS-Analyse wurde mit dem Programm PEAKS (Bioinformatics Solution INC, Wa-

terloo, Kananda, Version 7.0) mit den folgenden Parametern durchgefiihrt:

5Programm zur Zuordnung von Proteinen aus Datenbankeintrigen zu MS/MS-Messungen. U. a. konnen
die theoretischen m/z von Fragmentionen eines Peptides ermittelt werden: http://prospector.ucsf.edu/

prospector/mshome.htm
Datenbank mit posttranslationalen Modifikationen
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Peptidtoleranz: 8 ppm
MS/MS-Toleranz: 0.02 Da
Miscleavage-Rate: 100
Enzyme: Unspezifisch

Fir die Hilfe bei der Durchfiihrung und Bereitstellung der Software mochte ich mich bei

Herrn Prof. Dr. Andreas Schlosser bedanken.

3.8 Varianzanalyse

3.8.1 AL-Base-Datenbank

Da die Aminosauresequenz eines Proteins einen entscheidenden Einfluss auf dessen Struk-
tur ausiibt, wurde untersucht, inwiefern Stellen (,Hot spots™) in der Aminosauresequenz der
FLCs existieren, an denen bestimmte Aminosauren bei Patienten mit Multiplen Myelom oder
AL-Amyloidose haufiger auftreten als bei gesunden Kontrollprobanden. Die in dieser Arbeit
ermittelten sechs Sequenzen reichen jedoch aufgrund der natiirlichen Varianz von Antikor-
pern nicht aus, um diese Frage zufriedenstellend zu beantworten. Deshalb wurden zusatzlich
die Sequenzen der AL-Base-Datenbank verwendet. Die AL-Base-Datenbank beinhaltet u. a.
FLC-Sequenzen von Patienten mit Multiplen Myelom, mit AL-Amyloidose und Patienten mit

Multiplen Myelom und AL-Amyloidose-Beteiligung sowie von gesunden Kontrollpatienten.

Zur ldentifizierung von krankheitsspezifischen ,Hot spots” in den Aminosauresequenzen wur-
den Sequenzen aus der AL-Base-Datenbank!” [60] entnommen und auf das Auftreten von
Aminosauren statistisch untersucht. Dazu wurde fiir jede Stelle im Peptid die haufigste
Aminosaure der Sequenzen ermittelt und die relative Haufigkeit der haufigsten Aminosaure
innerhalb der Subgruppe berechnet. Die Bestimmung der haufigsten Aminosaure und der
relativen Haufigkeiten erfolgte mit einem selbstprogrammierten Python-Skript, welches im
Anhang im Abschnitt A.4 zu finden ist. Alle Skripte wurden mit der Python 2.7.3-Shell'®

ausgefihrt.

17 Amyloid-Light-Chain-Datenbank, Amyloid Treatment and Research Center Boston University School of

Medicine (Stand: Juni 2013): http://albase.bumc.bu.edu/aldb
18 Copyright (c) 2001-2012 Python Software Foundation
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3.8.2 Isolation und Vorbereitung der Aminosauresequenzen

Aus der AL-Base-Datenbank wurden samtliche k-FLC-Sequenzen vom Subtypen V.| (Va-
riabel 1) extrahiert, die den Subgruppen AL-Amyloidose (AL), Multiples Myelom (MM) so-
wie dem Multiplen Myelom mit AL-Amyloidose-Beteiligung (MM/AL) zugeordnet werden
konnten. Darliber hinaus wurden als Kontrollgruppe alle Sequenzen isoliert, die als nor-
males FLC-Repertoire (,Normal-Repertoire”) gekennzeichnet waren. Die Sequenzen lagen
dabei als Gen- oder Aminosauresequenzen vor. Die Gensequenzen wurden mit dem ,,ExPASy-
Translate-Tool“'? in die Aminosiuresequenzen ibersetzt. ldentische Sequenzen wurden im
Anschluss eliminiert. Von den Aminosauresequenzen wurde die variable Region separiert, in-
dem die /eader- und die konstante Region bis zu den Aminosauren QQYNSYP entfernt wur-
den. Den Multiplen-Myelom-Sequenzen wurden die selbstermittelten Aminosauresequenzen
Gl 1206, SC 1211 und WS 1199 und der Gruppe mit Multiplen Myelom und AL-Amyloidose
die Sequenzen EW 1046, SP 1070 sowie KR 1159 hinzugefiigt. Mit allen extrahierten Se-
quenzen wurde ein multiples Sequenzalignment durchgefiihrt. Dazu wurden die Programme
ClustalW2 (Version 2.1, EMBL-EBI European Molecular Biology Laboratory-The Euro-
pean Bioinformatics Institute) [91], ClustalQ (Version 1.2.0, EMBL-EBI) [92] sowie Muscle
(Version 3.8.31, EMBL-EBI) [93] genutzt. Da von der Subgruppe Multiples Myelom mit AL-
Amyloidose-Beteiligung nur zehn Sequenzen in der Datenbank gefunden werden konnten,

werden diese in den nachfolgenden Betrachtungen nicht weiter beriicksichtigt.

3.8.3 Ermittlung der hdufigsten Aminosauren

Fir jede Stelle i in der FLC-Aminosauresequenz wurde die am haufigsten vorkommende
Aminosaure bestimmt, indem (iber alle Sequenzen aus den drei Subgruppen Kontrollgruppe,
Multiples Myelom und AL-Amyloidose die Verteilung der Aminosauren und daraus die hau-
figste Aminosaure ermittelt wurden. Die Bestimmung der haufigsten Aminosauren wurde

mit einem Python-Skript umgesetzt, welches die folgenden Einzelschritte ausfiihrt:
1. Einlesen der Sequenzen aus einem .txt-file

2. Zahlen der unterschiedlichen Aminosauren an jeder Stelle im Peptid

19 ExPASy- Translate-Tool: Software zur Ubersetzung einer Nukleotidsequenz in die Proteinsequenz, SIB Swiss

Institute of Bioinformatics (Stand Juni 2013): http://web.expasy.org/translate/
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3. Uberpriifung der Zahlung
4. Ermitteln der haufigsten Aminosauren an jeder Stelle im Peptid

5. Ausgabe der haufigsten Aminosaure an jeder Stelle als .txt-file

3.8.4 Ermittlung der relativen Haufigkeiten

Die Bestimmung der relativen Haufigkeiten von den haufigsten Aminosauren wurde ebenfalls

mit einem Python-Skript umgesetzt, welches aus den folgenden Einzelschritten besteht:

1. Einlesen der Sequenzen aus einem .txt-file
2. Einlesen der haufigsten Aminosauren aus einem .txt-file

3. Bestimmen der relativen Haufigkeiten P; fiir das Auftreten der haufigsten Aminosaure

an der i-ten Stelle in der Sequenz
3.1. Zahlen der Sequenzen mit der haufigsten Aminosaure an der i-ten Stelle n;
3.2. Zahlen der Sequenzen mit einer beliebigen Aminosaure an der i-ten Stelle N;

3.3. Berechnen der P; an der Stelle i nach der Formel 3.1

P = (3.1)

In einem weiteren Schritt wurden innerhalb der FLC-Sequenz die Stellen markiert, an denen
sich die Werte der relativen Haufigkeiten P; zwischen der Kontrollgruppe und der Multiplen-
Myelom- bzw. AL-Amyloidose-Subgruppe um mindestens 30 %-Punkten unterschieden. Zur
Bestatigung von signifikanten Unterschieden zwischen den Subgruppen wurde jeweils ein x?-
Test nach der Formel 3.3 durchgefiihrt [94]. Die beobachten Haufigkeiten f, 4 entsprachen
den berechneten relativen Haufigkeiten, wahrend die erwarteten Haufigkeiten f g4 nach der
Formel 3.2 mit den Zeilenhaufigkeiten Z4 und den Spaltenhaufigkeiten Sy, der Kontingenz-
tabellen sowie der Stichprobengrole M bestimmt wurden.

Z.-S
fogh = QM h (3.2)
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2 2

X2: Z Z (fb,gh — fe,gh) (33)

f
g=1 h=1 e.gh

Der kritische x2 o, entsprach 10.84 [95], wobei der durchgefiihrte Test einen Freiheits-

=0.1

grad von 1 aufwies. Bei einem a von 1 % betréagt das kritische x2_; o, 6.63 [95].
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4 Ergebnisse und Diskussion

Die Charakterisierung von freien Leichtketten und die Identifizierung von posttranslationalen
Modifikationen wurden mit Patienten mit Multiplen Myelom bzw. mit Patienten mit Multi-
plen Myelom und AL-Amyloidose-Beteiligung durchgefiihrt, deren freie Antikorperleichtket-
ten hinsichtlich der Aminosauresequenzen sowie des Auftretens von Sulfonierungen, Methy-
lierungen, Acetylierungen und Glykosylierungen untersucht wurden. Die Aminosauresequen-
zen wurden mittels PCR mit der mRNA aus den FLC-produzierenden Myelomzellen der Pati-
enten abgeleitet, wahrend fiir die PTM-Analysen die FLCs aus dem Knochenmarkstiberstand
durch eine Affinitatschromatographie isoliert wurden. Die anschlieBende Identifizierung der
PTMs erfolgte mit Hilfe von MS/MS-Analysen. Dariiber hinaus wurden die FLC-Sequenzen

auf die Haufigkeit des Auftretens von Aminosauren statistisch untersucht.

4.1 Probenvorbereitung: FLC-Isolierung

Zur Vorbereitung der massenspektrometrischen Analyse wurden die freien Antikorperleicht-
ketten mit Hilfe einer FLC-spezifischen Affinitatschromatographie aus den Knochenmarks-
uberstanden der Patientenproben isoliert, woflir anti-k-Antikorper an das Saulenmaterial ge-
bunden wurden. AnschlieBend wurden die Eluate zur Uberpriifung des Aufreinigungsschrittes
in einem SDS-PAGE-Gel aufgetragen, dessen Ergebnis fiir die Proben Gl 1206 und SC 1211
beispielhaft in der Abbildung 4.1 dargestellt ist. Die Gele der Proben WS 1199, EW 1046,
SP 1070 und KR 1159 zeigten ein ahnliches Ergebnis und wurden im Anhang in der Graphik
A.1 abgebildet.

Bei allen Proben konnte eine deutliche ca. 23 kDa-grolke Bande erkannt werden. Diese

befindet sich auf der gleichen Hohe wie der k-Standard und wird deshalb als FLC-Bande an-
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23
kDa

Abbildung 4.1: SDS-PAGE-Gel der Eluate der Affinitaitschromatographie zur Isolierung der freien An-
tikorperleichtketten aus dem Knochenmarksiiberstand. In dem Gel wurden die Eluate der Proben Gl 1206
und SC 1211 zusammen mit einem GroRBenmarker M und einem k-Standard k aufgetragen. Die Grokenangaben
bei dem Marker sind in kDa dargestellt.

gesehen. Das Auftreten der FLC-Bande bestatigt die Anwendbarkeit der Affinitatschromato-
graphie zur Isolierung der k-FLCs aus dem Knochenmarksiiberstand. Dariiber hinaus zeigten
sich allerdings in allen SDS-PAGE-Gelen bei allen Patientenproben weitere Proteinbanden,
deren Proteine unspezifisch an das Affinitatschromatographie-Material gebunden haben. Das
Vorhandensein der anderen Banden verdeutlicht, dass die Spezifitdt der Affinitatschroma-
tographie nicht ausreichend hoch war, um die FLCs in einem Schritt zuverlassig aus den
Knochenmarksiiberstanden zu isolieren. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit eines zweiten
Aufreinigungsschrittes in Form eines praparativen SDS-PAGE-Gels, aus dem die FLC-Banden

fiir die weiteren Analysen ausgeschnitten werden konnen.

Mit Hilfe der Affinitatschromatographie und der SDS-PAGE ist es gelungen, eine Methode
zur Isolierung der FLCs aus dem Knochenmarksiiberstand mit einer komplexen Zusammen-
setzung von Proteinen zu etablieren, bei der die FLCs nicht als Hauptkomponente vorlagen.

Dadurch unterscheidet sich die Aufreinigungsmethode von denen anderer Gruppen, die die
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FLCs meist aus dem Urin der Patienten isolierten, wo die FLCs als Hauptbestandteil vorhan-
den waren. Die in dieser Arbeit entwickelte Methode konnte deshalb auch fiir die Aufreinigung

der FLCs aus anderen komplexen Probenmatrices, z. B. Serum, Anwendung finden.

4.2 Ermittlung der FLC-Aminosauresequenzen

4.2.1 Ermittlung der Aminosduresequenzen mittels PCR

4.2.1.1 PCR-Ergebnisse

Zur ldentifizierung samtlicher Aminosauresequenzen der Patienten-FLCs wurde die FLC-
cDNA aus der Gesamt-cDNA mittels PCR extrahiert. Die Primer fiir die PCR wurden so
gewahlt, dass der forward-Primer in der leader-Region und der backward-Primer zu Beginn
des konstanten Bereichs bindet. Dadurch kommt es zur Amplifizierung der variablen Re-
gion, welche ca. 110 Aminosiuren umfasst. Die Uberpriifung der PCR-Produkte in einem
Agarosegel zeigte fiir samtliche Proben eine ca. 300 bp-grolle Bande, wahrend in der Ne-
gativkontrolle keine Banden zu finden waren. Das Auftreten von nur einer Bande in den
Probenbahnen bestatigt eine FLC-spezifische PCR, bei der keine Nebenprodukte entstan-
den sind. Des Weiteren entspricht eine 300 bp-groke DNA-Bande einem Peptid mit ca.
110 Aminosauren. Das Fehlen einer Bande in der Negativkontrolle bescheinigt unkontami-

nierte PCR-Ansatze.

4.2.1.2 Aminosauresequenzen der sechs Patientenproben

Die Sequenzierung der aufgereinigten PCR-Produkte erfolgte sowohl in Vorwarts- als auch
Riickwartsrichtung, um eine hohe Zuverlassigkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten. Die Pro-
teinsequenzen sind in der Abbildung 4.2 zusammengefasst. Bei den Multiplen-Myelom-
Patienten ohne AL-Amyloidose-Beteiligung Gl 1206, SC 1211 und WS 1199 konnten so-
wohl bei der Vorwarts- als auch Riickwartssequenzierung identische Aminosauresequenzen
ermittelt werden. Aulerdem enthielten die sequenzierten Bereiche einen Teil der konstanten

Region, deren Aminosauresequenz mit dem Eintrag aus der UniProtKB!-Datenbank iiberein-

LUniProtKB-Datenbank: Umfangreiche Datenbank fiir Proteinsequenzen, die bekannte Sequenzen von allen

Lebewesen und Viren enthalt, UniProt Consortium
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Gl 1206:
DIQMTQSPST LSASIGDRVT ITCRASQTIN SWLAWYQQKP GKAPKFLIYD ASSLESGVPS RFTGSGSGTE FTLTISSLQS DDFATYYCQQ YKSYPYTFGQ GTKLEIKRTV
AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGEC

SC 1211:

DTQMTQSPST
AAPSVFIFPP

WS 1199:
DIKMTQSPSS
AAPSVFIFPP

EW 1046:
DIQMTQSPSS

LSASVGDRVT
SDEQLKSGTA

LSASVGDRVT
SDEQLKSGTA

LSASVGDRVT

ITCRASQTIN
SVVCLLNNFY

ITCQASQDIT
SVVCLLNNFY

AAPSVFIFPP

SP 1070:
SPSS

SDEQLKSGTA

LSASVGDRVT

SVVCLLNNFY

VAAPSVFIFP

KR1159:
QSPSS

PSDEQLKSGT

LSASIGDRVT

ASVVCLLNNF

AAPSVFIFPP

SDEQLKSGTA

SVVCLLNNFY

NWLAWYQQKP
PREAKVQWKV

NSLNWYQQKA
PREAKVQWKV

NNLNWYQHKP
PREAKVQWKV

DYLSWYQQKP
YPREAKVQWK

NYLNWYQQKP
PREAKVQWKV

GIAPKLLIYK
DNALQSGNSQ

GKAPKLLIYD
DNALQSGNSQ

GQAPKFLIYG
DNALQSGNSQ

GKAPKLLIYD
VDNALQSGNS

GKAPKLLIYD
DNALQSGNSQ

ASTLESGVPS
ESVTEQDSKD

VSNLEAGVPS
ESVTEQDSKD

ASNLELGVPS
ESVTEQDSKD

ASTLETGVPS
QESVTEQDSK

ASNLEAGVPS
ESVTEQDSKD

RESGSGSGTE
STYSLSSTLT

RESGGRSGTD

FTLTISSLQP

DDFATYYCQQ

YNSYSWTFGQ

GTRVEIKRTV

LSKADYEKHK

FTFTISSLQP

VYACEVTHQG

EDIATYYCQQ

LSSPVTKSFN

YDIVPYTFGQ

RGEC

GTKLEIMRTV

STYSLSSTLT

RESRSASGTN
STYSLSSTLT

RESGSGSGTY
DSTYSLSSTL

RESASGSGTD
STYSLSSTLT

LSKADYEKHK

FTFTITSVQP
LSKADYEKHK

FTFTISSLQP
TLSKADYEKH

FTLTISSLQS
LSKADYEKHK

VYACEVTHQG

EDFATYYCQQ

LSSPVTKSFN

YGSLPPTEGQ

RGEC

GTRLEIKRTV

VYACEVTHQG

EDIATYYCQQ

LSSPVTKSFN

YDDLSPYTFG

RGEC

QGTKLEIKRT

KVYACEVTHQ

VYACEVTHQG

GLSSPVTKSF

YDNLPRTFGP

NRGEC

GTKVDIKRTV

LSSPVTKSFN

RGEC

Abbildung 4.2: Aminosauresequenzen der Patienten Gl 1206, SC 1211 und WS 1199, welche am Multiplen Myelom ohne AL-Amyloidose leiden, bzw.
der Patienten EW 1046, SP 1070 und KR 1159, welche vom Multiplen Myelom und der AL-Amyloidose betroffen sind. Bei der Darstellung der Aminosau-
resequenzen wurden die variablen Regionen, welche mittels PCR-Produkt-Sequenzierung ermittelt wurden, schwarz abgebildet, wahrend die konstante Region blau
markiert wurde. Die Sequenz fiir die konstante Region wurde der UniProtKB-Datenbank entnommen. Bereiche, die sowohl bei der Vorwarts- als auch Riickwartsse-
quenzierung auftraten, wurden doppelt unterstrichen, wahrend die einfach unterstrichenen Regionen nur durch eine Sequenzierrichtung verifiziert werden konnten.
Bei der Patientenprobe EW 1046 kam es zu einem Widerspruch in den Sequenzen bei der Vorwarts- und Riickwartssequenzierung, welcher griin markiert wurde. Bei
der Riickwartssequenzierung traten an dieser Stelle die Aminosauren Serin und Alanin auf. Dariiber hinaus kam es bei den Patientenproben EW 1046 und KR 1159
zu Unterschieden zwischen dem Datenbankeintrag fiir die konstante Region und dem Ergebnis der DNA-Sequenzierung, welche rot hervorgehoben sind. Wahrend
der Datenbankeintrag an dieser Stelle ein Prolin postuliert, zeigte die Sequenzierung an dieser Stelle ein Histidin bzw. die beiden Aminosduren Histidin und Leucin.
Die grau gekennzeichneten Anfangsbereiche bei den Proben SP 1070 und KR 1159 wurden aus der Datenbank V Base erganzt, da sie durch die Ergebnisse der
DNA-Sequenzierung nicht abgedeckt wurden.
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stimmte. Aus diesem Grund kann von einer zuverlassigen Bestimmung der Proteinsequenzen

bei diesen Proben ausgegangen werden.

Bei der Patienten-Probe EW 1046 trat ein Unterschied in den Aminosauresequenzen bei der
Vorwarts- und Riickwartssequenzierung auf, der in der Abbildung 4.2 griin markiert wurde.
Bei der Vorwartssequenzierung konnten als 98. und 99. Aminosaure Phenylalanin und Glycin
identifiziert werden, wahrend die Rickwartssequenzierung an dieser Stelle die beiden Ami-
nosauren Serin und Alanin zeigte. Die Kontrollchromatogramme der DNA-Sequenzierung
wiesen stets eine Uneindeutigkeit zu Beginn einer Sequenz auf, da kurze DNA-Abschnitte
schwerer analysiert werden konnen. Die Aminosauren Serin und Alanin traten als 1. Amino-
sauren bei der Riickwartssequenzierung kurz nach dem Bereich des Primers auf, weshalb mit
einer geringeren Zuverlassigkeit der Ergebnisse in diesem Bereich zu rechnen ist. Deshalb
werden die Aminosauren Phenylalanin und Glycin als 98. und 99. Aminosaure als wahrschein-
licher angesehen. Dariliber hinaus konnte die massenspektrometrische Analyse der Proben
nur Peptide mit diesen beiden Aminosauren finden, wahrend Peptide mit den Aminosauren

Serin und Alanin nicht auftraten (Genaue Ergebnisse siehe: 4.2.2).

Die Patienten-Probe EW 1046 wies bei der 113. Aminosaure Prolin eine weitere Unregel-
maligkeit auf, welche rot in der Abbildung 4.2 markiert wurde. Diese Aminosaure befin-
det sich in der konstanten Region der freien Leichtketten. Die DNA-Sequenzierung zeigte
an dieser Stelle ein Histidin, wohingegen die Sequenz der konstanten Region aus der Uni-
ProtKB-Datenbank ein Prolin postuliert. Des Weiteren handelt es sich bei der Stelle um
den Bereich, in dem der Primer gebunden hat. Der Primer wurde so gewahlt, dass er an die
Sequenz TVAAPSVF bindet. Selbst wenn der Primer nicht 100 %-spezifisch an die cDNA ge-
bunden haben sollte, so codieren die DNA-Amplifikate die TVAAPSVF-Sequenz, da diese die
Verlangerung der Primer darstellen. Deshalb kann von einem Fehler der DNA-Sequenzierung
ausgegangen werden und das Prolin an dieser Stelle erscheint wahrscheinlicher. Dartiber hin-
aus konnte das Prolin in den nachfolgenden massenspektrometrischen Analysen bestatigt

werden (Genaue Ergebnisse siehe: 4.2.2).
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Ein ahnliches Problem trat bei der Probe KR 1159 auf, welche ebenfalls an der 113. Amino-
saurestelle (Prolin) einen Widerspruch zur Sequenz der konstanten Region zeigte. Laut Se-
quenzierergebnis existiert an dieser Stelle die Aminosaurekombination Histidin-Leucin-Serin,
wohingegen nach der UniProtKB-Datenbank hier die beiden Aminosauren Prolin und Serin
zu finden sein sollten. Da sich die Aminosauren jedoch im Bereich des Primers befinden,
wird analog zum Vorgehen bei der Probe EW 1046 von dem Auftreten der Kombination

Prolin-Serin ausgegangen.

Bei dem Patienten SP 1070 traten keine Widerspriiche bei den Sequenzierungen auf. Al-
lerdings deckten weder die Vorwarts- noch die Rickwartssequenzierung die ersten sechs
Aminosauren ab. Die ermittelte Sequenz wurde deshalb durch die Aminosaureabfolge DI-
QMTQ erganzt, welche in der V-Base?-Datenbank als haufigste Sequenz auftaucht. Da
jedoch durchaus Mutationen in diesem Bereich der FLC auftreten konnen, muss diese Se-
quenz mit groler Vorsicht betrachtet werden und bei dem Auftreten von posttranslationalen
Modifikationen missen diese zusatzlich verifiziert werden. Auch bei dem Patienten KR 1159
konnten die ersten fiinf Aminosauren nicht anhand der DNA-Sequenzierung bestimmt wer-

den, weshalb sie analog zu der SP 1070-Probe erganzt wurden.

4.2.1.3 Uberpriifung der konstanten Region

Die Sequenz der konstanten Region wurde fiir alle sechs Patientenproben aus der Uni-
ProtKB-Datenbank entnommen. Da bei den k-Leichtketten nur ein Gen fir die konstante
Region im menschlichen Genom vorhanden ist [24], wird auch nur eine Sequenz fiir die
konstante Region erwartet. In der variablen Region der leichten Kette treten eine Viel-
zahl von Mutationen auf, die wahrend der Plasmazellreifung entstanden sind und daher
nicht im menschlichen Genom codiert sind. Dies wirft die Fragestellung auf, inwiefern Mu-
tationen in der konstanten Region wahrend der Plasmazellreifung auftreten. Zur Beant-
wortung wurden die UniProtKB- und die AL-Base-Datenbank auf Sequenzen der konstan-
ten Region untersucht. Die UniProtKB-Datenbank enthielt nur einen Eintrag mit der Se-
quenz der konstanten Region, welche fiir die Erganzung der in dieser Arbeit untersuch-

ten FLC-Aminosauresequenzen genutzt wurde. Alle weiteren Aminosauresequenzen von K-

?Datenbank fiir Immunglobuline
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Leichtketten enthielten nur den variablen Bereich, sodass keine Riickschliisse auf die konstan-
te Region erfolgen konnten. Von den 100 Eintragen der AL-Base-Datenbank beinhalteten
30 Eintrage die Sequenz der konstanten Region, wobei alle Eintrage 100 % Sequenzho-
mologie mit dem Eintrag aus der UniProtKB-Datenbank aufwiesen. Aus den Eintragen in
der AL-Base-Datenbank ging jedoch nicht hervor, ob diese experimentell ermittelt oder aus
einer Datenbank entnommen wurden. Aufgrund von fehlenden abweichenden Sequenzen der

konstanten Region wird von der Korrektheit der verwendeten Sequenz ausgegangen.

4.2.2 Massenspektrometrische Verifizierung der Sequenzen

Zur Verifizierung der durch PCR-isolierten und sequenzierten Aminosauresequenzen wurden
aus den Knochenmarksiiberstanden die FLCs isoliert, diese mit Trypsin und Chymotrysin
verdaut und massenspektrometrisch analysiert. Mit Hilfe der in den Massenspektren ge-
fundenen Peptide konnten bei den sechs Patientenproben zwischen 79 % und 100 % der
Gesamtaminosauresequenz bestatigt werden. Die genaue Abdeckung der Sequenz durch die
Verdaue mit den Enzymen Trypsin und Chymotrysin ist in den Abbildungen 4.3 und 4.4 wie-
dergegeben. Dabei zeigte der Trypsinverdau auler bei den Patienten EW 1046 und KR 1159

die groRere Sequenzabdeckung als der Chymotrypsinverdau.

Die durch PCR-ermittelten Aminosauresequenzen der Patientenproben Gl 1206 und WS 1199
konnten nahezu zu 100 % bestatigt werden. Eine Ausnahme stellten die drei Aminosauren
EAK an der 143. bis 145. Stelle in der konstanten Region dar, welche weder durch den
Trypsin- noch dem Chymotrypsinverdau abgedeckt werden konnten. Da jedoch die restli-
chen Aminosauren der konstanten Region verifiziert werden konnten, kann auch fiir diese
drei Aminosauren die Zuverlassigkeit erwartet werden. Die konstante Region der Patienten-
probe SC 1211 wies ebenfalls an der 143. bis 145. Stelle diese Liicke in der Sequenzverifizie-
rung auf. Dariiber hinaus konnte mit Hilfe der gefundenen Massenspektren der Bereich von
der 72. bis 86. Aminosaure nicht bestatigt werden. Da bei der cDNA-Sequenzierung jedoch
sowohl die Vorwarts- als auch die Riickwartssequenzierung die gleichen Aminosauren fiir die-
sen Bereich ermitteln konnten, wird die Richtigkeit dieser Aminosauren fiir diesen Bereich

angenommen. Das Fehlen eines fiir ein Peptid charakteristischen Massenspektrums stellt
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Gl 1206:
DIQMTQSPST LSASIGDRVT ITCRASQTIN SWLAWYQQKP GKAPKFLIYD ASSLESGVPS RFTGSGSGTE FTLTISSLQS DDFATYYCQQ YKSYPYTFGQ GTKLEIKRTV

AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGEC 99 %
| I 06

| I 5O U,
SC 1211:
DTQMTQSPST LSASVGDRVT ITCRASQTIN NWLAWYQQKP GIAPKLLIYK ASTLESGVPS RFSGSGSGTE FTLTISSLQP DDFATYYCQQ YNSYSWTFGQ GTRVEIKRTV
_____________________________________________________________________| .|
I | I

AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGEC 92 %
. ______________________________________________________________________________Jya

| I, 53 Y,
WS 1199:
DIKMTQSPSS LSASVGDRVT ITCQASQDIT NSLNWYQQKA GKAPKLLIYD VSNLEAGVPS RFSGGRSGTD FTFTISSLQP EDIATYYCQQ YDIVPYTFGQ GTKLEIMRTV
| | |
| L ___________________________________________________________________________________________|

AAPSVFIFPP SDEQLKSGTA SVVCLLNNFY PREAKVQWKV DNALQSGNSQ ESVTEQDSKD STYSLSSTLT LSKADYEKHK VYACEVTHQG LSSPVTKSFN RGEC 99 7%
. _______________________________________________________________________JKiy
| I 7O 7

Abbildung 4.3: Sequenzabdeckung fiir die Proben GI 1206, SC 1211 und WS 1199. Die Abbildung zeigt die Verifizierung der mittels PCR-bestimmten
Aminosauresequenzen durch die massenspektrometrische Messung nach dem Trypsin- () bzw. Chymotrypsinverdau (Il ). Die konstante Region der
FLC-Sequenz wurde blau hervorgehoben.
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kein Argument fiir eine andere Aminosauresequenz dar. Vielmehr konnte das Fehlen dieses
Peptids auf eine schwierige lonisierbarkeit bzw. Desolvatisierung sowie auf ein schlechtes

Fragmentierungsverhalten zuriickzufiihren sein.

Bei der Probe EW 1046 zeigten sich mit 79 % die schlechteste Sequenzabdeckung, wes-
halb zusatzlich zum Trypsin- und Chymotrypsinverdau ein Thermolysin-Verdau vermessen
wurde, mit dem 100 % der Sequenz abgedeckt werden konnten. Da sich der Trypsin- und
Chymotrypsinverdau durch eine grolere Spezifitat beim Schneiden der Peptide und durch
grolere Peptide auszeichnen, werden deren Ergebnisse als zuverlassiger angesehen. Daher
werden die Sequenzinformationen aus dem Thermolysinverdau zur Bestatigung der Amino-

sauresequenz genutzt, bei der ldentifizierung von PTMs aber auf diese verzichtet.

Dartiiber hinaus kam es bei der EW 1046-Probe bei der cDNA-Sequenzierung zu einem Wi-
derspruch an der 98./99. Stelle, bei dem die Vorwartssequenzierung ein Phenylalanin-Glycin
ergab, wahrend die Riickwartssequenzierung ein Serin-Alanin postulierte. Deshalb wurden
die Spektren nach den Massenspektren fiir die Peptide PPT-FG bzw. PPT-SA durchsucht,
wobei stets nur Peptide mit den Phenylalanin-Glycin-Peptiden gefunden werden konnten,

weshalb von einer Verifizierung dieser beiden Aminosauren ausgegangen wird.

Bei den Patientenproben SP 1070 und KR 1159 konnten 100 % der Aminosauren in den
beiden Sequenzen verifiziert werden. Bei der Ermittlung der Aminosauresequenzen durch
die PCR zeigte sich bei den Proben EW 1046 und KR 1159 ein Widerspruch zwischen den
PCR-Ergebnissen und dem Datenbankeintrag fiir die konstante Region bei der Aminosaure
Prolin an der 113. Stelle. An dieser Stelle ergab die cDNA-Sequenzierung ein Histidin bzw.
Histidin-Leucin, wahrend laut Datenbank an dieser Stelle ein Prolin postuliert wurde. Zur
Verifizierung des Prolins an dieser Stelle wurde manuell nach den Peptiden RTVAAPSVF und
TVAAPSVF bzw. RTVAAHSVF und TVAAHSVF sowie RTVAAHLSVF und TVAAHLSVF
gesucht, wobei bei der Suche sowohl die [M+2H]?"- als auch [M+3HT]3*-Vorlauferionen
berticksichtigt wurden. Dabei konnte stets nur das Peptid mit dem Prolin in den Massenspek-
tren gefunden werden, sodass von einer Bestatigung des Prolins an dieser Stelle ausgegangen

wird.
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4.2.3 Sequenzhomologien zwischen den sechs Patientenproben

Eine vergleichende Darstellung der ermittelten Aminosauresequenzen ist in der Abbildung 4.5
zusammengefasst. Die Aminosauresequenzen der Patienten Gl 1206, SC 1211, WS 1199,
EW 1046 und KR 1159 bestehen aus 214 Aminosauren, wahrend die Probe SP 1070 eine
Insertion an der 93. Stelle aufweist. Der Vergleich zwischen den Aminosauresequenzen zeigt
an 40 Stellen Unterschiede, was 37 % der variablen Region und 17 % der Gesamtsequenz

entspricht.

Aufgrund der geringen Anzahl der untersuchten Proben konnten anhand der gefundenen Ami-
nosauren keine Riickschlisse auf eine Korrelation zwischen dem Auftreten von bestimmten
Aminosauren und einem Krankheitsbild gezogen werden. In umfangreicheren Studien konn-

ten die identifizierten Stellen auf einen moglichen Zusammenhang untersucht werden.

4.2.4 Homologie mit Sequenzen aus Proteindatenbanken

Zur Bestatigung der k-FLC-spezifischen Aminosauresequenz und zur Identifizierung der FLC-
Subtypen wurde ein Homologievergleich zwischen den sechs mittels PCR bestimmten Ami-
nosauresequenzen der Patienten Gl 1206, SC 1211, WS 1199, EW 1046, SP 1070 und
KR 1159 mit den Sequenzen aus der UniProtKB/SwissProt- bzw. IMGT/GENE-Datenbank
durchgefiihrt.

Die UniProtKB/SwissProt-Datenbank stellt die grofte Sammlung von Gen- und Proteinse-
quenzen aller Lebewesen und Viren dar, wahrend sich die IMGT/GENE-Datenbank auf Gen-
und Proteinsequenzen von Immunglobulinen und T-Zell-Rezeptoren konzentriert. Die Suche
mit der UniProtKB/SwissProt-Datenbank diente dem ldentifizieren des Immunglobulinsub-
typen. Die zusatzliche Suche mit der Immunglobulin-spezifischen IMGT/GENE-Datenbank
sollte die Zuverlassigkeit der Ergebnisse erhohen, da diese tiber einen grokeren Umfang an
Immunglobulinsequenzen verfiigt. Beide Datenbanksuchen zeigten fiir alle sechs Proben die
groBten Sequenziibereinstimmungen mit k-FLC-Sequenzen, die dem Subtypen V.| (Variabel
|) angehoren. Deshalb gilt die Zuordnung der Patienten-FLC zum Subtypen V.| als sehr

zuverlassig.
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Abbildung 4.5: Vergleichende Darstellung der Aminosauresequenzen der sechs Patienten. In der Ab-
bildung wurden die Aminosauresequenzen der Patienten Gl 1206, SC 1211 und WS 1199, welche am Mul-
tiplen Myelom leiden, sowie die Sequenzen der Multiplen-Myelom-Patienten mit AL-Amyloidose-Beteiligung
EW 1046, SP 1070 und KR 1159 zusammengefasst. Unterschiede in den Sequenzen wurden grau unterlegt.
Bei dem Patienten SP 1070 trat an der 93. Stelle eine Insertion der Aminosaure Asparaginsaure auf, welche

DIQMTQSPST
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DIKMTQSPSS
DIQMTQSPSS
DIQMTQSPSS
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ASSLESGVPS
ASTLESGVPS
VSNLEAGVPS
ASNLELGVPS
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ASNLEAGVPS

QGTKLEIKRT
QGTRVEIKRT
QGTKLEIMRT
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QGTKLEIKRT
PGTKVDIKRT

VDNALQSGNS
VDNALQSGNS
VDNALQSGNS
VDNALQSGNS
VDNALQSGNS
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GLSSPVTKSF
GLSSPVTKSF
GLSSPVTKSF
GLSSPVTKSF
GLSSPVTKSF
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LSASIGDRVT
LSASVGDRVT
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LSASVGDRVT
LSASVGDRVT
LSASIGDRVT

RFTGSGSGTE
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RFSGGRSGTD
RFSRSASGTN
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VAAPSVFIFP
VAAPSVFIFP
VAAPSVFIFP
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VAAPSVFIFP
VAAPSVFIFP

QESVTEQDSK
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NRGEC
NRGEC
NRGEC
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ITCRASQTIN
ITCRASQTIN
ITCQASQDIT
ITCQASQDIP
ITCQASQDIS
ITCQASQEID

FTLTISSLQS
FTLTISSLQP
FTFTISSLQP
FTFTITSVQP
FTFTISSLQP
FTLTISSLQS

PSDEQLKSGT
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PSDEQLKSGT
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PSDEQLKSGT
PSDEQLKSGT

DSTYSLSSTL
DSTYSLSSTL
DSTYSLSSTL
DSTYSLSSTL
DSTYSLSSTL
DSTYSLSSTL

SWLAWYQQKP
NWLAWYQQKP
NSLNWYQQKA
NNLNWYQHKP
DYLSWYQQKP
NYLNWYQQKP

DDFATYYCQQ
DDFATYYCQQ
EDIATYYCQQ
EDFATYYCQQ
EDIATYYCQQ
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ASVVCLLNNF
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TLSKADYEKH
TLSKADYEKH
TLSKADYEKH
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rot hervorgehoben wurde. Die konstante Region der FLCs wurde blau markiert.
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4.3 Coprazipitation

Bei der Auswertung der MS/MS-Analysen identifizierte Mascot [87] bei allen Patientenpro-
ben die Proteine Apolipoprotein A und Serum Amyloid P Komponente (SAP). Diese beiden
Proteine wurden auch von anderen Forschungsgruppen im Zusammenhang mit amyloiden
Ablagerungen gefunden [96—102], weshalb die Colokalisation dieser Proteine mit den |6s-
lichen FLCs aus dem Knochenmark ein Indikator fiir die Neigung der FLCs zu amyloiden
Ablagerungen sein konnte. So beschrieb u. a. Hatters et al. das Auftauchen von Apolipopro-
tein A | und -1l sowie Apolipoprotein B100 und Apolipoprotein E in amyloiden Ablagerungen
im Gehirn bei Arteriosklerose-Patienten [96]. Des Weiteren erwdahnen Gunzburg et al. das
Auftreten von Apolipoprotein E in den AB-Ablagerungen von Alzheimerpatienten [103]. Und
Lavatelli et al. zeigte die Colokalisation von Apolipoprotein J im 2-D-SDS-PAGE-GEL zu-

sammen mit FLCs aus dem Serum von AL-Amyloidose-Patienten [104].

Die FLC-Proben fiir die massenspektrometrische Messung wurden mittels Affinitatschroma-
tographie aus den Knochenmarksiiberstanden isoliert. Die Affinitatschromatographie sollte
aufgrund der gebundenen anti-k-Antikérper spezifisch die FLCs aus dem Uberstand isolieren,
sodass mitidentifizierte Proteine bereits bei den Patienten assoziiert mit den FLCs vorgele-

gen haben missten.

Bei den Patienten konnten zwischen 12 % und 79 % bei dem Trypsin- und zwischen 10 %
und 78 % bei dem Chymotrypsinverdau der Sequenz des Apolipoproteins A | abgedeckt wer-
den. Von dem SAP-Protein konnten zwischen 42 % und 69 % bei dem Trypsinverdau bzw.
7 % und 65 % bei dem Chymotrypsinverdau der Sequenz gefunden werden, weshalb beide

Proteine bei den Patienten zuverlassig identifiziert werden konnten.

Allerdings muss einschrankend erwahnt werden, dass das gleichzeitige Auftreten der Prote-
ine Apolipoprotein und SAP zusammen mit den FLCs nicht zwangslaufig auf eine In-vivo-
Assoziation der Proteine zuriickzufiihren ist. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
Proteine Apolipoprotein und SAP unspezifisch an das Saulenmaterial gebunden haben und

deshalb zusammen mit den FLCs von der Affinitatschromatographiesaule coeluierten.
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4.4 Posttranslationale Modifikationen

Zur ldentifikation der posttranslationalen Modifikationen wurden die HCD-MS-Spektren
mittels Mascot- und Sequest-Algorithmus analysiert. Dabei konnten durch den Sequest-
Algorithmus [88] im Vergleich zur Mascot-Suche [87] keine zusatzlichen posttranslationalen
Modifikationen identifiziert werden, weshalb bei den nachfolgenden Ausfiihrungen auf die

explizite Darstellung der Sequest-Ergebnisse verzichtet wurde.

4.4.1 Sulfonierung

Eine Sulfonierung ist in einer massenspektrometrischen Analyse durch eine Erhohung der
Peptidmasse um 79.96 Da erkennbar. Zur Unterscheidung der Sulfonierung von der fast
identisch schweren 79.97 Da-Phosphorylierung bedarf es einer HCD- sowie einer ETD-MS-
Messung. Eine Differenzierung allein aufgrund des Masseunterschieds von 0.01 Da ist mit
der Orbitrap aufgrund zu geringer Prazision schwierig. In den HCD-MS-Spektren zeichnet
sich eine Sulfonierung durch die Beobachtung des Vorlauferions mit einem Neutralverlust
von 79.96 Da (-SOs, im folgenden 80 Da genannt) sowie durch b- und y-lonen mit einem

Neutralverlust von ebenfalls 80 Da aus. [35,77, 105]

Im Gegensatz dazu existiert bei einer Phosphorylierung im HCD-MS-Spektrum haufig das
Vorlauferion inklusive der Phosphogruppe sowie ein Signal, das das Vorlauferion mit einem
Neutralverlust von 97.96 Da (-H3POy, im folgenden -98 Da genannt) darstellt. Die b- und die
y-lonen zeichnen sich bei der Phosphorylierung ebenfalls durch das Vorhandensein der Phos-

phogruppe beziehungsweise durch einen Neutralverlust von 98 Da aus [35,38, 78,79, 105].

Aufgrund des Neutralverlustes ist eine Lokalisation der Sulfonierung innerhalb der HCD-MS-
Messung nicht moglich, da keine lonen mit der Sulfonierung vorhanden sind. Eine Lokali-
sation der PTM kann jedoch mit einer ETD-Analyse erfolgen. Bei der ETD-MS-Messung
kann sowohl bei der Sulfonierung als auch bei der Phosphorylierung die posttranslationale
Modifikation an den c-, z- und z+1-lonen erhalten bleiben [77,81,82,106], sodass eine Unter-
scheidung zwischen der Sulfonierung und der Phosphorylierung nicht maoglich ist. Allerdings

zeigen die PTM-haltigen Fragment-lonen die Position der posttranslationalen Modifikation
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Abbildung 4.6: HCD-MS-Spektrum des sulfonierten trypsinverdauten Peptids ;50HKVYACEVTHQ-
GLSSPVTK,; am Beispiel des Patienten Gl 1206. Das MS/MS-Spektrum basiert auf dem Vorlauferion
mit einem m/z von 722.34 Da und einer Ladung von 3". Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 2164.00 Da.

Die markierten y- und b-lonen zeigen jeweils die unsulfonierten lonen.

an. Eine Sulfonierung kann dabei an einem Serin, einem Threonin, einem Tyrosin bzw. einem

Cystein auftreten.

4.4.1.1 Sulfonierung im Bereich des Cysteins C194

HCD Die HCD-MS-Messungen ergaben fiir alle Patienten sowohl beim Trypsin- als auch
beim Chymotrypsinverdau mehrere unterschiedliche Peptide, die eine Sulfonierung im Be-
reich des Cysteins C194 zeigen. Bei der Trypsin-Messung konnten hauptsachlich die beiden
Peptide 150HKVYACEVTHQGLSSPVTKzg7 und 101 VYACEVTHQGLSSPVTKo07 mit jeweils
einer Sulfonierung identifiziert werden. In den Abbildungen 4.6 und 4.7 sind fiir diese bei-

den Peptide die Spektren der Patienten Gl 1206 und SP 1070 beispielhaft dargestellt. Bei
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Abbildung 4.7: HCD-MS-Spektren des sulfonierten trypsinverdauten Peptids 10; VYACEVTHQGLSS-
PVTK,y; am Beispiel des Patienten SP 1070. Darstellung der HCD-MS-Spektren der 2*-fach- (A) bzw.
3%-fachgeladenen (B) Vorlduferionen 949.93 Da bzw. 633.63 Da. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von
1897.85 Da bzw. 1897.87 Da. Die markierten y- und b-lonen zeigen jeweils die unsulfonierten lonen.
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Abbildung 4.8: HCD-MS-Spektrum des chymotrypsinverdauten Peptids 193ACEVTHQGLSSPVTK o7
mit einer Sulfonierung am Beispiel des Patienten SP 1070. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion
mit einem m/z von 818.87 Da und einer 27-Ladung. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1635.73 Da.
Die dargestellten y- und b-lonen zeigen die lonen ohne eine Sulfonierung.

dem Chymotrypsinverdau konnten vor allem die Peptide 193ACEVTHQGLSSPVTKSFq,
103ACEVTHQGLSSPVTK,07 sowie 10sACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC;14 gefunden wer-
den. Fir diese Peptide befinden sich in den Abbildungen 4.8, 4.9 sowie 4.10 beispielhaft fiir
die Patienten SP 1070 und Gl 1206 die jeweiligen Spektren. Eine vollstindige Ubersicht fiir

alle Patienten Uber die gefundenen Peptide ist in der Tabelle 4.1 aufgelistet.

Das Spektrum in der Abbildung 4.6 zeigt das sulfonierte Peptid 15HKVYACEVTHQGLSSPV-
TKyo7. Bei diesem Peptid konnte das Vorlauferion mit einem Neutralverlust von 80 Da
(m/z=695.6910), nicht aber das Vorlauferion mit der PTM bzw. mit einem Neutralverlust

von 98 Da gefunden werden. Der Vergleich mit literaturbekannten Spektren von Medzih-
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Abbildung 4.9: HCD-MS-Spektrum des Peptids 1o3ACEVTHQGLSSPVTKSF,3 mit einer Sulfonierung
nach dem Chymotrypsinverdau am Beispiel des Patienten SP 1070. Das HCD-MS-Spektrum basiert auf
dem Vorlauferion mit einem m/z von 935.92 Da und einer Ladung von 27 . Dies entspricht einer Peptidmasse
[M] von 1869.83 Da. Die angegebenen y- und b-lonen sind jeweils unsulfoniert.

radszky et al. [35] zeigt, dass das Vorhandensein des 80 Da-Vorlduferions auf eine Sulfo-
nierung dieses Peptides hindeutet, wahrend das Nichtvorhandensein des Vorlauferions bzw.
98 Da-Vorlauferions gegen die Phosphorylierung des Peptides spricht. Dartiber hinaus konn-
te die vollstandige y-Serie von y»>-y;5 mit einem Neutralverlust von 80 Da gefunden werden,
wahrend kein y-lon ohne Neutralverlust bzw. mit einem Neutralverlust von 98 Da erkennbar
war. Auch dies deutet auf die Sulfonierung hin und spricht gegen die Phosphorylierung. Das
Auftreten der vollstandigen y-Serie bestatigt auBerdem die Sequenz des Peptids. Neben der
y-Serie konnte in dem Spektrum eine nahezu vollstandige b-Serie von b, bis b;7; gefunden
werden, die ebenfalls die Peptidsequenz verifiziert. Allerdings fehlen hier das bg- und byg-lon.

Die Erfahrung bei der Auswertung anderer HCD-MS-Spektren zeigt aber, dass dies in HCD-
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Abbildung 4.10: HCD-MS-Spektrum des chymotrypsinverdauten Peptids ;53ACEVTHQGLSSPV-
TKSFNRGEcC,14 mit einer Sulfonierung am Beispiel des Patienten Gl 1206. Das HCD-MS-Spektrum
basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 830.03 Da und einer 2*-Ladung. Dies entspricht einer
Peptidmasse [M] von 1658.05 Da. Zusatzlich zur Sulfonierung befindet sich am Cystein C214 eine Carbami-
domethylierung. Die dargestellten y- und b-lonen entsprechen den unsulfonierten lonen.

MS-Spektren nicht ungewohnlich ist, da y-lonen zuverlassiger auftreten als b-lonen. Analog
zu den y-lonen konnten bei den b-lonen nur lonen mit einem Neutralverlust von 80 Da und
keine ohne Neutralverlust bzw. mit einem Neutralverlust von 98 Da gefunden werden, was
wieder als Hinweis auf eine Sulfonierung gewertet wird. Da sowohl die Vorlauferionen als
auch die y- und b-lonen stets das typische Verhalten einer Sulfonierung zeigen, wird dieses
Spektrum als Nachweis einer Sulfonierung am Peptid 150HKVYACEVTHQGLSSPVTK5g;
angesehen. Der Neutralverlust verhindert jedoch die Lokalisierung der Sulfonierung. Es wird
vermutet, dass sich die Sulfongruppe am Cystein C194 befindet, da Cysteine aufgrund der
Probenvorbereitung eine Carbamidomethylierung zeigen sollten. Das Fehlen der Carbamido-

methylierung am Cystein C194 konnte durch eine sterische Hinderung durch eine Sulfon-
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gruppe an diesem Cystein entstanden sein. Der Nachweis der Sulfonierung an dieser Stelle

kann jedoch mit Hilfe der ETD-MS-Spektren unterstiitzt werden.

Das sulfonierte 15gHKVYACEVTHQGLSSPVTK,o7-Peptid trat auch bei dem Patienten
EW 1046 auf. Allerdings weist bei diesem die y-Serie einzelne Liicken auf. Da jedoch ein
Grolteil der y- und b-lonen sowie das Signal des 80 Da-Vorlauferions mit dem Spektrum
in der Abbildung 4.6 identisch ist, wird vom dem gleichen Peptid mit der gleichen PTM

ausgegangen.

Das 191 VYACEVTHQGLSSPVTKo7-Peptid tauchte sowohl als 27- und 3*-geladenes sul-
foniertes Peptid auf, dessen Spektren in der Abbildung 4.7 dargestellt sind. Analog zu
dem 150HKVYACEVTHQGLSSPVTK,g7-Peptid in der Abbildung 4.6 befindet sich im 2+-
HCD-MS-Spektrum das fiir eine Sulfonierung typische 80 Da-Vorlauferion (m/z=909.9557),
wahrend das flir eine Phosphorylierung typische Vorlauferion ohne Neutralverlust nicht auf-
taucht. Allerdings findet sich ein kleines Signal (m/z=900.9515), das dem Vorlauferion mit
einem 98 Da-Neutralverlust oder aber auch dem Vorlauferion mit einem 80 Da- und H,O-
Neutralverlust entsprechen konnte und somit nicht eindeutig einer Sulfonierung oder Phos-
phorylierung zugeordnet werden kann. Da der Hauptpeak 909.9557 allerdings dem Vorlau-
ferion mit dem sulfonierungstypischen Neutralverlust entspricht, wird von einer Sulfonierung
des Peptides in diesem Spektrum ausgegangen. Dariiber hinaus beinhaltet dieses Spektrum
die vollstandige y- und b-Serie von y; bis yig bzw. b, bis b;g mit einem Neutralverlust von
80 Da. Die analogen y- und b-lonen ohne Neutralverlust bzw. 98 Da-Neutralverlust konnten
nicht gefunden werden. Auf Grundlage dieser typischen Neutralverluste gilt das Vorhanden-

sein der Sulfonierung in Abgrenzung zur Phosphorylierung in diesem Spektrum als bewiesen.

Das Spektrum von dem 3*-geladenen Peptid weist eine nahezu vollstandige y-Serie mit dem
typischen Neutralverlust von 80 Da ohne den phosphorylierungstypischen Neutralverlust auf.
lonen der b-Serie konnten mit Ausnahme des b,-80 Da-lons weder mit der PTM, noch mit
einem Neutralverlust von 80 Da oder 98 Da gefunden werden. AulBerdem konnte kein Signal
identifiziert werden, das das Vorlauferion mit der PTM, mit einem Neutralverlust von 80 Da

oder 98 Da prasentiert. Da nur die y-Serie das fiir die Sulfonierung typische Verhalten zeigt,
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wird dieses Spektrum nur mit Einschrankungen als Nachweis fiir die Sulfonierung angesehen.
Da das gleiche Peptid aber bereits als 2*-geladenes Peptid die Sulfonierung bewies, unter-
stiitzt das Vorhandensein des 3*-geladenen Peptids die Zuverlassigkeit der ldentifizierung

der Sulfonierung.

Bei dem Chymotrypsinverdau konnten die drei Peptide 19sACEVTHQGLSSPVTK5g7, 103AC-
EVTHQGLSSPVTKSF5q9 sowie 19sACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC,4 gefunden werden.
Das in der Abbildung 4.8 dargestellte sulfonierte Peptid 193ACEVTHQGLSSPVTK»g7 zeich-
net sich durch eine hohe Zuverlassigkeit bei der Identifikation der Sulfonierung aus, da sowohl
die y- als auch die b-Serie mit dem sulfonierungstypischen Neutralverlust von 80 Da gefunden
werden konnten, wahrend die phosphorylierungstypischen Neutralverluste nicht aufgetreten
sind. Die y- und die b-Serie existiert in dem Spektrum liickenlos von y; bis yi4 bzw. von
b, bis b4 und verifiziert damit die Peptidsequenz. Dariiber hinaus konnte im Spektrum das
Vorlauferion mit einem Neutralverlust von 80 Da (m/z=778.8912), nicht aber das Vorldu-

ferion ohne Neutralverlust detektiert werden.

Analog zum Peptid 1osACEVTHQGLSSPVTK5e7 in der Abbildung 4.8 zeigt auch das sul-
fonierte Peptid 193ACEVTHQGLSSPVTKSF,o9 in der Abbildung 4.9 eine liickenlose y- und
b- Serie, die sich nur durch den sulfonierungstypischen Neutralverlust von 80 Da sowohl
bei der y- und b-Serie sowie bei dem Vorlauferion auszeichnet (m/z=895.9429) und somit

zuverlassig die Sulfonierung an diesem Peptid bestatigt.

Das in der Abbildung 4.10 dargestellte Peptid 193ACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEcC514 be-
statigt ebenfalls die Sulfonierung, welche sich wahrscheinlich am Cystein C194 befindet. Im
Gegensatz zu den bereits beschriebenen Peptiden handelt es sich hierbei mit 21 Aminosauren
um ein groleres Peptid, dessen vollstandige Sequenzabdeckung durch die y- und b-Serie er-
schwert ist, da die groBeren lonen schlechter im HCD-MS-Spektrum zu sehen sind. Dennoch
existieren die liickenlose y-Serie von yg bis y;g sowie die nahezu liickenlose b-Serie von b, bis
bi4 ohne das bio-lon. Dadurch kann die Gesamtsequenz des Peptids durch die Kombination
der y- und b-Serie verifiziert werden. Aulerdem konnte auch in diesem Spektrum das cha-

rakteristische Vorlauferion mit einem Neutralverlust von 80 Da (m/z=803.3764) gefunden
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Tabelle 4.1: Ubersicht der sulfonierten Peptide im Bereich des Cysteins C194 aus der HCD-MS-Messung. Aufgefiihrt sind fiir jeden Patienten die gefundenen

Spektren. Fiir jedes Spektrum wurde die Qualitdt der b- und y-Serie bewertet: b:+++ := liickenlose b-Serie, b:++ := b-Serie mit vereinzelten Liicken, im Bereich

von C194 aber liickenlos, b:(++) := b-Serie mit vereinzelten Liicken (auch im Bereich des Cysteins C194), b:+ := vereinzelte b-lonen, b:- := kein b-lon vorhanden.

Analog zur b-Serie wurde die y-Serie bewertet. Die Zahlen in der Tabelle verweisen auf die abgebildeten Spektren im Anhang.

Gl 1206

b:(++), y:+++
(Abb. 4.6)

br+++, yi++
(Abb. A.3)

b:(++), y:(++)
(Abb. A.10)

b:i++, y:(++)
(Abb. 4.10)

Multiples Myelom

SC 1211

br++, yi++
(Abb. A.4)

bi++, yi+++
(Abb. A.8)

bi++, yi++
(Abb. A.11)

bi++, y:(++)
(Abb. A.15)

WS 1199

Multiples Myelom mit AL-Amyloidose

EW 1046

Trypsinverdau

Peptid 150HKVYACEVTHQGLSSPVTK07

Peptid 191 VYACEVTHQGLSSPVTKy07

b:(++), yi+++
(Abb. A.5)

br(++), y:(++)
(Abb. A.2)

bi++, y:(++)
(Abb. A.6)

Chymotrypsinverdau
Peptid 193ACEVTHQGLSSPVTK»g7

Peptid 10sACEVTHQGLSSPVTKSF2g9

b:(+4), y:(++)
(Abb. A.12)

bi++, y:(++4)
(Abb. A.16)

bi+++, yi+++
(Abb. A.13)

Peptid 10sACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEcC,14

SP 1070

br+++, yi+++
(Abb. 4.7)

bi+++, yi+++
(Abb. 4.8)

bit++, yi+++
(Abb. 4.9)

KR 1159

br++, yi++
(Abb.A.7)

br+++, yi+++
(Abb. A.9)

br+++, yi+++
(Abb. A.14)
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werden. Dariiber hinaus sind die lonen der y- und b-Serie ebenfalls mit dem spezifischen
Neutralverlust von 80 Da vorhanden, wahrend lonen mit einem fiir eine Phosphorylierung
charakteristischen Neutralverlust fehlen. Die Lokalisierung der Sulfonierung ist durch den
Verlust der PTM auch bei diesem Peptid nicht eindeutig moglich. Allerdings existiert in die-
sem Peptid an der Stelle C214 ein weiteres Cystein, das im Gegensatz zum Cystein C194
eine Carbamidomethylierung tragt. Die selektive Addition der Carbamidomethylierung am
Cystein C214 deutet auf eine Hemmung der Carbamidomethylierung am C194 hin, wie sie
durch eine sterische Hinderung durch eine bereits vorhandene Sulfonierung erfolgen konn-
te. Deshalb untermauert dieses Spektrum die Hypothese, dass die Sulfonierung am Cystein

C194 lokalisiert ist.

Bei allen drei Peptiden des Chymotrypsinverdaus konnten neben dem Vorlauferion mit einem
80 Da-Neutralverlust jeweils ein sehr kleines Signal identifiziert werden, der das Vorlauferion
mit einem Neutralverlust von 98 Da zeigt. Dies konnte ein Hinweis auf eine Phosphorylierung
sein. Es wird allerdings davon ausgegangen, dass diese Signale dem Vorlauferion nach dem
Verlust der Sulfo- und einer H,O-Gruppe entsprechen, da die y- und b-lonen nur mit dem
sulfonierungstypischen 80 Da-Neutralverlust vorhanden sind und auch der Hauptpeak dem
Vorlauferion mit dem sulfonierungstypischen 80 Da-Neutralverlust entspricht. Der Verlust
von H,O kommt typischerweise in MS/MS-Spektren vor, weshalb die gezeigten Spektren

hochstwahrscheinlich eine Sulfonierung an diesen Peptiden zeigen.

Alle flinf beschriebenen sulfonierten Peptide konnten bei mehreren Patienten nachgewiesen
werden, auch wenn nicht alle Peptide beil jedem Patienten vorkamen. In der Tabelle 4.1 be-
findet sich eine Zusammenfassung, welche Peptide bei welchem Patienten gefunden werden
konnten. Peptide, die bei mehreren Patienten auftauchten, hatten nicht immer die gleiche
Qualitat wie die in diesem Abschnitt beschriebenen Peptid-Spektren. Da jedoch die Peptide
stets das gleiche Vorlauferion-m/z aufwiesen und ein GroRteil der y- und b-lonen vorhanden
war, wird von der Gleichheit und damit dem Vorhandensein von sulfonierten Peptiden aus-

gegangen.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass fiir alle sechs Patientenproben mindestens ein
Peptid im Trypsin- und Chymotrypsinverdau identifiziert werden konnte, das eine Sulfonie-
rung im Bereich des Cysteins C194 durch das Auftreten von y- und b-lonen sowie des Vorlau-
ferions mit dem fiir die Sulfonierung charakteristischen Neutralverlust von 80 Da bestatigt.
Bei all diesen gefundenen Peptiden liegt das Cystein C194 ohne Carbamidomethylierung vor,
weshalb die Lokalisation der Sulfonierung an dieser Stelle postuliert wird. Allerdings muss
einschrankend erwahnt werden, dass die Identifizierung der Sulfonierung in den MS-Spektren

nicht zwangslaufig auch eine In-vivo-Funktion dieser PTM bedeutet.

ETD-MS-Messung Bei den ETD-MS-Messungen konnten die drei sulfonierten Peptide
180HKVYACEVTHQGLSSPVTK07, 190KVYACEVTHQGLSSPVTK,07 sowie 191 VYACEV-
THQGLSSPVTKyo7 aus dem Trypsinverdau identifiziert werden. Fiir jedes Peptid wurde in
den Abbildungen 4.11, 4.12 bzw. 4.13 ein ETD-MS-Spektrum eines der Patienten beispiel-
haft dargestellt. Fiir die anderen Patienten befinden sich die Spektren mit diesen Peptiden im
Anhang. Dabei konnten bei fast allen Patienten diese drei Peptide gefunden werden, wobei
nicht bei allen Patienten mit Hilfe der Spektren die Lokalisation der Sulfonierung bestimmt
werden konnte. Eine Zusammenfassung der auftretenden Peptide befindet sich fiir jeden

Patienten in der Tabelle 4.2.

Die meisten gefundenen Spektren zeichnen sich durch c-lonen mit der PTM ab dem Cystein
C194 oder der Glutaminsaure E195 und durch z/z+1-Serien ohne PTM bis zur Glutaminsau-
re E195 aus. Die PTM-freien c- bzw. PTM-tragenden z/z+1-lonen fehlen in diesen Spektren
oder sind nur liickenhaft vorhanden. Dadurch kann die Position der Sulfonierung zwar auf
die Aminosauren Cystein C194 und Tyrosin Y192 eingegrenzt werden, eine Unterscheidung

ist jedoch nicht immer maoglich.

Das Peptid 150HKVYACEVTHQGLSSPVTK,g; zeigte die besten Spektren zur Positionsbe-
stimmung der Sulfongruppe. So konnte bei dem Patienten Gl 1206 das in der Abbildung 4.11
dargestellte Spektrum gefunden werden. Bei diesem existieren die c-lonen ohne PTM von ¢,
bis c5 sowie die c-lonen mit PTM von cg bis c;7 mit Ausnahme der cg-, ¢c15- und cig-lonen.

Damit kann die Sulfonierung nur an der 6. Aminosaure am Cystein C194 sein, da das cg-lon
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das erste lon mit der Modifikation ist. Die Lokalisation der Sulfonierung wird ebenfalls durch
die z- bzw. z+1-Serie bestatigt. So sind die z- und/oder z+1-lonen ohne 80 Da-PTM von
z/z+15 bis z/z+1;3 mit Ausnahme der z/z+14- und z/z+11p-lonen vorhanden, wahrend die
z/z+1-lonen mit PTM von z/z+1;5 bis z/z+1;7 gefunden werden konnten. Das Auftauchen
der z/z+11s-lonen inklusive der 80 Da-Modifikation verifiziert die Sulfonierung am Cystein
C194 auch ohne das sulfonierte z/z+1,4-lon, da bei einer Sulfonierung am Tyrosin Y192 erst
das z/z+116-lonen mit Sulfonierung und das z/z+1;5 ohne Modifikation auftreten miisste.
Das Vorhandensein des sulfonierten z/z+114-lons wiirde diese Aussage unterstiitzen, fiir den

Nachweis der Lokalisation ist es jedoch nicht notwendig.

Fiir das Peptid 15gHKVYACEVTHQGLSSPVTK,g7 konnten bei allen sechs Patienten Spek-
tren gefunden werden. Allerdings konnten nur bei den Patienten Gl 1206, SC 1211 und
SP 1070 Spektren identifiziert werden, die die Sulfonierung am Cystein C194 zeigen (sie-
he Abbildung 4.11 und im Anhang die Abbildungen A.17 und A.20). Bei diesen sind die
unmodifizierten c-lonen von ¢, bis c5 und die sulfonierten c-lonen ab c; vorhanden. Das
cg-lon konnte weder modifiziert noch unmodifiziert gefunden werden. Dennoch reicht das
Auftreten des unmodifizierten cs-lons fiir die Lokalisation der Sulfonierung am Cystein C194
aus, da bei einer Sulfonierung am Tyrosin Y192 das cs-lon bereits die Modifikation tragen
musste. Das cg-lon konnte die Zuverlassigkeit der Positionierung erhohen, ist aber fir die
Lokalisation nicht notwendig. Die z/z+1-lonen ohne PTM existieren bis z/z+1;3, wahrend
die modifizierten lonen ab z/z+114 vorhanden sind. Das modifizierte z/z+114-lon bestatigt

die Position der PTM am Cystein C194, da dies das erste lon mit dem Cystein C194 ist.

Bei den Patienten WS 1199, EW 1046 und KR 1159 konnten keine Spektren gefunden wer-
den, die die Lokalisation am Cystein C194 beweisen. Deren 150HKVYACEVTHQGLSSPVT-
Koo7-Spektren weisen unmodifizierte z/z+1-lonen bis zur Glutaminsaure E195 auf, wahrend
modifizierte z/z+1- bzw. c-lonen vollstandig fehlen bzw. nur liickenhaft vorhanden sind. Da-
durch kann die Sulfonierung zwar auf das Cystein C194 und das Tyrosin Y192 eingegrenzt

werden, die Unterscheidung zwischen den beiden Aminosauren ist aber nicht moglich.
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c z (z+1) c z (z+1)
155.0927 1 H 19 - - 235.0495 1 H 19 - -
283.1877 2 K 18 1930.9817 1931.9895 363.1445 2 K 18 2010.9385 2011.9463
382.2561 3 V 17 1802.8867 1803.8945 462.2129 3 V 17 1882.8435 1883.8513
545.3194 4 Y 16 1703.8183 1704.8261 625.2762 4 Y 16 1783.7751 1784.7829
616.3566 5 A 15 1540.7550 1541.7628 696.3134 5 A 15 1620.7118 1621.7196
719.3657 6 C 14 1469.7179 1470.7257 799.3225 6 C 14 1549.6747 1550.6825
848.4083 7 E 13 1366.7087 1367.7165 928.3651 7 E 13 1446.6655 1447.6733
947.4767 8 \ 12 1237.6661 1238.6739 1027.4335 8 \% 12 1317.6229 1318.6307
1048.5244 9 T 11 1138.5977 1139.6055 1128.4812 9 T 11 1218.5545 1219.5623
11855833 10 H 10 1037.5500 1038.5578 1265.5401 10 H 10 1117.5068 1118.5146
1313.6419 11 Q 9 900.4911 901.4989 1393.5987 11 Q 9 980.4479 981.4557
1370.6634 12 G 8 772.4325 773.4403 1450.6202 12 G 8 852.3893 853.3971
1483.7474 13 L 7 715.4111 716.4189 1563.7042 13 L 7 795.3679 796.3757
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1754.8643 16 P 4 428.2629 429.2707 1834.8211 16 P 4 508.2197 509.2275
1853.9327 17 V 3 331.2102 332.2180 1933.8895 17 V 3 411.1670 412.1748
19549804 18 T 2 232.1418 233.1496 2034.9372 18 T 2 312.0986 313.1064
- 19 K 1 131.0941 132.1019 - 19 K 1 211.0509 212.0587

Abbildung 4.11: ETD-MS-Spektrum des trypsinverdauten Peptids 150HKVYAsCEVTHQGLSSPVTK
mit einer Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten Gl 1206. Das Spektrum basiert auf
dem Vorlduferion mit dem m/z von 722.34 Da und einer Ladung von 3% . Dies entspricht einer Peptidmasse
[M] von 2164.00 Da. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und
c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt. Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der
Tabelle griin bzw. orange markiert. 84
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810.4178 7 V 12 1237.6661 1238.6739 890.3746 7 V 12 1317.6229 1318.6307
911.4655 8 T 11 1138.5977 1139.6055 991.4223 8 T 11 1218.5545 1219.5623
1048.5244 9 H 10 1037.5500 1038.5578 1128.4812 9 H 10 1117.5068 1118.5146
1176.583 10 Q 9 900.4911 901.4989 1256.5398 10 Q 9 980.4479 981.4557
1233.6045 11 G 8 772.4325 773.4403 1313.5613 11 G 8 852.3893 853.3971
1346.6885 12 L 7 715.4111 716.4189 1426.6453 12 L 7 795.3679 796.3757
1433.7206 13 S 6 602.3270 603.3348 1513.6774 13 S 6 682.2838 683.2916
1520.7526 14 S 5 515.2950 516.3028 1600.7094 14 S 5 595.2518 596.2596
1617.8054 15 P 4 428.2629 429.2707 1697.7622 15 P 4 508.2197 509.2275
1716.8738 16 V 3 331.2102 332.2180 1796.8306 16 V 3 411.1670 412.1748
1817.9214 17 T 2 232.1418 233.1496 1897.8782 17 T 2 312.0986 313.1064
- 18 K 1 131.0941 132.1019 - 18 K 1 211.0509 212.0587

1997.0834

2000

Abbildung 4.12: ETD-MS-Spektrum des trypsinverdauten Peptids 1cKVYAsCEVTHQGLSSPVTKy;
mit einer Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten EW 1046. Das Spektrum basiert auf

dem Vorlauferion mit dem m/z von 676.65 Da und einer Ladung von 3T. Dies entspricht einer Peptidmasse

[M] von 2026.93 Da. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und

c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt. Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der

Tabelle griin bzw. orange markiert.
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Das 190 KVYACEVTHQGLSSPVTK,o7-Peptid konnte bei allen Patienten, aulier bei dem Pa-
tienten KR 1159 identifiziert werden. Dessen Spektren zeichnen sich durch unmodifizierte
z/z+1-Serien bis z/z+113 aus, wahrend c-lonen und modifizierte z/z+1-lonen meist voll-
standig fehlen bzw. nur vereinzelt auftauchen. Die vorhandenen z/z+1-lonen treten meist
lickenlos auf, sodass die Peptidsequenz und damit die Peptididentitat durchaus verifiziert
werden kann. Da die z/z+1-Serie jedoch vor dem Cystein C194 endet, ist eine Lokalisation
der PTM anhand dieses Peptides nicht moglich. Dariiber hinaus befanden sich in mehreren
Spektren z/z+1,6 und z/z+1;7-lonen ohne PTM. Bei diesen sollte die PTM sowohl bei ei-
ner Sulfonierung des Cysteins C194 als auch des Tyrosins Y192 vorhanden sein, da bereits
das z/z+1y4-lon das Cystein und das z/z+1i6-lon das Tyrosin tragt. Das vollkommende
Fehlen der Sulfonierung an dieser Stelle im Peptid kann jedoch aufgrund der Masse des
Vorlauferions ausgeschlossen werden, da dieses um 80 Da groler ist als das unmodifizierte
Peptid, was genau der Masse einer Sulfonierung entspricht. Es wird jedoch vermutet, dass
bei diesem Peptid die Modifikation wahrend der Fragmentierung verloren gegangen ist oder
dass die gefundenen lonen andere Molekiile reprasentieren. Der Verlust der PTM kann bei
einer ETD-MS-Messung stattfinden, auch wenn die ETD-Fragmentierung als sanfte Frag-
mentierungsmethode gilt, bei der labile PTM erhalten bleiben. Die Moglichkeit der PTM-
Abspaltung wird aber vereinzelt auch in der Literatur beschrieben [81], wobei der GroRteil

anderer Arbeitsgruppen den Erhalt der Modifikation zeigen konnte.

Das Peptid 19; VYACEVTHQGLSSPVTK,g; trat bei allen Patienten auler bei den Patienten
EW 1046 und SC 1211 auf. Ahnlich zu dem 100KVYACEVTHQGLSSPVTKag7-Peptid konn-
ten in diesen Spektren nur z/z+1-lonen ohne PTM gefunden werden, wahrend modifizierte
z/z+1-lonen vollkommen fehlten. Die vorhandenen z/z+1-lonen endeten ebenso spatestens
nach der Glutaminsaure E195, sodass auch bei diesem Peptid die Sulfonierung auf das Cy-
stein bzw. Tyrosin eingegrenzt, nicht aber zwischen den Aminosauren unterschieden werden
konnte. Die c-lonen tauchten mit einzelnen Ausnahmen nur mit 80 Da-Modifikation ab dem
cg-lon auf, welches sich in deutlichem Abstand zum Cystein C194 und zum Tyrosin Y192
befindet, sodass auch die vorhandenen c-lonen die Lokalisation der posttranslationalen Mo-

difikation nicht zeigen konnen.
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Ohne Sulfonierung Mit Sulfonierung
c z (z+1) c z (z+1)
117.1022 1 \Y% 17 - - 197.0590 1 \Y 17 - -
280.1656 2 Y 16 1703.8183 1704.8261 360.1224 2 Y 16 1783.7751 1784.7829
351.2027 3 A 15 1540.7550 1541.7628 431.1595 3 A 15 1620.7118 1621.7196
454.2119 4 C 14 1469.7179  1470.7257 534.1687 4 C 14 1549.6747 1550.6825
583.2545 5 E 13 1366.7087 1367.7165 663.2113 5 E 13 1446.6655 1447.6733
682.3229 6 Vv 12 1237.6661 1238.6739 762.2797 6 \Y 12 1317.6229 1318.6307
783.3706 7 T 11 1138.5977 1139.6055 863.3274 7 T 11 1218.5545 1219.5623
920.4295 8 H 10 1037.5500 1038.5578 1000.3863 8 H 10 1117.5068 1118.5146
1048.4880 9 Q 9 900.4911 901.4989 1128.4448 9 Q 9 980.4479 981.4557
1105.5095 10 G 8 772.4325 773.4403 1185.4663 10 G 8 852.3893 853.3971
1218.5936 11 L 7 715.4111 716.4189 1298.5504 11 L 7 795.3679 796.3757
1305.6256 12 S 6 602.3270 603.3348 1385.5824 12 S 6 682.2838 683.2916
1392.6558 13 S 5 515.2950 516.3028 14726126 13 S 5 595.2518 596.2596
1489.7104 14 P 4 428.2630 429.2708 1569.6672 14 P 4 508.2198 509.2276
1588.7788 5 V 3 331.2102 332.2180 1668.7356 15 \Y 3 411.1670 412.1748
1689.8265 16 T 2 232.1418 233.1496 1769.7833 16 T 2 312.0986 313.1064
- 17 K 1 131.0941 132.1019 - 17 K 1 211.0509 212.0587

Abbildung 4.13: ETD-MS-Spektrum des trypsinverdauten Peptids 19; VYACEVTHQGLSSPVTK,y; mit
einer wahrscheinlichen Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten WS 1199. Das Spektrum
basiert auf dem Vorlduferion mit dem m/z von 633.63 Da und einer Ladung von 3T. Dies entspricht einer
Peptidmasse [M] von 1897.87 Da. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der Sulfonierung wurden die m/z der
z-, (z+1)- und c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt. Die im Spektrum gefundenen lonen
wurden in der Tabelle griin bzw. orange markiert.
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Tabelle 4.2: Ubersicht der sulfonierten Peptide im Bereich des Cysteins C194 aus der ETD-MS-Messung. Aufgefiihrt sind fiir jeden Patienten die gefundenen
Spektren. Fiir jedes Spektrum wurde die Qualitat der c- und z/z+1-Serie bewertet: c:+++ := liickenlose c-Serie, die die Lokalisation der Sulfonierung erlaubt, c:(+++)
:= c-Serie hat zwar eine Liicke, die restlichen c-lonen erlauben aber die Lokalisierung der Sulfonierung, c:++ := c-Serie deutet auf Lokalisation der PTM hin, beweist
sie aber nicht, z.B. wenn Serie direkt vor PTM aufhort, c:(++) := c-Serie deutet auf Lokalisation der PTM hin und hat Liicken, c:+ := vereinzelte c-lonen, die
keinerlei Informationen iiber die Positionierung zulassen, c:- := kein c-lon vorhanden. Analog zur c-Serie wurde die z- und die z+1-Serie bewertet. Da beide Serien
den C-Term beschreiben, wurden diese mit z zusammengefasst. Die Zahlen in der Tabelle verweisen auf die abgebildeten Spektren im Anhang.

Multiples Myelom Multiples Myelom mit AL-Amyloidose
Gl 1206 SC 1211 WS 1199 EW 1046 SP 1070 KR 1159
Peptid 150HKVYACEVTHQGLSSPVTKy07
c(+++), zi(+++) c(+++), zi(+++) c:(++), z(++) c(++), z(++) c(++), z(+++) c(++), z(++)

(Abb. 4.11) (Abb. A.17) (Abb. A.18) (Abb. A.19) (Abb. A.20) (Abb. A.21)

Peptid 190KVYACEVTHQGLSSPVTKjg7
c-, Z:+ c-, z:(++) c-, z:(++) c-, Z(+++) c-, zi+ -
(Abb. A.22) (Abb. A.23) (Abb. A.24) (Abb. 4.12) (Abb. A.25) -
Peptid 191 VYACEVTHQGLSSPVTKxo7
- - CiH+, Z++ - c+, z.(++) C+, Z++

(Abb. 4.13) (Abb. A.26) (Abb. A.27)
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Spektren der beiden Peptide 190 KVYACEVT-
HQGLSSPVTKsg7 und 191 VYACEVTHQGLSSPVTK,g7 die Sulfonierung nicht eindeutig lo-
kalisieren konnten. Mit Hilfe der ;50HKVYACEVTHQGLSSPVTK,14-Spektren konnte aber
zumindest fiir die Patienten Gl 1206, SC 1211 und SP 1070 die Positionierung der PTM am
Cystein C194 zuverlassig erfolgen. Dabei entstammen die Patienten Gl 1206 und SC 1211
der Multiplen-Myelom-Gruppe wahrend der Patient SP 1070 zusatzlich an der AL-Amyloidose
litt, sodass keine krankheitsspezifische Lokalisation der Sulfonierung gefunden werden konn-

te.

Eine Sulfonierung an einem Cystein bei AL-Amyloidose-Patienten wurde auch von Connors
et al. [10] gefunden. Allerdings lokalisierte diese Gruppe die Sulfongruppe am Cystein C214,

wahrend eine Sulfonierung am Cystein C194 bis jetzt noch nicht beschrieben wurde.

4.4.1.2 Mogliche weitere Sulfonierung im Bereich des Cysteins C194

ETD-MS-Messung Bei der Suche nach ETD-MS-Spektren mit einer Sulfonierung im Be-
reich des Cysteins C194 tauchte bei allen sechs Patientenproben das Peptid 190 YACCEVTH-
QGLSSPVTK5g7 mit einer 80 Da-PTM auf, welches im Gegensatz zu den im vorigen Absatz
beschriebenen Peptiden eine Carbamidomethylierung am Cystein C194 aufwies. Das Fehlen
der Carbamidomethylierung am Cystein C194 wurde im vorhergehenden Absatz als Hinweis
fiir die Lokalisation der Sulfonierung an diesem Cystein gewertet. Deshalb deutet das Vor-
handensein der Carbamidomethylierung an dieser Stelle auf eine abweichende Position der

80 Da-PTM hin.

Ein Beispielspektrum fiir das vermutlich sulfonierte Peptid 19> YACCEVTHQGLSSPVTK5g;
mit einer Carbamidomethylierung ist in der Abbildung 4.14 dargestellt. Dieses ETD-MS-
Spektrum des Peptids 190 YACCEVTHQGLSSPVTK,g; zeichnet sich durch liickenlose z/z+1
Serien ohne PTM von z/z+1, bis z/z+114 sowie nahezu liickenloser c-Serie mit 80 Da-
PTM von c3 bis c;5 aus, wahrend keine modifizierten z/z+1- oder unmodifizierte c-lonen
gefunden werden konnen. Die unmodifizierte z/z+1-Serie umfasst das z/z+114-lon, welches
das carbamidomethylierte Cystein beinhaltet. Da kein modifiziertes z/z+114-lon identifiziert

werden konnte, kann die 80 Da-Modifikation nur vor dem Cystein C194 am Tyrosin Y192
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1006.4411 8 Q 9 900.4911 901.4989 1086.3979 8 Q 9 980.4479 981.4557
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1176.5466 10 L 7 715.4111 716.4189 1256.5034 10 L 7 795.3679 796.3757
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- 16 K 1 131.0941 132.1019 - 16 K 1 211.0509 212.0587

Abbildung 4.14: ETD-MS-Spektrum des trypsinverdauten Peptids 19 YACCEVTHQGLSSPVTK>; mit
einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 und wahrscheinlich einer Sulfonierung am Tyrosin Y192
am Beispiel des Patienten Gl 1206. Das Spektrum basiert auf dem Vorlduferion mit dem m/z von 619.98
und einer Ladung von 3%. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1856.92 Da. Zur Verdeutlichung der
Lokalisation der Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung
dargestellt. Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der Tabelle griin bzw. orange markiert.
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lokalisiert sein. Das unmodifizierte z/z+1;5-lon, welches die Sulfonierung am Tyrosin direkt
beweisen wiirde, konnte allerdings nicht gefunden werden. Darliber hinaus fehlen sowohl die
modifizierten als auch unmodifizierten c-lonen c; und c,, sodass mit Hilfe der c-Serie die
80 Da-PTM nur auf die Stellen Cystein C194 und Tyrosin Y192 eingegrenzt werden kann.

Ein direkter Beweis der Modifikation fehlt in diesem Spektrum.

Eine Unterscheidung zwischen der 80 Da-schweren Sulfonierung und der fast gleich schweren
Phosphorylierung konnte mit Hilfe der HCD-MS-Spektren erfolgen. Allerdings konnte kein
entsprechendes Spektrum mittels Mascot-Algorithmus identifiziert werden. Auch konnten
keine anderen sulfonierten Peptide aus dem Bereich des Cysteins C194 gefunden werden,
die am Cystein C194 eine Carbamidomethylierung tragen. Um das Ubersehen von passen-
den Spektren zu vermeiden, wurde manuell nach den entsprechenden Vorlauferionen und

MS/MS-Spektren gesucht.

HCD-MS-Messung Die manuelle Suche in den HCD-MS-Messungen nach einem Spek-
trum, welches das Peptid 190 YACCEVTHQGLSSPVTK,g7 reprasentiert, lieferte fiir alle Pa-
tienten auBer fiir die Patienten WS 1199 und KR 1159 Spektren, die ein dhnliches Peptid
mit dem gleichen Molekulargewicht von 1857 Da zeigen. Fiir den Patienten SP 1070 ist in
der Abbildung 4.15 das entsprechende Spektrum dargestellt. Dieses Spektrum zeichnet sich
durch eine liickenlose y-Serie ohne 80 Da-PTM von y; bis y;3 aus, wodurch eine analoge
Aminosauresequenz zum Peptid 190 YACEVTHQGLSSPVTK,g; ab der Glutaminsaure E195
verifiziert wird. Zusatzlich befinden sich in dem Spektrum zwei lonen mit einem m/z von
1485.7352 und 1556.7739. Diese beiden Signale entsprechen dem yi4- und y;s-lon ohne
Carbamidomethylierung, wodurch zusatzlich die Aminosauren Alanin und Cystein in diesem
Peptid verifiziert werden konnen. Da in diesen Spektren kein y-lon mit Carbamidomethylie-
rung gefunden werden konnte, muss das Spektrum ein Peptid ohne die Carbamidomethylie-
rung am Cystein zeigen. Das Fehlen der Carbamidomethylierung an dieser Stelle wird auch
von der b-Serie bestatigt, welche ltickenlos von b} bis bjg ist. Zusatzlich existieren die Signale
301.1544, 372.1917 und 475.2007, welche dem b3-, b3- und b3-lon ohne Carbamidomethy-
lierung entsprechen, sodass am Cystein keine Carbamidomethylierung vorhanden sein kann.

Die b-lonen wurden bei diesem Peptid als b*-lonen gekennzeichnet, da aus dem Spektrum
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Abbildung 4.15: HCD-MS-Spektrum des Peptids 1o;XACEVTHQGLSSPVTK,y; des Patienten SP 1070
nach dem Trypsinverdau. Das Spektrum basiert auf dem Vorlduferion mit einem m/z von 928.97 Da und
einer Ladung von 2%, Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1856.93 Da. Entgegen der Erwartungen trigt
dieses Peptid keine Carbamidomethylierung am Cystein C194, dafiir aber einen nicht anhand des Spektrums
zu identifizierenden Rest am Alanin der neben Aminosauren auch eine PTM enthalten konnte und hier als X
dargestellt ist. Da nicht bekannt ist wie viele Aminosauren sich hinter dem X verbergen, werden die b-lonen
dieses Peptides als b* gekennzeichnet und X als eine modifizierte Aminosaure betrachtet.

nicht die genaue Anzahl der Aminosauren ermittelt werden konnte und dadurch die Indizes

der b-lonen nicht eindeutig zugeordnet werden konnen.

Durch das Fehlen der 57 Da-groBen Carbamidomethylierung am Cystein muss am Tyrosin
eine andere Modifikation existieren, die ein Molekulargewicht von 137 Da aufweist, was der
Summe aus einer Sulfonierung und einer Carbamidomethylierung entspricht. Nach der Uni-
mod-Datenbank fiir PTMs ist eine solche PTM jedoch nicht bekannt. Darliber hinaus ist es

moglich, dass vor dem Alanin mehrere Modifikationen oder andere Aminosauren vorhanden
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sind, die zusammen der fehlenden Masse entsprechen. Dies sind jedoch nur Spekulationen,

da keine passenden Signale im Spektrum gefunden wurden, die einen Hinweis geben konnten.

Alle gefundenen HCD-MS-Spektren mit dem Molekulargewicht von 1857 Da wiesen die typi-
schen y- und b-lonen auf, die die Carbamidomethylierung am Cystein widerlegen. Es konnte
somit kein Spektrum identifiziert werden, das das 190 YACCEVTHQGLSSPVTKy97-Peptid mit
einer 80 Da-Modifikation reprasentiert, welches in der ETD-MS-Messung gefunden werden
konnte. Aufgrund des z/z+114-lons kann aber von einem carbamidomethylierten Cystein bei

dem Peptid der ETD-MS-Messung ausgegangen werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass fiir das in der ETD-MS-Messung gefundene
100 YACCEVTHQGLSSPVTKo7-Peptid kein Aquivalent in der HCD-MS-Messung identifi-
ziert werden konnte, mit dessen Hilfe die PTM als Sulfonierung oder Phosphorylierung
charakterisiert werden konnte. Dariiber hinaus konnte in der ETD-MS-Messung kein lon
gefunden werden, welches die PTM direkt zeigen wiirde und somit lokalisieren konnte. Auf-
grund der fehlenden HCD-MS-Spektren fiir dieses Peptid und nur dem indirekten Nachweis
der PTM am Tyrosin Y192 wird das Vorhandensein einer Sulfonierung an dieser Stelle als

zweifelhaft angesehen.

4.4.1.3 Mogliche Sulfonierung im Bereich des Cysteins C23

Vorversuche In Vorversuchen konnte bei der Probe SP 1070 im Thermolysinverdau das
Peptid 23l TCQASQDISDYLSWYQQKPGKAPKL4s mit einer 80 Da-Modifikation identifi-
ziert werden, die wahrscheinlich einer Sulfonierung entspricht. In der Abbildung 4.16 ist
dieses Spektrum dargestellt. Dabei handelt es sich um ein sehr gutes Spektrum, bei dem alle
grolien Signale erklart werden konnen, wodurch von einer zuverlassigen Peptididentifizierung
ausgegangen werden kann. Dieses Spektrum zeichnet sich durch eine vollstandige y»- bis
yos-Serie ohne die 80 Da-PTM aus, durch die die Aminosauresequenz gesichert verifiziert
werden kann. Die b-Serie ist vom b,- bis bg-lon, ohne das b;-lon, jeweils ohne 80 Da-PTM
vorhanden. Die y- und b-lonen mit der 80 PTM oder mit einem Neutralverlust von 98 Da
konnten nicht gefunden werden. Das Auftreten von y- und b-lonen mit einem Neutralverlust

von 80 Da und das Fehlen von y- und b-lonen mit der PTM oder mit einem Neutralverlust
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Abbildung 4.16: HCD-MS-Spektrum des Thermolysin-verdauten Peptids ,3ITCQASQDISDYLSWYQQ-
KPGKAPKL,s mit einer Sulfonierung. Das Peptid entstammt der Probe des Patienten SP 1070 und basiert
auf dem Vorlduferion mit einem m/z von 1017.16 Da und einer Ladung von 3*. Dies entspricht einer Peptid-
masse [M] von 4064.61 Da.

von 98 Da wird auch bei diesem Peptid als Widerlegung einer Phosphorylierung und Besta-

tigung einer Sulfonierung an dieser Stelle betrachtet.

Zusatzlich befinden sich in dem Spektrum die zwei sehr kleinen Signale 990.8334 und
084.4714, die das Vorlauferion mit einem Neutralverlust von 80 Da bzw. 98 Da abbilden
konnten, ein entsprechendes Signal ohne Neutralverlust fehlt jedoch. Da dies einem typi-
schen Neutralverlust sowohl von einer Sulfonierung als auch Phosphorylierung entspricht,
kann anhand der Vorlauferionen keine Aussage uber die Identitat der posttranslationalen

Modifikation getroffen werden. AuBerdem handelt es sich bei diesen beiden Signalen um
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sehr kleine Peaks, die wahrscheinlich falsch-positiv identifiziert wurden. In den zuvor gezeig-

ten Spektren trat das Vorlauferion mit dem typischen Neutralverlust meist als Hauptpeak auf.

Die exakte Lokalisation der Sulfonierung ist aufgrund nicht vorhandener lonen mit der PTM
in diesem Spektrum nicht moglich. Das Fehlen der Carbamidomethylierung am Cystein C23
konnte aber ein Hinweis auf die Lokalisation der Sulfonierung an dieser Aminosaure sein,
da eine Sulfonierung an dieser Stelle eine Carbamidomethylierung wahrend der Probenvor-
bereitung sterisch gehindert haben konnte. Fiir eine zuverlassige Lokalisation miisste auf

ETD-MS-Spektren zuriickgegriffen werden.

Neben dem sulfonierten Peptid -3l TCQASQDISDYLSWYQQKPGKAPKL,46 trat das ver-
mutlich ebenfalls sulfonierte Peptid o3I TCQASQDISDY3, auf, dessen Spektrum im Anhang
in der Abbildung A.28 dargestellt ist. Dieses zeichnet sich zwar durch liickenhafte y- und
b-Serien mit einem Neutralverlust von 80 Da aus, allerdings zeigt es ebenfalls eine Sulfonie-
rung im Bereich des Cysteins C23, sodass dessen ldentifizierung als zuverlassig angesehen

werden kann.

Hauptversuche Mascot-Analyse Die Ergebnisse der Thermolysin-Vorversuche konnten
in der HCD-Hauptmessung nicht bestatigt werden. Mit Hilfe der Mascot-Analyse konn-
te kein Spektrum identifiziert werden, welches ein Peptid aus einem Trypsin- oder Chy-
motrypsinverdau mit einer Sulfonierung im Bereich des Cysteins C23 zeigt. Eine zuverlas-
sige PTM-Identifizierung sollte jedoch anhand von Trypsin- oder Chymotrypsin-Spektren
erfolgen. Trypsin und Chymotrypsin schneiden im Vergleich zu Thermolysin die Peptide an
weniger Aminosauren, sodass bei diesen langere Peptide entstehen als beim Thermolysin-
verdau. Die kiirzeren Peptide konnen allerdings weniger spezifisch den jeweiligen Proteinen
zugeordnet werden, weshalb eine Sequenzverifizierung mittels Thermolysin als weniger zu-
verlassig betrachtet wird. Zur zuverlassigeren ldentifizierung der Sulfonierung im Bereich des
Cysteins C23 wurden die Chromatogramme daher zusatzlich manuell auf passende Spektren

untersucht.
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Abbildung 4.17: HCD-MS-Spektrum des trypsinverdauten Peptids (VTITCQASQDISDYLSWYQ-
QKPGK,,; mit einer Sulfonierung bei dem Patienten SP 1070. Das MS/MS-Spektrum basiert auf dem
Vorlauferion mit einem m/z von 947.94 Da und einer Ladung von 2%. Dies entspricht einer Peptidmasse [M]
von 1893.87 Da. Anhand der kalkulierten monoisotopischen Masse [M] des Peptids von 2838.28 wurde fiir
dieses m/z des Vorlduferions allerdings eine Ladung von 371 erwartet.

Hauptversuche manuelle Suche Die manuelle Uberpriifung der HCD-MS-Spektren konn-
te anhand der Masse des Vorlauferions die drei Peptide 1oVTITCQASQDISDYLSWYQQKP-
GKy2, 10VTITCQASQDISDYLSWYQQKPGKAPK,s sowie 12SASVGDRVTITCQASQDI-
SDY3, identifizieren, die eine Sulfonierung im Bereich des Cysteins C23 zeigen konnten. Die
ersten beiden Peptide entstammen dabel den trypsinverdauten Proben, wahrend das letzte
Peptid im Chymotrypsinverdau gefunden werden konnte. Die Spektren der Peptide sind in
den Abbildungen 4.17, 4.18 und 4.19 dargestellt.
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Abbildung 4.18: HCD-MS-Spektrum des trypsinverdauten Peptids oVTITCQASQDISDYLSWYQQK-
PGKAPK,s mit einer Sulfonierung. Das Spektrum basiert auf einem Vorlduferion mit einem m/z von
1046.17 Da und einer Ladung von 3T und entstammt der Probe SP 1070. Dies entspricht einer Peptidmasse
[M] von 3135.49 Da.

Bei dem Peptid 1oVTITCQASQDISDYLSWYQQKPGK,, in der Abbildung 4.17 existieren
unvollstandige y- und b-Serien ohne PTM, die zusammen die gesamte Peptidsequenz ab-
decken wiirden. Allerdings werden diese lonen nur durch sehr kleine Signale reprasentiert,
wahrend die grolken Hauptpeaks keinen lonen zugeordnet werden konnen. Aulerdem zeigen
die berechneten und die gemessenen Werte fir die y- und b-lonen oft eine Differenz von bis
zu 0.05 Da, wahrend bei den vorhergehenden Spektren zur ldentifizierung der Sulfonierung
am Cystein C194 maximal ein Fehler von 0.03 Da auftrat. Ein ahnliches Problem zeigte sich
bei dem Peptid 1,.SASVGDRVTITCQASQDISDY3, in der Abbildung 4.19, bei dem unvoll-
standige y- und b-Serien fast die gesamte Peptidsequenz abdecken konnten. Dabei werden

die y- und b-lonen teilweise durch ebenfalls relativ kleine Signale reprasentiert. Aber bis ca.
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Abbildung 4.19: HCD-MS-Spektrum des chymotrypsinverdauten Peptids ,SASVGDRVTITCQASQ-
DISDY3, mit einer Sulfonierung. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von
1149.17 Da und einer Ladung von 3T und entstammt der Probe SP 1070. Dies entspricht einer Peptidmasse
[M] von 3444.19 Da. Anhand der kalkulierten monoisotopischen Masse [M] des Peptids von 2294.96 Da wurde

allerdings eine Ladung von 27 erwartet.

1100 m/z konnen die Hauptpeaks lonen zugeordnet werden, wahrend ab dem m/z-Bereich
von 1100 keine weiteren Signale identifiziert werden konnen. Es wird daher vermutet, dass
das in diesem Spektrum abgebildete Peptid eine abweichende Aminosauresequenz aufweisen

konnte und eine sichere Peptididentifizierung nicht gewahrleistet ist.

Dariiber hinaus ergab sich bei diesen beiden Spektren ein Problem bei der Ladung der Pep-
tide. Das Spektrum in der Abbildung 4.17 basiert auf einem Vorlduferion mit einem m/z
von 947.94 und einer Ladung von z=2". Das sulfonierte ;oVTITCQASQDISDYLSWYQQ-
KPGK4o-Peptid mit diesem m/z-Verhiltnis entspricht aber einer Ladung von z=3*. Ahnli-
ches gilt fiir das 1,SASVGDRVTITCQASQDISDY3,-Peptid: Das Spektrum zeigt ein Vor-
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lauferion mit einem m/z von 1149.17 und einer Ladung von z=3", wahrend das Peptid mit
diesem m/z eine Ladung von z=2" aufweisen miisste. Das heiBt, die y- und b-Serien konnten
die Peptidsequenz nahezu vollstandig bestatigen, die Ladung der Vorlauferionen widerlegt

aber die ldentitat der vermuteten Peptide.

Das in der Abbildung 4.18 dargestellte Spektrum fiir das Peptid 1o VTITCQASQDISDYLSW-
YQQKPGKAPK,5 zeigt eine Ubereinstimmung der gemessenen und der berechneten Werte
fiir die Ladung. Allerdings konnen anhand des Spektrums nur wenige y- und b-lonen identi-

fiziert werden, sodass nur ein kleiner Teil der Peptidsequenz durch diese abgedeckt wird.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bei den Vorversuchen im Thermolysinverdau ei-
ne Sulfonierung gefunden werden konnte. Allerdings reichen die in den HCD-Hauptmessungen
gewonnenen Spektren nicht aus, um diese posttranslationale Modifikation zuverlassig zu be-
statigen. Dies wird als Hinweis fiir eine Sulfonierung im Bereich des Cysteins C23 gewertet,

die letztenendlich nicht bewiesen werden kann.

4.4.1.4 Mogliche Sulfonierung im Bereich des Cysteins C134

Bei den trypsinverdauten Proben Gl 1206, SC 1211, WS 1199 und EW 1046 konnte je-
weils ein Spektrum identifiziert werden, das nach der Mascot-Analyse das sulfonierte Peptid
127SGTASVVCLNNFYPR 14, zeigt. Ein Beispielspektrum fiir dieses Peptid ist in der Abbil-
dung 4.20 A dargestellt, wobei die nachfolgend beschriebenen Sachverhalte bei allen vier

Spektren gefunden werden konnten.

Fiir dieses Peptid konnen die lonen der llickenlosen y-Serie von y; bis yg einzelnen groflen
Signalen zugeordnet werden, wahrend von der b-Serie nur das bz-lon als sehr kleines Si-
gnal auftaucht. Das yg-lon endet dabei vor dem Cystein C134, an dem moglicherweise die
Sulfonierung sitzen konnte. Andere lonen ohne Neutralverlust oder mit einem 80 Da- bzw.
98 Da-Neutralverlust konnten nicht identifiziert werden. Allerdings existieren die vier Signale
1196.6119, 1295.6645, 1394.7009 und 1481.7207, welche den yqo- bis y15-lonen ohne 80 Da-
PTM aber mit Carbamidomethylierung am Cystein C134 entsprechen wiirden. Die Masse
des Vorlauferions entspricht aber dem sulfonierten Peptid 15,7SGTASVVCLNNFYPR4, oh-
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Abbildung 4.20: HCD-MS-Spektrum des trypsinverdauten Peptids 15, XTASVVcCLNNFYPR14, am Bei-
spiel des Patienten GI 1206. Das Spektrum basiert auf einem Vorlauferion mit einem m/z von 910.94 Da und
einer Ladung von 2*. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1819.87 Da. In der Abbildung A ist das von
Mascot postulierte sulfonierte Peptid SGTASVVCLNNFYPR dargestellt. In der Abbildung B ist das korrigierte
Peptid XTASVVcCLNNFYPR zu erkennen, das anhand der vorhandenen y- und b-lonen als wahrscheinlicher
erscheint. Die ldentifizierung des N-Terminus des Peptides ist anhand des Spektrums nicht moglich, weshalb

dieses als X und die entsprechenden b-lonen als b* dargestellt sind.
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ne Carbamidomethylierung. Da aber vier Signale die Carbamidomethylierung an dieser Stelle
postulieren, wird das Auftreten der vier Signale als starker Hinweis gewertet, dass dieses

Spektrum nicht das sulfonierte Peptid 1,7SGTASVVCLNNFYPR 4, reprasentiert.

Dartiber hinaus ist bei diesem Spektrum auffallig, dass zwar ein Grolteil der y-lonen gefunden
werden konnten, aber keine zuverlassigen b-lonen auftauchen. Die Bestimmung der Differen-
zen zwischen den Signalen kann allerdings elf Peaks identifizieren, deren Abstande zueinander
einen GroRteil der Peptidsequenz als b*-lonen abdecken wiirden (Siehe 4.20 B). Da anhand
des Spektrums der N-Terminus des Peptides nicht bestimmt werden kann, werden die b-
lonen als b*-lonen gekennzeichnet. Besonders die beiden Signale 624.3010 und 784.3429
stechen dabei hervor, da deren Differenz der Masse eines carbamidomethylierten Cysteins
entspricht, welche zusatzlich zur y-Serie eine Carbamidomethylierung am Cystein C134 un-
terstiitzt. Zusammen mit den y-lonen wird die Sequenz 15?XTASVVcCLNNFYPR 4, daher
ab dem Threonin mit einer Carbamidomethylierung am Cystein als bestatigt betrachtet.
Problematisch sind dabei die Signale 1238.6100, 1385.5340 und 1548.7510, deren Diffe-
renz die Aminosauren Phenylalanin und Tyrosin widerspiegeln. Deren Differenz ist um bis zu
0.15 Da grolker als die Masse der entsprechenden Aminosaure. Da dieser Teil der Sequenz

aber durch die y-Serie abgedeckt wurde, wird dieser Unterschied hingenommen.

Das 167.0448-Signal entspricht dem X in der Sequenz, welches nicht anhand des Spek-
trums aufgeklart werden kann. Es ist denkbar, dass dieses Peptid tatsachlich eine 80 Da-
Modifikation tragt, wie es die Masse des Vorlauferions vermuten liel. Da aber zusatzlich die
Carbamidomethylierung am Cystein aufgetreten ist, wiirde dies bedeuten, dass die restliche
Peptidsequenz um eine Aminosaure mit der gleichen Masse wie eine Carbamidomethylie-
rung reduziert ware. In der nicht-verifizierten Peptidsequenz 1,7SGTASVVCLNNFYPR 4,
existiert ein Glycin, welches die gleiche Masse hat wie eine Carbamidomethylierung, so-
dass das Spektrum das sulfonierte Peptid 1,?STASVVCcCLNNFYPR 4, ohne Glycin darstel-
len konnte. Der Abgleich dieses Peptides mit der SwissProt-Datenbank zeigt aber, dass
dieses Peptid bis jetzt nicht beschrieben wurde. Daher erscheint das sulfonierte Peptid
122STASVVCcCLNNFYPR 145 als unwahrscheinlich. Des Weiteren ist es moglich, dass dieses
Spektrum das Peptid SGTASVVcCLNNFYPR mit einer unbekannten Modifikation zeigt. An-
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hand der Masse des Vorlauferions miisste die Modifikation eine Masse von 23 Da aufweisen.
Eine entsprechende Modifikation konnte in der Unimod-Datenbank jedoch nicht gefunden

werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass entgegen der von Mascot postulierten sulfo-
nierten Sequenz, die vier Spektren der Proben Gl 1206, SC 1211, WS 1199 und EW 1046
nicht das sulfonierte 1,7SGTASVVCLNNFYPR4,-Peptid reprasentieren. Auf der Grundlage
der gefundenen y- und b*-lonen kann aber das Peptid ;5:XTASVVcCLNNFYPR4, ab dem
Threonin bis zum Arginin verifiziert werden. Die Identitat des X-Restes kann nicht eindeutig

bestimmt werden.

4.4.2 Methylierung am Cystein

Die Mascot-Suche identifizierte eine Methylierung an der Glutaminsaure E195 bei allen drei
Proben der Multiplen-Myelom-Patienten (Gl 1206, SC 1211 und WS 1199) sowie bei allen
drei Patienten mit Multiplen Myelom und AL-Amyloidose-Beteiligung (EW 1046, SP 1070
und KR 1159). In der Abbildung 4.21 ist das Spektrum fiir das Peptid 191 VYAM,cCEVTHQ-
GLSSPVTKyo7 aus der SP 1070-Trypsin-Messung exemplarisch fiir die methylierten Peptide
dargestellt. Die manuelle Uberpriifung der Spektren zeigte stets eine nahezu vollstandige y-
Serie ohne yi4-lon, welche die Aminosauresequenz des Peptids bestatigte. Die einzige Liicke
in der y-Serie war an der Stelle der posttranslationalen Modifikation zu finden, sodass eine
Verifizierung der PTM-Lokalisation nicht moglich war. Allerdings konnte in den Spektren
eine vollstandige y-Serie erkannt werden, wenn eine Methylierung am Cystein C194 anstelle
der Glutaminsaure E195 postuliert wurde. Die Lokalisation am Cystein C194 wird aullerdem
durch die vollstandige b-Serie bestatigt. Die Uberpriifung in der PTM-Datenbank Unimod?
zeigt, dass eine Methylierung an nahezu jeder Aminosaure inklusive der Glutaminsaure als
auch am Cystein vorkommen kann, sodass von einer ldentifizierung der Methylierung am
Cystein ausgegangen wird. Bei der Auswahl der Parameter fiir die Mascot-Suche existierte
nur die Option einer Methylierung an den Aminosauren Glutaminsaure und Asparaginsaure,

weshalb die Mascot-Ergebnisse eine andere Lokalisation der PTM aufzeigten.

3http:/ /www.unimod.org/modifications_ view.php?editid1=34

102



Ergebnisse und Diskussion

945.4733
Precursor

1004
95
%0-
85
80~ 1¢IgTp!
E 191V LY A Lm CC LQ LG LL LP LV Ij- |!<207
757 Yo
E ©
704 o}
E ©
| An)
" 65; % Ya y
V] - 11
g 604 2 ®
-g 3 & N
- _ I
5 5 3 Q
8 A7 <
<
<qz) 50 b, Yio 9
- A —
2 4] 3|2 Y1 ye o
o g -9 o 9 Q
T 407 sl 5 n 98 ©
S < 99 9
354 B ve ©® 83 z;? = Yio
3 b, y o T N0 ViR by Q Yiz 19 Yis
304 N 5 to} n Q < Qp
@ b ) @
3 10 o g I N0 o] ©Pi VY8 Yia @by
254 — [} mb 0] ¥ © ba [©] o ™ (DS Q ©
Vool 5 90 @ 25| < SoPo g8 bk ge ¥ 2y
= ) ~ 9] ol Al l © N~ 0
2098 S||| 8 n 9% b~ ||brg |3 & 18 =S E8ig, K &F
| — [aY) i 3 [a\)
iz g o § b, ‘\!(D(I'\,) g < - %ﬁ ~ 3 3 “g g bie
159 @ N 9 0 A 508 ol |8 o N sy | Y & = N © 0D N~
15 « NN S o oYM 0 o © o rolve) 0 N o 8A7 o
104~ 8 8 Y Re BN S na 3 N~ 0y 2
i 37 8 & SF g% 9 3 9935 9
L \ | "Il "Ll il
3 A o B
| | H H\ | L1 | \I\ A \ \ I | |
0 ‘H\ ‘ |\H \” M I il [ ‘ I n M'I 11N | i Ll
et i, e adaiaaay ‘ e e e
200 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
mz

Abbildung 4.21: MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten methylierten Peptides 19;VYAm,cCEV-
THQGLSSPVTKy; mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
SP 1070. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 945.98 Da und einer Ladung
von 2. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1889.95 Da. Wihrend Mascot die Methylierung an der
Glutaminsdure E195 postulierte, zeigen die y- und b-lonen die Methylierung am Cystein C194.

Die Methylierung am Cystein C194 wird bei allen sechs Proben durch mindestens zwei un-
terschiedliche Peptide im Trypsinverdau und ein Peptid im Chymotrypsinverdau bestatigt,
welche diese posttranslationale Modifikation aufwiesen. Am haufigsten trat dabei das Peptid
101 VYACEVTHQGLSSPVTK307 im Trypsinverdau und 193 ACEVTHQGLSSPVTK(SF)2g9 im
Chymotrypsinverdau auf, welche bei allen Proben zu finden waren. Die Spektren dieser beiden
Peptide sind fiir die Probe SP 1070 in den Abbildungen 4.21 und 4.22 dargestellt. Bei diesen
Peptiden ermoglichte die vollstandige y-Serie und die partielle b-Serie eine Bestatigung der
Aminosauresequenz sowie die Lokalisation der posttranslationalen Modifikation am Cystein

C194. Die partielle b-Serie erwies sich dabei als liickenlos im Bereich der posttranslationa-
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Abbildung 4.22: MS/MS-Spektrum des chymotrypsinverdauten methylierten Peptides 193Am,cCEV-
THQGLSSPVTKSF>59 mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
SP 1070. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 621.31 Da und einer Ladung
von 3*. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1860.91 Da. Wihrend Mascot die Methylierung an der
Glutaminsaure E195 postulierte, zeigen die y- und b-lonen die Methylierung am Cystein C194.

len Modifikation, weshalb die Lokalisation der PTM am Cystein C194 zuverlassig bestimmt
werden konnte. Eine Auflistung der gefundenen Peptide fiir alle sechs Proben ist in der Ta-
belle 4.3 gegeben. Bei einigen Spektren traten dabei vereinzelt Liicken in der b- oder y-Serie
auf. Da jedoch eine Ubereinstimmung der Vorliuferion-m/z zu den dargestellten Spektren
vorhanden war sowie partiell die gleichen y- und b-lonen auftraten, kann von dem gleichen
Peptid ausgegangen werden. Peptide mit fehlenden y- oder b-lonen konnten wahrscheinlich
schlechter fragmentiert bzw. ionisiert werden und erzeugten dadurch ein schlechteres Spek-
trum. Da die C194-Methylierung bei allen Proben bei mehreren unterschiedlichen Peptiden
gefunden werden konnte, kann von einem Nachweis dieser posttranslationalen Modifikation

bei allen sechs Proben ausgegangen werden.
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Die mittels Mascot-Suche identifizierten Spektren zeigen stets eine Methylierung am Cystein
C194 in Verbindung mit einer Carbamidomethylierung am gleichen Cystein. Die Carbamido-
methylierung ist das Resultat der Alkylierung zur Eliminierung von Disulfidbriicken wahrend
der Probenvorbereitung. Das gemeinsame Auftreten dieser beiden posttranslationalen Modi-
fikationen lasst die Fragen entstehen, inwiefern die Methylierung eine wahre PTM darstellt
oder ebenfalls wahrend der Probenvorbereitung entstanden ist. Auf den ersten Blick wiirde
bei einer PTM am Schwefel des Cysteins eine sterische Hemmung der Alkylierungsreaktion
erwartet werden, sodass an dieser Stelle nicht mit einer Carbamidomethylierung zu rech-
nen ware. Auf der anderen Seite existieren bei allen sechs Proben jeweils fiinf Cysteine in
der Aminosauresequenz, die nach der Alkylierung eine Carbamidomethylierung aufwiesen
und nur am Cystein C194 trat zusatzlich die Methylierung auf. Sollte die Methylierung ein
Artefakt der Probenvorbereitung darstellen, so wiirde das Auftreten der Methylierung an
mehreren Cysteinen neben der Carbamidomethylierung erwartet werden. Das ausschlielBliche
Vorhandensein der Methylierung am Cystein C194 deutet daher auf eine posttranslationa-
le Modifikation hin. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass das ausschlielBliche
Auftreten der Methylierung am Cystein C194 auf eine bessere Zuganglichkeit am Protein

zuruckzufihren ist.

Zur Widerlegung der Artefakt-Hypothese und Bestatigung der Modifikation wurde in einem
weiteren Schritt in samtlichen Spektren manuell nach den Peptiden 19sAMCEVTHQGLSSPV-
TKao7 (Pml), 103AMCEVTHQGLSSPVTKSF209 (Pm2), 191 VYAMCEVTHQGLSSPVTKy07
(Pm3) und 150HKVYAMCEVTHQGLSSPVTKog7 (Pm4) gesucht, die die haufigsten Pepti-
de mit der Methylierung bei den Mascot-Ergebnissen darstellten. Diese Peptide weisen die
Methylierung auf, wahrend die Carbamidomethylierung fehlt. Die manuelle Suche konnte bei
den Messungen der Proben Gl 1206, SC 1211, WS 1199 und SP 1070 im Trypsinverdau
das Peptid P,,3 und bei der Probe SP 1070 das Peptid P4 identifizieren, deren Spektren
in der Abbildungen 4.23 und 4.24 dargestellt sind. Bei den Chymotrypsinverdau-Messungen

konnte kein Peptid mit der Methylierung und ohne Carbamidomethylierung gefunden werden.

Das Peptid P13 (101 VYAMCEVTHQGLSSPVTKyg7) tritt bei den Proben Gl 1206, SC 1211,
und SP 1070 sowie bei WS 1199 als dreifach geladenes lon [M+3HT]3* auf. Das MS/MS-
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Tabelle 4.3: Ubersicht der methylierten Peptide im Bereich des Cysteins C194. Aufgefiihrt sind fiir jeden Patienten die gefundenen Spektren. Fiir jedes Spektrum
wurde die Qualitat der b- und y-Serie bewertet: b:+++ := liickenlose b-Serie, b:++ := b-Serie mit vereinzelten Liicken, im Bereich von C194 aber liickenlos, b:(++) :=
b-Serie mit vereinzelten Liicken (auch im Bereich des Cysteins C194), b:+ := vereinzelte b-lonen, b:- := kein b-lon vorhanden. Analog zur b-Serie wurde die y-Serie

bewertet. Die Zahlen in der Tabelle verweisen auf die abgebildeten Spektren im Anhang.

Gl 1206

bi+, yi+++
(Abb. A.29)

bi+, y:(++)
(Abb. A.36)

Multiples Myelom

SC 1211

b:(++), y:+++
(Abb. A.30)

bi++, yi+++
(Abb. A.37)

WS 1199

Multiples Myelom mit AL-Amyloidose

EW 1046

Trypsinverdau

Peptid VYAm,cCEVTHQGLSSPVTK

bi+, yi+++
(Abb. A.31)

Peptid 150HKVYAmM,cCEVTHQGLSSPVTKy07

b+, yi+++
(Abb. A.32)

Chymotrypsinverdau

_Um_u.w_Q H©w>_}3_0mm<|_|_l_om_lmmﬂ<l_|—AMOﬂ

_Um_u._.._Q H©w>3:_ ,CCEVTHQGLSSPVTKS _Hmoo

bi++, yi++
(Abb. A.38)

bi++, yi+++
(Abb. A.35)

br+++, yi++
(Abb. A.39)

SP 1070

bi+++, yi+++
(Abb. 4.21)

br+++, yi+++
(Abb. A.34)

bi++, yi+++
(Abb. 4.22)

KR 1159

b+, yi+++
(Abb. A.33)

br++, yi+++
(Abb. A.40)
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Abbildung 4.23: MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten methylierten Peptides 19;VYAMCEV-
THQGLSSPVTK,y; ohne Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten Gl 1206.
Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 611.97 Da und einer Ladung von 3*. Dies
entspricht einer Peptidmasse [M] von 1832.89 Da.

Spektrum dieses lons zeigt fiir die Proben Gl 1206, WS 1199 und SP 1070 die vollstandige
y-Serie flir das Peptid inklusive der y;3- und yq4-lonen, welche die Methylierung am Cystein
ohne Carbamidomethylierung beweisen. Fiir die Probe Gl 1206 wurde das MS/MS-Spektrum
in der Abbildung 4.23 stellvertretend fiir alle drei Proben visualisiert. Aufgrund des Auftretens
der liickenlosen y-Serie wird die Identifizierung der Methylierung am Cystein ohne Carbami-

domethylierung als zuverlassig angesehen.

Bei der Probe SC 1211 konnte das Durchschnittsspektrum des P,,3-lons mit Hilfe des
Auswertungsprogrammes Xcalibur gefunden werden. Dieses zeigt ebenfalls die vollstandi-

ge y-Serie, wodurch die PTM bestatigt und deren Lokalisation ermoglicht wird. Bei diesem
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Abbildung 4.24: MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten methylierten Peptides ;50HKVYAmMCEV-
THQGLSSPVTK>y; ohne Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
SP 1070. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 525.52 Da und einer Ladung
von 4T, Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 2098.05 Da. Die gestrichelte Markierung der b-lonen zeigt
auf lonen, deren Abweichung von den kalkulierten m/z-Werten mit bis zu 0.05 Da abweichen, wahrend sonst
0.03 Da zulassig sind.

Spektrum fehlen jedoch die lonen der b-Serie, die die Methylierung am C194-Cystein veri-
fizieren konnten. Ein Einzelspektrum fiir dieses Peptid konnte bei der SC 1211-Probe nicht
aus der Gesamtdatei extrahiert werden. Dies konnte problematisch fiir eine eindeutige lden-
tifizierung und Lokalisation der PTMs sein, da das Durchschnittsspektrum alle Signale aus
den Einzelspektren mit dem gleichen Vorlaufer-m/z vereinigt. Bei dem Auftreten von un-
terschiedlichen Vorlauferionen mit gleichen m/z konnten so die MS/MS-Spektren von zwei

unterschiedlichen Molekiilen vermischt und dadurch fehlerhafte Spektren generiert werden.
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Des Weiteren wurde das Peptid P4 (150HKVYAMCEVTHQGLSSPVTK47) bei der Probe
SP 1070 als vierfach geladenes lon [M+4H"]** gefunden. Das MS/MS-Spektrum beinhaltet
flir dieses lon die y-Serie vom y;- bis yi5-lon, wodurch eine Bestatigung der Aminosaurese-
quenz des Peptids und die Lokalisation der PTM moglich ist. AuBerdem sind in der b-Serie
die bo- bis bys-lonen ohne das bg-lon vorhanden. Das fehlende bg-lon ware notwendig, um
die Methylierung am Cystein C194 zusatzlich zu bestatigen. Die b;- und bg-lonen zeigen
einen grokeren Fehler als 0.03 Da. Da dieser Teils des Peptids aber bereits durch die y-Serie
abgedeckt wurde, wird dieser Fehler akzeptiert. Eine Darstellung dieses MS/MS-Spektrums
ist in der Abbildung 4.24 zu finden.

Das Vorhandensein von Spektren mit der Methylierung und fehlender Carbamidomethylie-
rung legt die Schlussfolgerung nah, dass auch bei Spektren mit beiden Modifikationen die
Methylierung eine wahre PTM zeigt, die nicht wahrend der Probenvorbereitung entstanden
ist. Des Weiteren bestatigt das Auftreten von dem 19;VYAM,cCEVTHQGLSSPVTK5p7-
Peptid bei allen sechs Proben die Methylierung als wahre PTM bei allen Proben, auch wenn
bei den Proben EW 1046 und KR 1159 die Spektren mit der Methylierung ohne die Carba-
midomethylierung nicht gefunden werden konnten. Es wird vermutet, dass die methylierten
Spektren ohne Carbamidomethylierung ein schlechteres lonisierungs- oder Fragmentierungs-

verhalten zeigen und deshalb seltener als MS/MS-Spektrum in der Messung zu finden waren.

Zuletzt stellt sich die Frage, wo die Methylgruppe am Cystein lokalisiert sein konnte. Da bei
der Analyse Peptide mit methyliertem Cystein und Carbamidomethylierung gefunden werden
konnten, wird zunachst die Methylgruppe nicht am Schwefel erwartet, da an diesem die Car-
bamidomethylierung vorhanden ist. Allerdings konnten Gurd et al. [108,109] und Lapko et
al. [107] zeigen, dass eine Carbamidomethylierung am Schwefel eines Methionins als Neben-
produkt der Alkylierungsreaktion mit lodacetamid auftreten kann. Da sich ein Methionin nur
durch die zusatzliche y-Methylgruppe von einem methyliertem Cystein unterscheidet, konn-
te die Alkylierungsreaktion am Schwefel des methylierten Cysteins abgelaufen sein, sodass
das gleichzeitige Auftreten der Carbamidomethylierung und der Methylierung am Cystein
C194 moglich ist. Die denkbaren Strukturformeln flir ein carbamidomethyliertes Methionin

und Cystein mit einer zusatzlichen Methylgruppe sind in der Abbildung 4.25 dargestellt.
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Abbildung 4.25: Mdégliche Strukturformeln fiir ein Methionin bzw. methyliertes Cystein mit Carbami-
domethylierung. Die Strukturformel fiir das Methionin wurde aus der Veroffentlichung von Lapko et al. [107]
entnommen und auf das methylierte Cystein iibertragen.

4.4.3 Glykosylierung

Bei den Patienten SP 1070, Gl 1206 und WS 1199 konnten mit Hilfe des Auswertungs-
programmes PEAKS in den HCD-MS-Spektren die Peptide ;DIQMTQSPSSLSASVGDR g,
1DIQMTQSPSTLSASIGDR; 15 und ;MTQSPSSLSASVGDR;g mit einem N-Acetylhexosamin
(HexNAc) im N-terminalen Bereich der variablen Region identifiziert werden. Bei dem HexNAc
konnte es sich sowohl um ein N-Acetylglucosamin (GIcNAc) als auch ein N-Acetylgalactosamin
(GalNAc) handeln, da diese Stereoisomere sind. Dadurch weisen sie die gleiche mono-
isotopische Masse auf und konnen in einer massenspektrometischen Messung nicht von-
einander unterschieden werden. Es wird jedoch vermutet, dass die gefundene HexNAc-
Glykosylierung eine GIcNAc-Glykosylierung darstellt, da in verschiedenen Veroffentlichungen
die GIcNAc-Glykosylierung als eine weitverbreitete posttranslationale Modifikation beschrie-
ben wird [45-50]. Fiir das Auftreten eines einzelnen GalNAcs ohne zusatzliche Monosac-
charide konnten hingegen keine Veroffentlichungen gefunden werden. Ein GaINAc an einem

Serin oder Threonin stellt vielmehr den Ausgangspunkt fiir komplexe O-Glykane dar [110].
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Abbildung 4.26: HCD-MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten Peptids ; DIQMTQSPSSLSASVGDR 4
des Patienten SP 1070 mit einer HexNAc-Glykosylierung. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit
einem m/z von 695.33 Da und einer 37-Ladung. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 2082.97 Da. Die
dargestellten y- und b-lonen zeigen die lonen ohne die HexNAc-Glykosylierung.

Das Spektrum der SP 1070-Probe ist in der Abbildung 4.26 dargestellt, die Spektren der
Proben Gl 1206 und WS 1199 befinden sich im Anhang in den Abbildungen A.41 und A.42.
Diese drei Spektren zeichnen sich durch eine liickenlose y-Serie iliber das gesamte Peptid
sowie durch eine b-Serie aus, die den N-terminalen Bereich der Peptide abdeckt, sodass jede
Aminosaure in diesen Peptiden mindestens durch die y- oder b-Serie bestatigt werden kann.
So existieren z. B. bei der Probe SP 1070 die y-lonen von y; bis yi5 ohne das y,-lon, wahrend
die b-lonen von b, bis b7 liickenlos vorhanden sind. Die Spektren der Proben GI 1206 und
WS 1199 zeigen ahnliche y- und b-Serien, sodass auch bei diesen von einer zuverlassigen
Sequenzverifikation ausgegangen werden kann, auch wenn bei diesen die b-Serien einzelne

Licken aufweisen.
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Allerdings beinhalten alle drei Spektren nur y- und b-lonen ohne die PTM HexNAc. Der
Vergleich mit literaturbekannten HCD-MS-Spektren [45] zeigt, dass dieses Verhalten ty-
pisch flir eine HexNAc-Glykosylierung ist, welche analog zur Sulfonierung bei einer HCD-
Fragmentierung abgespalten wird. Das Vorhandensein der HexNAc-Glykosylierung ist aber
aufgrund der Erhohung des m/z-Verhaltnisses der Vorlauferionen um 203 Da sehr wahr-
scheinlich. Zusatzlich zeigen alle drei Spektren die fiir eine HexNAc-Glykosylierung spezifi-
schen diagnostischen lonen 168, 186 und 204 [45], wodurch die HexNAc-Glykosylierung wei-
ter bestatigt wird. Eine Lokalisation der HexNAc-Glykosylierung ist jedoch aufgrund der vor-
handenen y- und b-lonen nicht moglich, da diese nur anhand von PTM-tragenden lonen erfol-
gen konnte. Bei einer HexNAc-Glykosylierung handelt es sich um eine O-Glykosylierung [45],
weshalb die Spektren vermutlich eine HexNAc-Glykosylierung an einen der Serine bzw. Threo-
nine zeigen. Passende ETD-Spektren konnten allerdings nicht identifiziert werden. Diese hat-
ten die Lokalisation der HexNAc-PTM ermoglichen konnen, da die HexNAc-Glykosylierung
bei der ETD-Fragmentierung erhalten bleibt [45].

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass bei den Patienten SP 1070, Gl 1206 und
WS 1199 eine GIcNAc-Glykosylierung im N-terminalen Bereich der variablen Region ge-
funden werden konnte. Eine krankheitsspezifische PTM-Ildentifizierung konnte jedoch nicht
erfolgen, da die Patienten Gl 1206 und WS 1199 am Multiplen Myelom erkrankt sind, wah-
rend der Patient SP 1070 zusatzlich eine AL-Amyloidose aufweist. Die gefundene GIcNAc-
Glykosylierung sitzt wahrscheinlich an einen der Serine oder Threonine, welche sich unter
den ersten 14 Aminosauren befinden. Eine genaue Lokalisation ist aufgrund von fehlenden
ETD-Spektren jedoch nicht moglich. Da eine HexNAc-Glykosylierung enzymatisch erfolgt
und ein GlcNAc keine Komponente von Probenvorbereitungspuffern darstellt, erscheint es

sehr wahrscheinlich, dass diese PTM bereits in vivo vorhanden war.

4.4.4 Prozessbedingte Modifikationen
4.4.4.1 Acetylierung

Eine Acetylierung erfolgt bei Proteinen am N-Terminus des Proteins bzw. am Stickstoff von

Lysinen. Die Mascot-Analyse identifizierte fiir alle sechs Proben Acetylierungen am Lysin
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Abbildung 4.27: HCD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids 19;aVYACCEVTHQGLSSPVTK,;; mit
einer N-terminalen Acetylierung. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit dem m/z von 959.98 Da
und einer Ladung von 2%. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1917.95 Da.

sowie am N-Terminus des Proteins und der Peptide, wobei sowohl bei den Trypsin- als auch
den chymotrypsinverdauten Proben das Auftreten von Acetylierungen am N-Terminus der
Peptide bei nahezu allen vorhandenen Peptiden gefunden werden konnte. Ein Beispiel fiir

eine N-terminale Acetylierung ist in der Abbildung 4.27 dargestellt.

Bei dem in der Abbildung 4.27 dargestellten 19:aVYACCEVTHQGLSSPVTK5q7-Peptid exis-
tiert eine vollstandige y-Serie von y, bis y;4 ohne das y,-lon, die das Auftreten der Acety-
lierung vor dem Tyrosin bestatigt (Zahlung beginnend am N-Terminus des Peptids). Das

Tyrosin stellt die zweite Aminosaure in diesem Peptid dar, weshalb die Acetylierung N-
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terminal am Valin sein muss. Die b-Serie existiert liickenlos vom bs- bis bys-lon, wodurch
die b-Serie die Acetylierung auf das Tyrosin und das Valin eingrenzt. Das acetylierte Valin-
bi-lon mit einer Masse von 142.0863 Da konnte nicht im Spektrum gefunden werden, da
die massenspektrometrische Messung erst ab einem m/z von 150 Da begann. Dariiber hin-
aus konnten keine unacetylierten b- lonen bzw. acetylierten y-lonen gefunden werden, die die
Acetylierungen an einer anderen Stelle als dem N-Terminus vermuten lieBen, sodass von einer
zuverlassigen Identifizierung einer Acetylierung am N-Terminus des Peptides ausgegangen
wird. Theoretisch konnte der verbliebene Rest mit einer Masse von 142.0863 Da auch zwel
Alaninen entsprechen, sodass das Spektrum das Peptid 150AAVACCEVTHQGLSSPVTK5g;
zeigen konnte. Die Uberpriifung dieses Peptides in der SwissProt-Datenbank findet jedoch
keinerlei Ubereinstimmung, sodass das Auftreten des doppelten Alanins an dieser Stelle sehr

unwahrscheinlich ist.

Die N-terminale Acetylierung als posttranslationale Modifikation erfolgt durch Enzyme, wel-
che die Acetylgruppe an den N-Terminus des Proteins binden. Da die untersuchten Spektren
allerdings die Acetylierung am N-Terminus der Peptide zeigen, handelt es sich hochstwahr-
scheinlich um keine PTM, die bereits bei der Probenentnahme an den FLCs vorhanden war.
Vielmehr wird vermutet, dass es sich bei der Acetylierung um ein Artefakt der Proben-
vorbereitung oder massenspektrometrischen Messung handelt. Das Auftreten einer Acety-
lierung an nahezu jedem Peptid und bei jeder Probe unterstiitzt diese Artefakthypothese.
Zur genaueren Untersuchung des Ursprungs der Acetylierung konnten in zukiinftigen Ar-
beiten, analog zu den Arbeiten von Helbig et al. [111], acetylierte Peptide gezielt mittels
SCX (Strong Cation Exchange Chromatography, Kationenaustauschschromatographie mit

stark sauren Gruppen) aufkonzentriert und erneut massenspektrometrisch analysiert werden.

Das Auftreten einer N-terminalen Peptid-Acetylierung als Artefakt lasst die ldentifizierung
der acetylierten Lysine bzw. der acetylierten N-Protein-Termini als nicht sehr wahrscheinlich
erscheinen. Zur besseren Identifizierung einer Acetylierung und einer Lokalisation an einem
Lysin innerhalb der Peptidkette kdnnten die MS/MS-Spektren in weiterfiihrenden Untersu-
chungen auf die fiir eine Lysin-Acetylierung spezifischen diagnostischen lonen 143.1179 Da

und 126.0913 Da analysiert werden, wie es auch Trelle et al. [112] durchgefiihrt haben. Mit
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Abbildung 4.28: HCD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids ;DIQoMTQSPSTLSASIGDR;3 mit einer
Oxidation am Methionin. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit dem m/z von 961.96 Da und einer
Ladung von 2%. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1921.91 Da.

den in dieser Arbeit erzeugten Spektren ist diese Analyse nicht moglich, da die MS/MS-

Spektren ab einem m/z von 150 Da aufgenommen wurden.

4.4.4.2 Oxidation

Bei der Suche nach posttranslationalen Modifikationen zeigten die Mascot-Ergebnisse das
Auftreten von Oxidationen am Methionin, Histidin und Tryptophan an nahezu allen magli-
chen Stellen bei allen sechs Proben, wie sie beispielhaft in den Abbildungen 4.28, 4.29 und
4.30 dargestellt sind. Diese Spektren zeichnen sich durch liickenlose y-Serien aus, die die
|dentitat der Peptide bestatigen. Darliber hinaus kann mit Hilfe der y-Serie die Oxidation am

Methionin, Histidin und Tryptophan in den Spektren 4.28, 4.29 und 4.30 als posttranslatio-
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Abbildung 4.29: HCD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids 19; VYACCEVToHQGLSSPVTK>; mit
einer Oxidation am Histidin. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit dem m/z von 946.46 Da und
einer Ladung von 2%, Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1890.91 Da.

nale Modifikation lokalisiert werden. Die Position der Oxidation am Methionin und Histidin
in den Spektren 4.28 und 4.29 kann zusatzlich zuverlassig durch die liickenlose b-Serie im

Bereich der Modifikation bestimmt werden.

Bei den dargestellten Oxidationen handelt es sich hochstwahrscheinlich um Artefakte aus
der Probenvorbereitung bzw. der massenspektrometrischen Messung. Das Auftreten von
Methionin-, Histidin- bzw. Tryptophan-Oxidationen bei der Probenvorbereitung und in mas-
senspektrometrischen Messungen wurde auch schon von Schey et al. [113], Morand et al.
[114] und Froehlich et al. [115] beschrieben. Auch konnte Perdivara et al. [116] zeigen, dass

wahrend einer SDS-PAGE Oxidationen am Tryptophan entstehen konnen.
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Abbildung 4.30: HCD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids ;oVTITcCQASQDITNSLNoWYQQK3g
mit einer Oxidation am Tryptophan. Das Spektrum basiert auf dem Vorlduferion mit dem m/z von
1258.10 Da und einer Ladung von 2%. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 2514.19 Da.

Oxidationen von bestimmten Aminosauren dienen in biologischen Systemen als antioxida-
tiver Vorgang, um so die Auswirkungen von oxidativen Stress fiir die Zelle zu reduzieren
[57-59]. Dazu miissen diese Aminosauren leicht oxidierbar sein, wobei diese leichte Oxidier-
barkeit sie pradestiniert fiir Oxidationen wahrend der Probenvorbereitung und der massen-
spektrometrischen Messungen, sodass diese haufig als Artefakte auftreten. Das Auftreten
von Oxidationen als Artefakt erhoht allerdings die Komplexitat einer Peptidprobe und kann

dadurch die Proteinidentifizierung, -charakterisierung und -quantifizierung erschweren [115].
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4.5 Varianzanalyse

Die Aminosauresequenz eines Proteins hat einen entscheidenden Einfluss auf die Struktur
von Proteinen. Deshalb wurde analysiert, inwiefern Abschnitte in der FLC-Sequenz existie-
ren, an denen bestimmte Aminosauren bei krankhaften Subgruppen haufiger auftreten als bei
gesunden Kontrollprobanden. Diese ,,Hot spots” konnten auf die Eignung als Diagnosewerk-
zeug untersucht werden. So ware es denkbar, die FLC-Aminosauresequenz von Patienten
zu analysieren und bei dem Auftreten von spezifischen Aminosauren an den ,Hot spots”
Riickschliisse auf das Krankheitsbild zu ziehen. Dartiber hinaus konnten vorhandene , Hot
spots” als Grundlage fiir Stabilitatsanalysen von FLCs dienen, um die Ursachen fiir deren
Selbstaggregation weiter zu erforschen. Da Antikorper eine natiirliche Sequenzvielfalt zeigen,
reichen die sechs in dieser Arbeit ermittelten Sequenzen nicht aus, um zuverlassige Aussa-
gen treffen zu konnen. Zur Erhohung der Anzahl der FLC-Sequenzen wurde deshalb auf die
AL-Base-Datenbank zuriickgegriffen. Diese gehort zum Amyloid Treatment and Research
Center an der Boston University School of Medicine und stellt eine Datenbank zu Untersu-
chung von amyloidogenen Immunglobulinen dar. Sie beinhaltet FLC-Sequenzen sowohl von
gesunden Kontrollprobanden als auch von Patienten mit pathologischen FLCs. Diese Daten-
bank eignet sich besonders fiir die Varianzanalyse, da sie eine Vielzahl von FLC-Sequenzen
beinhaltet, zu denen das Krankheitshild der Patienten bzw. die Zugehorigkeit zu einer ge-
sunden Kontrollgruppe vermerkt wurde. Mit Hilfe der FLC-Sequenzen wurde fiir jede Stelle
in der Proteinsequenz die am haufigsten vorkommende Aminosaure ermittelt und in einem
zweiten Schritt untersucht, wie oft diese Aminosaure in den unterschiedlichen Subgruppen
Multiples Myelom, AL-Amyloidose sowie Multiples Myelom mit AL-Amyloidose-Beteiligung
bzw. in der Kontrollgruppe auftreten und an welchen Stellen in der Sequenz Unterschiede

zwischen den Subgruppen feststellbar sind.

4.5.1 AL-Base-Datenbank
4.5.1.1 Anzahl Spektren

In der AL-Base-Datenbank befanden sich insgesamt 120 Sequenzen von Patienten mit AL-
Amyloidose (AL), 107 mit Multiplen Myelom (MM), 11 mit Multiplen Myelom und AL-
Amyloidose-Beteiligung (MM /AL) sowie 508 Sequenzen, welche der gesunden Kontrollgrup-
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pe zugeordnet werden konnten. Dabei entfielen bei den AL-Patienten 96 auf die k-Subgruppe
V| (k-Subgruppe Subtyp Variabel 1), wahrend bei den MM-Patienten 67, bei den MM /AL-
Patienten 10 und bei der Kontrollgruppe 180 dem Subtypen V.| entsprachen. Da sich die
Subtypen der k-Leichtketten durch das Auftreten von typischen Aminosauresequenzen im
vorderen Bereich der variablen Region voneinander unterscheiden, wurden die Analysen nur
mit k-FLC-Sequenzen des Subtypen V.| durchgefiihrt. Dadurch soll vermieden werden, dass
gefundene Unterschiede bei den relativen Haufigkeiten zwischen den Subgruppen MM, AL,
MM /AL auf unterschiedliche Verteilungen der V, -Subtypen innerhalb der Subgruppen MM,
AL bzw. MM/AL zuriickzufiihren sind.

Nach dem Entfernen von identischen Sequenzen reduzierte sich die verwertbare Anzahl auf
96 AL-, 65 MM-, 10 MM/AL- sowie auf 158 Sequenzen in der Kontrollgruppe. In der Ta-
belle 4.4 befindet sich eine Ubersicht iiber die Anzahl der verfiigbaren Sequenzen. Die MM-
und MM/AL-Sequenzen der AL-Base-Datenbank wurden um die drei in dieser Arbeit ermit-
telten Sequenzen erganzt, sodass 68 MM-Sequenzen fiir die Varianzanalyse zur Verfligung
standen. Da sich die Anzahl der MM/AL-Sequenzen auf 13 beschrankt, wiirden die fol-
genden statistischen Betrachtungen fiir diese Gruppe nur eine beschrankte Zuverlassigkeit
haben, weshalb sie bei den weiteren Analysen nicht weiter beachtet werden. Da aber drei der
in dieser Arbeit untersuchten Proben ebenfalls der MM /AL-Subgruppe zugeordnet werden
konnen, erscheint eine vergleichende Analyse zwischen der MM- und MM /AL-Subgruppe als

besonders interessant, sobald ausreichend MM /AL-Sequenzen zur Verfligung stehen.

4.5.1.2 Auftreten des V I-Subtypen

Die Tabelle 4.4 demonstriert mit 85 % bis 91 % ein verhaltnismaRig haufigeres Auftreten
des VI-Subtypen bei den krankhaften Subgruppen als die 35 % bei der Kontrollgruppe. Auf
Grundlage der Sequenzen der AL-Base-Datenbank lasst dies bei den V,I-FLCs eine erhohte
Neigung zu krankhaften Veranderungen vermuten. Die in dieser Arbeit untersuchten FLCs
bestatigen dieses Bild, da alle sechs Proben dem V,I-Subtypen angehdren (siehe 4.2.4). Zur
Verifizierung dieser Aussage konnten in zukiinftigen Analysen weitere FLCs hinsichtlich ihrer
Subgruppe untersucht werden. Zurzeit stehen allerdings nur die Sequenzen der AL-Base-

Datenbank dafiir zur Verfligung.
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Tabelle 4.4: Anzahl der Sequenzen fiir die Varianzanalyse. Aufgefiihrt sind fiir die Subgruppen AL-
Amyloidose (AL), Multiples Myelom (MM), Multiples Myelom mit AL-Amyloidoise-Beteiligung (MM mit AL)
sowie fiir die Kontrollgruppe (CG) die Anzahl der vorhandenen k-Sequenzen aus der AL-Base-Datenbank, die
Anzahl der Sequenzen vom V |-Subtypen in der AL-Base-Datenbank, deren relativer Anteil an den Sequenzen
sowie die Anzahl der Sequenzen, die nach dem Entfernen von identischen Sequenzen und dem Hinzufligen der

in dieser Arbeit ermittelten Sequenzen fiir die Varianzanalyse zur Verfligung standen.

Patienten-Subgruppe AlL-Base Subtyp V.l Anteil VI Analyse
AL-Amyloidose (AL) 120 96 80 % 96
Multiples Myelom (MM) 107 67 63 % 68
MM mit AL 11 10 91 % 13
Kontrollgruppe (CG) 508 180 35 % 158

4.5.2 Multiples Sequenzalignment

Mit allen 322 FLC-Sequenzen ohne die MM /AL-Sequenzen wurde ein multiples Sequenzalign-
ment mit den drei Programmen ClustalWW2, Clustal2 und Muscle durchgefiihrt. Die Clu-
stal-Algorithmen fiihren das Sequenzalignment als globales Alignment aus, wobei Clustal2
eine Weiterentwicklung von Clustal\WW2 darstellt. Der Muscle-Algorithmus verwendet eine
Kombination aus lokalem und globalem Alignment. Nach Angaben des Herstellers EMBL-
EBI (European Molecular Biology Laboratory-The European Bioinformatics Institute) zeigt
Muscle bei einer groBen Anzahl an Sequenzen und bei sehr verschiedenen Sequenzen einen
Vorteil beziiglich Schnelligkeit und Genauigkeit gegeniiber den Clustal-Algorithmen. Da fiir
diese Arbeit nur eine mittlere Anzahl an Sequenzen verwendete wurde und die genutzten
Sequenzen alles FLC-Sequenzen darstellen und dadurch einander sehr ahnlich sind, erscheint
keiner der verwendeten Algorithmen auf den ersten Blick den anderen tberlegen. Zur Ge-
wahrleistung eines optimalen Alignment-Ergebnisses, wurde das Sequenzalignment parallel

mit den drei Programmen durchgefiihrt.

Fir die Bezeichnung der Aminosaurepositionen in der FLC-Sequenz wird bei allen nach-
folgenden Betrachtungen das Kabat-Nummerierungssystem [117] verwendet, da Kabat als
einer der ersten eine systematische Nummerierung von Aminosaurepositionen in Immunglo-

bulinsequenzen einfiihrte und sich viele Veroffentlichungen auf dieses System berufen.
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Abbildung 4.31: Hiufigsten Aminosauren nach dem Clustal2- bzw. Muscle-Sequenzalignment. Nach
dem multiplen Sequenzalignment wurde fiir jede Stelle in der Sequenz die haufigste Aminosaure ermittelt und in
dieser Abbildung dargestellt. Die Ergebnisse des Clustal)- und Muscle-Alignments wurden gegeniibergestellt
und auftretende Unterschiede grau hervorgehoben. Die Nummerierung basiert auf dem Kabat-System. Die
Liicken im Bereich der Aminosauren 63a-c bzw. 67a-c basieren auf unterschiedlichen Alignment-Ergebnissen.

Allen drei Sequenzalignment-Programmen ist es gelungen, konservierte Bereiche in den Ami-
nosauresequenzen als homologe Bereiche zu erkennen und die Sequenzen entsprechend aus-
zurichten. Allerdings zeigten sich bei dem Programm ClustalWW2 offensichtliche Fehler im
Alignment. So wurde unter anderen bei sieben Sequenzen ein Tyrosin an der Stelle 32 als
Insertion gewertet, obwohl die manuelle Uberpriifung eindeutig eine Substitution erkennen
lasst. Da solche Fehler bei den Programmen Clustal2 und Muscle nicht erkennbar waren,
wurde auf die weitere Verwendung der ClustalW2-Alignment-Ergebnisse verzichtet und die
anschlieBenden Analysen ausschlieBlich mit den Ergebnissen der Programme Clustall2 und

Muscle durchgefiihrt.

4.5.3 Haufigste Aminosauren

Mit den Alignment-Ergebnissen der beiden Programme Clustal2 und Muscle wurde fiir
jede Stelle im FLC-Peptid die am haufigsten vorkommende Aminosdure bestimmt und
die Sequenzen aus den haufigsten Aminosauren in der Abbildung 4.31 gegeniibergestellt.
Fir die Nummerierung der Stellen im Peptid wurde das in diesem Bereich tbliche Kabat-
Nummerierungssystem [117] verwendet. Unterschiede zwischen den beiden Sequenzen wur-

den grau hervorgehoben.
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Bei dem Clustal2-Alignment sind Insertionen an den Stellen zwischen den Aminosauren 30
und 31 sowie an der Stelle 63, markiert durch die Zusatze a, b und c bzw. a, b, c, d und e
aufgetreten. Bei dem Muscle-Alignment sind ebenfalls Insertionen im Bereich von 30 bis 31
vorhanden. Die zweite Insertion wurde allerdings im Bereich der Aminosaure 67 gefunden.
Der Unterschied lasst sich auf ein nicht eindeutiges Alignment im Bereich 63 bis 67 zuriick-
fuhren. Bei diesem Bereich handelt es sich um eine Serin-reiche Region, in der eine Insertion
vorhanden ist. Die vielen Serine erschweren ein eindeutiges Alignment, sodass ClustalC2 die
Insertion an der Stelle 63 gesehen hat, wahrend Muscle die Insertion an der Stelle 67 pos-
tuliert. Aufgrund dieses uneindeutigen Alignments wirden Unterschiede bei den relativen
Haufigkeiten in diesem Bereich der Sequenz als weniger zuverlassig eingestuft werden. Zu-
satzlich konnte beim Muscle-Alignment an der Stelle 94 eine weitere Insertion identifiziert
werden. Dieses zusatzliche Lysin trat allerdings nur in einer Sequenz der Kontrollgruppe auf,
sodass diese Stelle bei der Identifizierung von Hot Spots keine Rolle spielt. Bei den restlichen

Regionen der Sequenz kam es zu keinen Unterschieden zwischen den Alignments.

4.5.4 Relative Haufigkeiten der Aminosduren

Entwickeln der Formel Die Variabilitat von Aminosauresequenzen kann unter anderen mit

Hilfe des Wu-Kabat-Variabilitatskoeffizienten beschrieben werden [118,119]. Dieser ermog-

licht die Variabilitat in Form der Abweichung von einer vorgegebenen Sequenz zu berechnen.

Die Berechnung des Wu-Kabat-Variabilitatskoeffizienten W erfolgte nach der Formel 4.1,

wobei N die Anzahl der verwendeten Sequenzen, k die Anzahl an moglichen unterschiedlichen

Aminosauren und n die Anzahl der Sequenzen mit der haufigsten Aminosaure darstellen.
Nk

Basierend auf dem Wu-Kabat-Variabilitatskoeffizienten wurden die relativen Haufigkeiten P
nach der Formel 4.2 berechnet, wobei n der Anzahl der Sequenzen mit der haufigsten Amino-

saure und N* der Anzahl der Sequenzen mit einer Aminosaure an dieser Stelle entsprechen.

P=— (4.2)

122



Ergebnisse und Diskussion

Gegeniiber dem Wu-Kabat-Variabilitatskoeffizienten W weist die Formel zur Berechnung der
relativen Haufigkeiten drei Veranderungen auf. Zum einem wurde auf die Verwendung von
k verzichtet, da nur Aminosauresequenzen miteinander verglichen wurden, die stets 20 un-
terschiedliche Aminosauren aufweisen konnen. Die Verwendung von k fiihrt daher zu keiner
hoheren Aussagekraft der berechneten Werte, weshalb darauf verzichtet wurde. Zum zweiten
wurde das Verhaltnis aus n und N umgekehrt. Dies gewahrleistet eine bessere Interpretier-
barkeit der berechneten Werte, da man anhand den relativen Haufigkeiten leicht erkennen
kann, welcher Anteil der Sequenzen die haufigste Aminosaure aufwies. Des Weiteren wurde
N durch N* ersetzt. Wahrend der Wu-Kabat-Variabilitatskoeffizient W die Gesamtanzahl
der Sequenzen berticksichtigt, wurde bei der Berechnung der relativen Haufigkeiten nur die
Anzahl der Sequenzen verwendet, die an dieser Stelle tatsachlich eine Aminosaure aufweisen.
Dies berticksichtigt das Auftreten von Insertionen bzw. Liicken in den verwendeten Sequen-
zen, bei denen nur bei wenigen Sequenzen an dieser Stelle eine Aminosaure zu finden ist. Der
Wu-Kabat-Variabilitatskoeffizient wiirde fiir diese Stellen eine hohe Variabilitat bescheinigen,
auch wenn an diesen Stellen stets die gleiche Aminosaure auftritt. Die Bestimmung der re-
lativen Haufigkeiten hingegen ermoglicht die Bewertung der Variabilitat auch an Stellen, bei

denen nur wenige Sequenzen, z. B. aufgrund einer Insertion, eine Aminosaure aufweisen.

Vergleich der relativen Haufigkeiten Die berechneten relativen Haufigkeiten zum Auftre-
ten der haufigsten Aminosaure fiir die Subgruppen Multiples Myelom (MM), AL-Amyloidose
(AL) sowie der Kontrollgruppe (CG) wurden einander gegeniibergestellt und sind in der Abbil-
dung 4.32 fir das ClustalK2-Alignment dargestellt. Dabei wurden die Berechnungen sowohl
mit dem Clustall2- als auch den Muscle-Sequenzalignments durchgefiihrt. Der Vergleich
der relativen Haufigkeiten innerhalb der Subgruppen zeigte sowohl bei den Ergebnissen des
Clustal)- als auch den Muscle-Sequenzalignments mehr als zehn Stellen in der Sequenz,
bei denen sich die Werte der Subgruppen MM oder AL um mehr als 30 %-Punkte von
den Werten der Kontrollgruppe unterschieden. Nach dem Entfernen der Stellen, an de-
nen weniger als 20 Sequenzen vorlagen, verblieben vier interessante Stellen, die sowohl bei
dem Clustal2- als auch dem Muscle-Sequenzalignments zu finden waren. Es zeigte sich,
dass auftretende Unterschiede in den relativen Haufigkeiten zwischen dem Clustalk2- und

Muscle-Sequenzalignment an Stellen mit Insertionen gefunden werden konnten. Da Inser-
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tionen immer nur bei einer geringen Anzahl von Sequenzen auftreten, ist ein eindeutiges Ali-
gnment meist nicht moglich. Aulerhalb der Insertionsbereiche zeigten die beiden Alignments
die gleichen Ergebnisse, weshalb in den folgenden Auswertungen nicht weiter zwischen den
Alignments unterschieden wird und die berechneten Werte des Clustalf2-Sequenzalignments
aufgefiihrt sind. Die berechneten relativen Haufigkeiten fiir das Muscle-Sequenzalignment

sind im Anhang in der Abbildung A.43 zu finden.

Die vier interessantesten Unterschiede in den relativen Haufigkeiten zwischen der Kontroll-
gruppe und den Subgruppen AL-Amyloidose bzw. Multiples Myelom zeigten sich an den Stel-
len 24, 56, 73 und 83 (Kabat-Nummerierungssystem) in der FLC-Sequenz. Fiir diese Stellen
wurden die relativen Haufigkeiten der haufigsten Aminosaure in der Tabelle 4.5 aufgeflihrt.
Die Werte fiir die Kontrollgruppe konnten eine begrenzte Zuverlassigkeit aufweisen, da diese
anhand von nur 158 Sequenzen ermittelt wurden. Zur Erhohung der Zuverlassigkeit wurden
die berechneten Werte mit tabellierten Werten verglichen, die auf einer wesentlich grole-
ren Stichprobe basieren. Dazu wurden die Haufigkeitsverteilungen des abYsis-Webservers?
verwendet. Mit diesem Webserver konnen Datenbankanalysen mit Gen- und Proteinsequen-
zen von Immunglobulinen durchgefiihrt werden. Zusatzlich werden Haufigkeitsverteilungen
angegeben, bei denen fiir jede Stelle im FLC-Peptid die Haufigkeit aller moglichen Amino-
sauren uber die Sequenzen aus den Datenbanken Kabat, IMGT, PDB und abYsis-EMBL-IG
gemittelt und aufgefiihrt sind, weshalb die angebenen Haufigkeitsverteilungen eine hohe
Zuverlassigkeit aufweisen sollten. Die PDB-Datenbank stellt eine umfassende Proteindaten-
bank dar, wahrend die anderen drei Sequenzdatenbanken von Immunglobulinen sind, sodass
eine Vielzahl von Immunglobulinsequenzen fiir die Bestimmung von zuverlassigen Haufig-
keitsverteilungen der Aminosauren zur Verfiigung standen. Die verwendeten Werte beziehen
sich auf den Stand der Datenbanken vom Juli 2013. Der Vergleich mit den in dieser Ar-
beit berechneten Werte zeigte eine Ubereinstimmung bei den Stellen 56 und 73, wahrend
bei den Stellen 24 und 83 Unterschiede von mehr als 10 % auftraten. Die Abweichun-
gen bei den Stellen 24 und 83 konnten auf die unterschiedliche Anzahl der Sequenzen aus

der AL-Base-Datenbank und den Sequenzen aus den Datenbanken Kabat, IMGT, PDB und

4Dr. Andrew C.R. Martin, University College London: http://www.bioinf.org.uk/abysis/searches/distributions/

distributions.html
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Tabelle 4.5: Relative Haufigkeiten der haufigsten Aminosauren. Fiir die Stellen 24, 56, 73, 83 (Kabat-
Nummerierung) wurden die Haufigkeiten angegeben, mit denen die hdufigste Aminosaure bei der Kontrollgrup-
pe sowie bei den Subgruppen Multiples Myelom und AL-Amyloidose aufgetreten ist. Die haufigste Aminosaure
fiir jede Stelle ist in der 2. Spalte vermerkt. Zusatzlich ist die Haufigkeit der angegebenen Aminosaure aus
der abYsis-Datenbank aufgefiihrt, welche eine Ubersicht iiber die Haufigkeitsverteilungen der unterschiedlichen

Aminosduren fiir jede Stelle in der FLC-Sequenz beinhaltet.

Position Aminosaure  Kontrollgruppe Mult. Myelom AL-Amyloidose abYsis
24 R 87 % 62 % 54 % 47 %
56 S 82 % 49 % 44 % 73 %
73 L 91 % 60 % 60 % 97 %
83 F 86 % 59 % 55 % 39 %

abYsis-EMBL-1G zurlickzufiihren sein. So ist es moglich, dass die kleinere Anzahl an Sequen-
zen aus der AL-Base-Datenbank nicht die wahre Verteilung der Aminosauren bei gesunden
Kontrollprobanden abbildet. Genauso ist es aber moglich, dass die groen Datenbanken vor-
wiegend aus Sequenzen von Personen mit monoklonalen Gammopathien stammen und nicht
die Verteilung von gesunden Kontrollprobanden abbilden. Bei Patienten-Gruppen mit mono-
klonalen Gammopathien kommt es zu einer Uberproduktion von einzelnen Antikorpern, die
dann hochkonzentriert im Probenmaterial vorliegen. Dadurch konnen sie leichter isoliert und
analysiert werden, wodurch sie wahrscheinlich haufiger in den Datenbanken auftauchen. Zu-
satzlich stellen pathogene Sequenzen wahrscheinlich eher das Ziel einer Untersuchung dar,
weshalb sie haufiger in den Datenbanken auftreten konnten. Da in den groBen Datenbanken
jedoch durchgehende Informationen liber den genauen Gesundheitszustand des Probengebers
fehlen, konnen die Ursachen fir die Abweichungen nicht eindeutig erklart werden. Aufgrund
der Ubereinstimmung der Werte bei den Stellen 56 und 73 werden diese beiden Stellen als

besonders zuverlassig angesehen.

Der x?-Test bestatigte dabei signifikante Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der
MM-Gruppe sowie zwischen der Kontrollgruppe und der AL-Gruppe fiir die Stellen 56 und 73

mit & < 0.1 %. Zwischen der MM- und AL-Gruppe waren die Unterschiede nicht signifikant.
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An der Stelle 56 war die haufigste Aminosaure ein Serin, das am haufigsten durch Threonin
ersetzt wurde. Dies geschah mit 39 % signifikant («x<0.1 %) haufiger bei der AL-Subgruppe
als bei der Kontrollgruppe mit 10 %. Zwischen der MM-Gruppe mit 24 % und der Kon-
trollgruppe konnte nur ein signifikanter Unterschied mit <1 % nachgewiesen werden. Bei
den Aminosauren Serin und Threonin handelt es sich jeweils um eine polare Aminosaure
mit einer Hydroxygruppe, die sich nur durch eine Methylgruppe voneinander unterscheiden.
Da beide Aminosauren der gleichen Gruppe zugeordnet werden konnen, werden nur geringe
Unterschiede bei dem Einfluss der Aminosauren auf die Auspragung der Sekundarstruktur
erwartet. Auf der anderen Seite handelt es sich bei dem Threonin durch die zusatzliche
Methylgruppe um eine groBere Aminosaure als das Serin, sodass eine veranderte Sekundar-

struktur auftreten kann, die die Stabilitat der FLC beeinflussen konnte.

Dartiiber hinaus zeigte sich, dass das Serin in der Kontrollgruppe bei 1 % der Sequenzen durch
unpolare Aminosaure ersetzt wurde, wahrend dies bei der AL-Gruppe in 7 % bzw. in der MM-
Gruppe in 15 % geschah. Die Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der MM-Gruppe
waren dabei signifikant (x<0.1 %), wahrend zwischen den anderen Gruppen keine signifikan-
ten Unterschiede feststellbar waren. Die Substitution einer polaren Aminosaure durch eine
unpolare kann zu einer veranderten Sekundarstruktur des Proteins fiihren, da aufgrund der

fehlenden Hydroxygruppe weniger Wasserstoffbriickenbindungen ausgebildet werden konnen.

An der Stelle 73 wurde die Aminosaure Leucin hauptsachlich durch die Aminosaure Phenyl-
alanin ersetzt. Bei beiden Aminosauren handelt es sich um unpolare Aminosauren, die sich
durch eine Phenylgruppe voneinander unterscheiden. Durch die Substitution kommt es zu
keiner Ladungsanderung des Proteins. Allerdings kann auch der zusatzliche Platzbedarf der
Phenylgruppe die Sekundarstruktur des Proteins verandern und somit die Stabilitat des Pro-
teins beeinflussen. Bereits Sanchez et al. [120] postulierten, dass die Substitution durch eine
hydrophobere Aminosaure die Neigung zur Aggregation erhoht. Die Substitution erfolgte
mit 39 % in der AL-Gruppe bzw. 37 % in der MM-Gruppe signifikant (o« < 0.1 %) haufiger

als in der Kontrollgruppe mit 9 %.
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Abbildung 4.33: Relative Haufigkeiten der haufigsten Aminosdure nach dem ClustalQ2-Alignment. Aufgefiihrt sind die relativen Haufigkeiten in % fiir das
Auftreten der haufigsten Aminosaure in der Kontrollgruppe (CG) sowie in den Subgruppen Multiples Myelom (MM) und AL-Amyloidose (AL). Die Nummerierung
der Aminosaureposition in der FLC-Sequenz erfolgte nach dem Kabat-Nummerierungssystem. Hervorgehoben wurden die Stellen, bei denen zwischen der Sub-
gruppe Multiples Myelom und AL-Amyloidose eine Differenz von >20 %-Punkte auftraten. Zusatzlich wurden die Bereiche der Framework Regions (FR) und der
Complementarity Determining Regions (CDR) markiert.

128



Ergebnisse und Diskussion

Sowohl die Stelle 56 als auch 73 befinden sich in der Geriistregion (Framework Region)
FR3. Geriistregionen zeichnen sich normalerweise durch eine geringe Variabilitat der Ami-
nosauren aus. Die Vielfalt eines Antikorpers wird eher durch eine groe Variabilitat in den
komplementaritatsbestimmenden Regionen (Complementarity Determining Region) CDRs
erzeugt, wahrend relativ konstante Geristregionen fiir stabile Proteine verantwortlich sind.
Eine Mutation in den Gerlistregionen hat deshalb wahrscheinlich einen groBeren Einfluss auf
die Stabilitat und damit auf die Ausbildung von amyloidogenen Strukturen als Mutationen
in den CDR-Regionen. Diese Uberlegung wird auch von Dwulet et al. [121] und Poshusta
et al. [122] bestatigt. Inwiefern die beobachteten Substitutionen tatsachlich einen Einfluss
auf die Struktur der FLC haben und inwiefern sie sich als Diagnosewerkzeug eignen, miissen

weiterfiihrende Studien klaren.

Vergleich zwischen den Subgruppen Multiples Myelom und AL-Amyloidose Zwischen
den Subgruppen MM und AL sind die Unterschiede in den relativen Haufigkeiten der hau-
figsten Aminosaure weniger deutlich ausgepragt, als zwischen der Kontrollgruppe und der
MM- bzw. der AL-Gruppe. So konnte nur die Stelle 31 identifiziert werden, an der der Un-
terschied in den relativen Haufigkeiten groRer als 30 %-Punkte waren. Allerdings zeigten sich
an den Stellen 61, 70 und 91 Unterschiede in den relativen Haufigkeiten von mehr als 20 %-
Punkten zwischen der MM- und der AL-Gruppe. Diese Unterschiede sind in der Abbildungen
4.33 fur das Clustalf2- und im Anhang in der Abbildung A.44 fir das Muscle-Alignment
hervorgerufen. Der x?-Test bestatigte jedoch nur fiir die Stellen 31 und 61 signifikante Un-
terschiede mit einem «<0,1 %, wahrend an den Stellen 70 und 91 nur der kritische x2-Wert
mit einem a<1 % bzw. a<5 % uberschritten wurde. Da in dieser Varianzanalyse mehr als
100 Stellen im FLC auf signifikante Unterschiede in den relativen Haufigkeiten untersucht
wurden, erscheinen nur Unterschiede mit einem «<0,1 % als zuverlassig. Bereits bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 1 % wird bei 100 Stellen ein falschlich erkannter Unterschied
erwartet. Um dieses moglichst auszuschlieRen, werden nur Stellen fiir die weiteren Analysen

verwendet, bei denen signifikante Unterschiede mit einem «<0,1 % vorkamen.

Die Stelle 31 wies bei 57 % der AL-Patienten ein Asparagin auf, wahrend dies nur bei 26 %

der MM-Patienten der Fall war. Ein Asparagin an dieser Stelle scheint daher die Produktion
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von amyloiden Ablagerungen zu begiinstigen. Die genaue Analyse der alternativen Aminosau-

ren konnte allerdings keine unterschiedlichen Tendenzen zwischen den Gruppen feststellen.

An der Stelle 61 trat bei der MM-Gruppe mit 99 % nahezu immer ein Arginin auf, welches nur
einmal durch ein Methionin substituiert wurde. Im Gegensatz dazu kam bei der AL-Gruppe
bei 75 % der Probanden ein Arginin vor, das am haufigsten durch ein Asparagin ersetzt wur-
de (13 %). In der AL-Gruppe wurde das Arginin in 7 % durch eine basische Aminosaure und
sogar in 17 % durch eine Aminosaure aus der Gruppe polar/neutrale Aminosaure ersetzt.
Das Arginin stellt eine basische Aminosaure dar, die Salzbriicken zu anderen Aminosauren
aufbauen kann, wodurch die Sekundarstruktur eines Proteins beeinflusst wird. Die Substitu-
tion durch die zwitterionige eher hydrophile Aminosaure Asparagin verandert die Interaktion
mit anderen Aminosaureresten, sodass eine veranderte Sekundarstruktur auftreten kann, die

weniger stabil ist und daher eher zu Proteinaggregation neigt.

Vergleich mit anderen Forschungsgruppen Der Versuch, amyloidogene Strukturen an-
hand der Primarstruktur vorherzusagen, wird unabhangig von der AL-Amyloidose neben dem
statistischen Vergleich der auftretenden Aminosauren auf zwei weitere Arten durchgefiihrt.
Einige Arbeitsgruppen nutzen dabei die Tatsache, dass amyloidogene Strukturen meist aus
B-Faltblatt-Strukturen bestehen. So versuchten z. B. Yoon/Welsh [123] die Neigung von
o-Strukturen zur Bildung von [3-Strukturen zu berechnen und daraus abzuleiten, welche
Peptidsequenzen eine Tendenz zur Aggregation zeigen. Hamodrakas et al. [124] identi-
fizierten mit Hilfe von Vorhersageprogrammen Peptidsequenzen, die sowohl o- als auch
B-Sekundarstrukturen ausbilden konnen. Diese Bereiche sahen sie als pradestiniert fiir die
Ausbildung von amyloidogenen Strukturen an. Im Gegensatz dazu berechneten Thompson
[125] und Zhang [126] anhand der Primarstruktur, welche Regionen stabile -Strukturen
aufgrund von Wasserstoffbriickenbindungen ausbauen konnen. Das Auftreten von stabilen
Wasserstoffbriickenbindungen wurde als deutlicher Hinweis fiir amyloidogene Strukturen ge-

wertet.

Andere Gruppen versuchten auf die Tendenz zur Ausbildung von amyloidogenen Struktu-

ren zu schlussfolgern anhand der Aminosaureeigenschaften, wobei zwei Vorgehensweisen
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beobachtet werden konnen. Bei einer Herangehensweise wird die Neigung zur Aggregation
anhand eines Kriteriums festgemacht. So beschrieb Galzitskaya [127,128] die durchschnitt-
lich zu erwartende Packungsdichte einer Aminosaure als Indikator fiir die Auspragung von
[-Faltblatt-Strukturen. Da der Aggregation von Proteinen jedoch meist komplexere Ursa-
chen zu Grunde liegen, erscheint ein multivektorieller Ansatz, bei dem mehrere Variablen in
die Bestimmung der Neigung zur Aggregation herangezogen werden, vielversprechender. So
berlicksichtigten Pawar et al. [129] und Tartaglia et al. [130] neben intrinischen Variablen
wie der Hydrophobizitat der Aminosauren auch Umgebungsvariablen bei der Kalkulation zur
Vorhersage der Proteinaggregation. Ein weiteres Beispiel fiir die Verwendung mehrerer Va-
riablen stellt die Arbeit von Garbuzynskiy et al. [131] dar, bei der die Berechnung der Neigung
zur Amyloidogenitat die erwartete Packungsdichte der Aminosaurereste und die erwartete

Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit einbeziehen.

Eine andere Herangehensweise zur ldentifizierung von Tendenzen zu amyloidogenen Struktu-
ren stellt die Analyse der Peptidsequenz und der Vergleich der vorkommenden Aminosauren
von Patienten mit AL-Amyloidose im Vergleich zu einer Bezugsgruppe dar, wie es auch in
dieser Arbeit durchgefiihrt wurde. So verglich unter anderen Stevens et al. [25, 26] in zwei
Studien Sequenzen von AL-Amyloidose-Patienten mit Patienten, die an einer anderen hu-
manen Plasmazelldyskrasie erkrankt sind bzw. mit Multiplen-Myelom-Patienten. Dabel ist
es ihm nicht gelungen, die Konsensusregion zu identifizieren, die spezifisch eine Amyloi-
dose hervorruft. Allerdings konnte er vier Risikofaktoren fiir eine Amyloidose erkennen. Es
konnte durch den Vergleich der vorkommenden Aminosauren gezeigt werden, dass die Sub-
stitution des hochkonservierten Arginins an der Stelle 61 durch eine andere Aminosaure die
Wahrscheinlichkeit zur Fibrillenbildung deutlich erhoht. Stevens et al. fiihrten dies auf einen
Verlust der Fahigkeit zur Ausbildung einer Salzbriicke zur Aminosaure 81 zuriick, wodurch es
zu einer Destabilisierung des FLC-Proteins kommt. Diese Hypothese kann durch die in dieser
Arbeit berechneten Werte unterstiitzt werden. So traten bei 96 % der Patienten aus der
Kontrollgruppe bzw. 99 % der MM-Patienten ein Arginin an dieser Stelle auf, wohingegen
dies nur bei 75 % der AL-Amyloidose-Patienten beobachtet werden konnte. Der Unterschied

zwischen der AL-Gruppe und den beiden anderen Subgruppen ist dabei signifikant, auch wenn
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an den Stellen 56 bzw. 73 deutlichere Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den

AL- bzw. der MM-Subgruppe feststellbar waren.

Hurle et al. [27,28] konnten durch die Analyse von selten auftretenden Aminosauren eben-
falls die Stelle 61 als kritisch identifizieren. Dazu wurden zunachst mit Hilfe der Kabat-
Datenbank fiir jede Stelle im FLC-Peptid selten vorkommende Aminosaure ermittelt und in
einem nachfolgenden Schritt 18 k-AL-Amyloidose-Sequenzen auf das Auftreten dieser selte-
nen Aminosauren lberprift. Es konnte gezeigt werden, dass bei AL-Amyloidose-Sequenzen
eine Substitution des Arg61 und des Asp82 deutlich haufiger vorkommt, wodurch die These
von Stevens et al. unterstiitzt wird, dass eine Salzbriicke zwischen diesen beiden Aminosau-

ren zur Stabilitat des FLC-Proteins beitragt.

Dariiber hinaus postulierte Stevens et al. [26] eine Erhchung der Wahrscheinlichkeit zur Fi-
brillenbildung, wenn es zu einer Substitution des Isoleucins an der Stelle 27b gekommen ist
bzw. eine Asparaginsaure an der Stelle 31 vorhanden ist. Mit der Substitution des Isoleucins
fehlt nach Stevens et al. eine relativ grolle hydrophobe Aminosaure, die im Inneren des Pro-
teins eine stabile Verankerung des CDR1-/oops und damit ein stabiles Protein gewahrleistet
hat. Die nach Stevens et al. kritische Stelle 27b in der Amyloidbildung kann allerdings anhand
der in dieser Arbeit ermittelten Werte nicht unterstitzt werden, da bei keiner der untersuch-
ten Sequenzen eine Insertion nach der Aminosaure 27 aufgetreten ist, d. h. dass bei keiner
der untersuchten Sequenzen die Aminosaure 27b vorhanden ist. Die Stelle 31 zeigte sich
auch in dieser Arbeit als eine kritische Stelle, allerdings traten hier bei der AL-Subgruppe im
Vergleich zur MM-Gruppe signifikant haufiger ein Asparagin auf, wahrend Stevens et al. das

signifikant haufigere Auftreten von der Asparaginsaure an dieser Stelle beschreibt.

Zusammenfassend |3sst sich feststellen, dass in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten sich
die Stellen 31 und 61 als kritisch bei der Ausbildung von amyloidogenen Strukturen erwiesen
haben. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass es an den Stelle 56 bzw. 73 deutliche
Unterschiede in den FLC-Sequenzen zwischen gesunden Kontrollprobanden und Patienten
mit Multiplen Myelom bzw. AL-Amyloidose auftreten. Diese Stellen wurden bis jetzt noch

nicht in der Literatur beschrieben.
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In dieser Arbeit wurden die freien Antikorperleichtketten von jeweils drei Patienten mit Mul-
tiplen Myelom bzw. mit Multiplen Myelom und AL-Amyloidose auf das Auftreten von post-
translationalen Modifikationen mit der Hilfe von MS/MS-Spektren analysiert. Beide Pati-
entengruppen zeichnen sich durch eine Uberproduktion von monoklonalen Antikorperleicht-
ketten aus, wobei diese bei Multiplen-Myelom-Patienten [6slich und bei den AL-Amyloidose-
Patienten unloslich vorliegen. Eine mogliche Ursache fiir die unterschiedliche Loslichkeit
der Antikorperleichtketten konnte das Vorhandensein von posttranslationalen Modifikatio-

nen sein.

Zur Vorbereitung der massenspektrometrischen Messungen wurden die FLCs aus den Kno-
chenmarksiiberstanden der Patienten isoliert. Daflir wurde eine 2-Schritt-Aufarbeitungs-
methode etabliert, bei der mit Hilfe einer Affinitatschromatographie und einer praparativen
SDS-PAGE die FLCs aus einer komplexen Matrix isoliert werden konnten, bei der die FLCs
nicht das Hauptprotein bilden. Dies stellt eine Weiterentwicklung der bekannten Verfahren
dar, da es die Analyse von FLCs aus verschiedenen Probenmaterialien ermoglicht, wahrend
andere Gruppen die FLCs meist nur aus dem Urin der Patienten isolieren konnten, in dem

die FLCs die Hauptkomponente waren.

In einem zweiten Schritt konnten die Aminosauresequenzen aller sechs Patientenproben mit-
tels einer FLC-spezifischen PCR ermittelt werden. Diese konnten zusatzlich mit Hilfe der
massenspektrometrischen Messungen verifiziert werden, wobei sich eine Sequenzabdeckung

zwischen 92 % und 100 % ergab.
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Die Suche nach posttranslationalen Modifikationen ergab bei allen sechs Patienten unab-
hangig von dem Krankheitsbild eine Sulfonierung als PTM am Cystein C194, deren Identitat
und Lokalisation durch HCD- und ETD-Messungen bestatigt werden konnte. Dabei trat
diese PTM bei verschiedenen Peptiden sowohl nach dem Trypsin- als auch dem Chymotryp-
sinverdau der Proben auf, wodurch eine hohe Zuverlassigkeit der Ergebnisse angenommen
werden kann. Eine Sulfonierung an einem Cystein wurde ebenfalls durch Connors et al. [10]
bei AL-Amyloidose-Patienten beschrieben. Diese Arbeitsgruppe identifizierte die PTM aller-
dings am Cystein C214, wahrend in dieser Arbeit die Sulfonierung am Cystein C194 gefunden
werden konnte. Darliber hinaus trat diese PTM auch bei den Multiplen-Myelom-Patienten

auf. Dieser Sachverhalt ist bis jetzt noch nicht beschrieben worden.

Neben der Sulfonierung konnte eine Methylierung bei allen sechs Patienten am Cystein
C194 erkannt werden, welche bei freien Leichtketten bisher noch nicht veroffentlicht wurde.
Auch diese konnte bei mehreren Peptiden sowohl bei den Trypsin- als auch Chymotrypsin-
verdauten Proben gefunden werden, weshalb diese PTM ebenfalls als zuverlassig angesehen
wird. Sowohl bei der Sulfonierung als auch bei der Methylierung konnte keine krankheits-
spezifische Tendenz beziiglich der Identifikation oder Lokalisation der posttranslationalen
Modifikationen erkannt werden. Zuverlassige Hinweise auf eine krankheitsspezifische Identi-

fikation und Lokalisation waren auch nur bei einer hoheren Anzahl an Proben zu erwarten.

Aulerdem konnten bei den Patienten SP 1070, WS 1199 und Gl 1206 eine GIcNAc-Glyko-
sylierung im N-terminalen Bereich der variablen Region in den HCD-MS-Spektren identifi-
ziert werden. Eine genaue Lokalisation der Glykosylierung konnte jedoch nicht erfolgen, da
die PTM in der HCD-Fragmentierung abgespalten wurde. Passende ETD-Spektren mit der

GlcNAc-Glykosylierung konnten nicht gefunden werden.

In einem weiteren Schritt wurden mittels Varianzanalyse Sequenzen von AL-Amyloidose-
und Multiplen-Myelom-Patienten sowie von Kontrollprobanten hinsichtlich der Verteilung
der Aminosauren statistisch analysiert. Dafiir wurden fiir jede Stelle in der FLC-Sequenz
die haufigsten Aminosauren bestimmt und fiir die drei Subgruppen die relativen Haufigkei-

ten des Auftretens der haufigsten Aminosaure ermittelt. Auf die Verwendung von Sequenzen

136



Zusammenfassung

von Patienten mit Multiplen Myelom und gleichzeitiger AL-Amyloidose musste aufgrund von
einer zu geringen Anzahl von verfiigbaren Sequenzen verzichtet werden. Bei dem Vergleich
der krankhaften Subgruppen Multiples Myelom bzw. AL-Amyloidose mit der Kontrollgrup-
pe zeigten sich signifikante Unterschiede an den Stellen 56 und 73 in der FLC-Sequenz,
bei denen die Aminosauren Serin bzw. Leucin in der Kontrollgruppe signifikanter haufiger
auftraten als in der Multiplen-Myelom- oder AL-Amyloidose-Subgruppe. Das Fehlen dieser
Aminosauren an diesen Stellen konnte bei noch nicht charakterisierten Patienten einen Hin-
weis auf eine Erkrankung geben. Allerdings miissen erst weiterfiihrende Studien mit deutlich
mehr Patienten die Eignung dieser beiden Stellen als Biomarker zeigen. Bei dem Vergleich
der Multiplen-Myelom-Subgruppe mit den Sequenzen der AL-Amyloidose-Gruppe stachen
die Stellen 31 und 61 hervor. An der Stelle 31 trat bei der AL-Amyloidose-Subgruppe signi-
fikant haufiger die Aminosaure Asparagin auf, weshalb diese Aminosaure eine Aggregation
der FLCs begiinstigen konnte. Die Stelle 31 wurde auch von anderen Gruppen als kritisch
bei der Akkumulation der FLCs beschrieben [25]. Allerdings forderte bei Stevens et al. [25]
eine Asparaginsaure die Aggregation, wahrend in dieser Arbeit vermehrt das Asparagin bei
AL-Amyloidose-Sequenzen aufgetreten ist. Dariliber hinaus konnte die Stelle 61 identifiziert
werden, bei der bei Multiplen-Myelom-Patienten signifikant haufiger ein Arginin auftritt als
bei AL-Amyloidose-Patienten, sodass das Fehlen des Arginins an dieser Stelle eine Akkumu-
lation begiinstigen konnte. Dieses Ergebnis ist konsistent mit den Arbeiten von Hurle et al.
[27, 28], welcher das Fehlen einer Salzbriicke vom Arginin R61 zur Asparaginsaure D82 als

mogliche Ursache fiir die Akkumulation auffiihrte.
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6 Summary

This work analyzed posttranslational modifications of pathological free light chains (FLC)
from patients who suffer from multiple myeloma or multiple myeloma and AL amyloidosis.
Both patient groups show an overproduction of free light chains which are soluble in multi-
ple myeloma patients and insoluble in AL amyloidosis patients. One reason for the different

solubility of the free light chains may be the appearance of posttranslational modifications.

In order to identity posttranslational modifications FLCs from bone marrow supernatant were
isolated and mass spectrometrically analyzed using Orbitrap technology. All measurements
were done with three samples of each patient subgroup. For the FLC purification a 2-step
method was established which isolates FLCs with affinity chromatography and preparative
SDS-PAGE. This method enables the purification of the FLCs from a complex matrix where

the FLCs may not be the main component.

Before mass spectrometric analyses the amino acid sequences of the FLCs were determined
via PCR using FLC-specific primers. The subsequent mass spectrometric analyses verified

between 92 % and 100 % of the amino acid sequences.

The analysis of posttranslational modifications identified for each patient a sulfonation at
cysteine C194 whose identity and localization were verified with HCD and ETD fragmen-
tation mass spectrometry technology. A similar cysteine sulfonation of FLCs was found by
Connors et al. [10] who identified an identical PTM on cysteine C214 in FLCs from AL
amyloidosis patients. However, a sulfonation on cysteine C194 and in FLCs from multiple

myeloma patients was not published before.

139



Summary

Furthermore, a methylation of cysteine C194 was found for each sample. As for the sul-
fonation, no disease-specific appearance of methylation could be revealed. This may be a

consequence of a limited number of available samples.

In addition, a GlcNAc-glycosylation in the N-terminus of the variable region was found for
the patients SP 1070, WS 1199 and Gl 1206. An exact localization of the PTM was not
possible because of the loss of the PTM during HCD fragmentation and the lack of conve-

nient ETD spectra.

Moreover FLC sequences were analyzed statistically for the distribution of amino acids.
Therefore, a multiple sequence alignment with sequences from multiple myeloma and AL
amyloidosis patients as with sequences from healthy control group individuals was done.
Subsequently, for each position in FLC sequence the most frequent amino acids were deter-
mined and the frequencies of being the most frequent amino acid for each subgroup were
calculated. As a result, positions 56 and 73 were identified where serine respectively leucine
occur statistcally significantly more often in the control group than in the multiple myeloma
or the AL amyloidosis subgroup. The comparison of the frequencies of the multiple myeloma
and AL amyloidosis subgroup revealed significant differences at the positions 31 and 61. At
the position 31 in AL amyloidosis subgroup asparagine appears more often than in the mul-
tiple myeloma subgroup which may indicate that asparagine at this position enhances the
bias to FLC accumulation. The position 31 was also described as influential by Stevens et al.

[25], although in his studies an aspartic acid at this position increases the bias to aggregation.

At position 61 an arginine exists more often in the multiple myeloma than in the AL amy-
loidosis subgroup where the missing of an arginine at this position seems to enhance the
tendency for FLC accumulation. This result is consistent with the findings by Hurle et al.

[27,28] and may be a result of a missing salt bridge from arginine R61 to aspartic acid D82.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

7.1 Allgemein

Abb

ACN

AL

ATP

aX

bp

BSA

CAD

cDNA

CDR

ca.

CG

Ch

Cl

CID

C.

Abbildung

Acetonitril

AL(Amyloid Light Chain)-Amyloidose
Adenosintriphosphat

Acetylierte Aminosaure

Basenpaare

Bovine Serum Albumin, Fotales Kalberserum
Kollisionsaktivierte Dissoziation
Complementary DNA, Komplementare DNA
Complementarity Determining Region, Hypervariable Region
circa

Control Group, Kontrollgruppe

Konstante Region der schweren Ig-Kette
Chemische lonisation

Kollisionsinduzierte Dissoziation

Konstante Region der leichten Ig-Kette
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C-Segment
cX

Da

DHB

DNA
D-Segment

DTT

ECD
EDTA
El
Exin
ESI
et al.
ETD
eV
FAB
FLC
FR

FT-ICR

°C

Constant-Segment, Konstantes Segment
Carbamidomethylierte Aminosaure

Dalton

Dihydroxybenzoesaure

Desoxyribonukleinsaure

Diversity-Segment, Segment fiir die Vielfalt der Antikorper
Dithiothreitol

Elementarladung

Electron Capture Dissociation, Elektroneneinfangdissoziation
Ethylendiamintetraessigsaure

Elektronenstolionisation

Kinetische Energie

Elektrosprayionisation

et alii, und andere

Electron Transfer Dissociation, Dissoziation durch Elektroneniibertragung
Elektronenvolt

Fast Atom Bombardment

Free Light Chain, Freie Immunglobulinketten
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Fourier Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometer,

Fouriertransformations-lonenzyklotronresonanz-Massenspektrometer

Grad Celsius
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GalNAc

GIcNACc

HAT

HCD

HDAC

HexNAc
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IAA
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IT

J-Segment

KAT

kDa

KDAC

LCMS

L-Segment

Gramm

N-Acetylgalactosamin

N-Acetylglucosamin

Histon-Acetyl-transferasen

Higher-energy Collisional Dissociation, Dissoziation durch hochenergetische

Kollision

Histon-Deacetylasen

N-Acetylhexosamin

Hypervariable Region, Hypervariable Region

lodacetamid

Immunglobulin

lonenfalle

Joining-Segment, Verbindendes Segment

Lysin-Acetyltransferasen

Kilodalton

Lysin-Deacetylasen
Liter (Einheit) bzw. Lange (Formelzeichen)

Liquid Chromatography Mass Spectrometry,

Fliissigchromatographie-Massenspektrometrie
Leader-Segment, Anfangsegment
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MALDI Matrix-assisted Laser Desorption/lonization, Matrix-unterstiitzte

Laser-Desorption/lonisation

mg Milligramm

MGUS Monoklonale Gammopathie Unklarer Signifikanz
min Minute

ml Milliliter

MM Multiples Myelom

MM/AL Multiples Myelom mit AL-Amyloidose-Beteiligung

MOPS Morpholino-Propansulfonsaure

mRNA Messenger RNA, Boten-RNA

MS Massenspektrometrie

MSn Mehrstufige Massenspektrometrie, Tandemmassenspektrometrie
MS/MS Tandemmassenspektrometrie

mX Methylierte Aminosaure

m/z Masse-zu-Ladungsverhaltnis

NAT N-Acetyltransferase

nm Nanometer

PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion

ppm Parts Per Million, 1 Teil von 1 Million

PTM Posttranslationale Modifikation

QToF Quadrupol-Time of Flight, Quadrupol in Kombination mit Flugzeitanalysator
rf Radio Frequency, Radiofrequenz
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SDS-PAGE
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7.2 Aminosauren

A Alanin (Ala)

C Cystein (Cys)

D Asparaginsaure (Asp)
E Glutaminsaure (Glu)
F Phenylalanin (Phen)
G Glycin (Gly)

H Histidin (His)

I Isoleucin (lle)

K Lysin (Lys)

L Leucin (Leu)

M Methionin (Met)
N Asparagin (Asn)
P Prolin (Pro)

Q Glutamin (GIn)

R Arginin (Arg)

S Serin (Ser)

T Threonin (Thr)
\' Valin (Val)

W Tryptophan (Trp)
Y Tyrosin (Tyr)

X als Platzhalter fiir Aminosaure
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A.1 SDS-PAGE-Gele

Eluate

23
kDa

Eluate

Abbildung A.1: SDS-PAGE-Gel der Eluate der Affinititschromatographie zur Isolierung der freien Anti-
korperleichtketten aus dem Knochenmarksiiberstand. In dem Gel A wurden die Eluate der Proben EW 1046,
SP 1070 und SC 1211 zusammen mit einem GroBenmarker M und einem k-Standard k bzw. im Gel B die

Eluate der Proben KR 1159, Gl 1206 und WS 1199 zusammen mit einem k-Standard k aufgetragen. Die
GroRenangaben bei dem Marker sind in kDa dargestellt.
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A.2 Spektren

A.2.1 Sulfonierungen

A.2.1.1 Sulfonierung am Cystein C194

HCD-Spektren fur die Sulfonierung am Cystein C194
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Abbildung A.2: HCD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids HKVYACEVTHQGLSSPVTK mit einer
Sulfonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 722.34 Da
und einer Ladung von 3" und entstammt der Probe EW 1046. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von
2164.00 Da.
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Abbildung A.4: HCD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids VYACEVTHQGLSSPVTK mit einer Sul-

fonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 949.93 Da
und einer Ladung von 2% und entstammt der Probe SC 1211. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von

1897.85 Da.
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Abbildung A.5: HCD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids VYACEVTHQGLSSPVTK mit einer Sul-

fonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 949.93 Da

und einer Ladung von 27 und entstammt der Probe WS 1199. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von

1897.85 Da.
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Abbildung A.6: HCD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids VYACEVTHQGLSSPVTK mit einer Sul-

fonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 949.93 Da

und einer Ladung von 2% und entstammt der Probe EW 1046. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von

1897.85 Da.
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Abbildung A.7: HCD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids VYACEVTHQGLSSPVTK mit einer Sul-

fonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 949.94 Da

und einer Ladung von 2% und entstammt der Probe KR 1159. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von

1897.87 Da.
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Abbildung A.8: HCD-Spektrum des chymotrypsinverdauten Peptids ACEVTHQGLSSPVTK mit einer

Sulfonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 818.87 Da

und einer Ladung von 2% und entstammt der Probe SC 1211. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von

1637.73 Da.
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Abbildung A.9: HCD-Spektrum des chymotrypsinverdauten Peptids ACEVTHQGLSSPVTK mit einer

Sulfonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 818.87 Da
und einer Ladung von 2% und entstammt der Probe KR 1159. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von

1637.73 Da.
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Abbildung A.10: HCD-Spektrum des chymotrypsinverdauten Peptids ACEVTHQGLSSPVTKSF mit

einer Sulfonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlduferion mit einem m/z von
935.92 Da und einer Ladung von 27 und entstammt der Probe Gl 1206. Dies entspricht einer Peptidmasse

[M] von 1869.83 Da.
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Abbildung A.12: HCD-Spektrum des chymotrypsinverdauten Peptids ACEVTHQGLSSPVTKSF mit

einer Sulfonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von
935.92 Da und einer Ladung von 27 und entstammt der Probe WS 1199. Dies entspricht einer Peptidmasse

[M] von 1869.83 Da.
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935.92 Da und einer Ladung von 2% und entstammt der Probe KR 1159. Dies entspricht einer Peptidmasse
[M] von 1869.83 Da.

Abbildung A.14: HCD-Spektrum des chymotrypsinverdauten Peptids ACEVTHQGLSSPVTKSF mit

einer Sulfonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von
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Abbildung A.15: HCD-Spektrum des chymotrypsinverdauten Peptids ACEVTHQGLSSPVTKSFNR-
GEcC mit einer Sulfonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlduferion mit einem
m/z von 829.69 Da und einer Ladung von 3% und entstammt der Probe SC 1211. Dies entspricht einer
Peptidmasse [M] von 2486.05 Da.
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Abbildung A.16: HCD-Spektrum des chymotrypsinverdauten Peptids ACEVTHQGLSSPVTKSFNR-
GEcC mit einer Sulfonierung am Cystein C194. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem
m/z von 830.03 Da und einer Ladung von 3" und entstammt der Probe WS 1199. Dies entspricht einer
Peptidmasse [M] von 2487.07 Da.
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Abbildung A.17: ETD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids HKVYAsCEVTHQGLSSPVTK mit ei-
ner Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten SC 1211. Das Spektrum basiert auf dem

Vorlduferion mit dem m/z von 722.01 und einer Ladung von 3%. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der

Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt.

Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der Tabelle griin bzw. orange markiert.
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Abbildung A.18: ETD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids HKVYAsCEVTHQGLSSPVTK mit einer
Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten WS 1199. Das Spektrum basiert auf dem
Vorlauferion mit dem m/z von 722.35 und einer Ladung von 3%. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der
Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt.
Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der Tabelle griin bzw. orange markiert.
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1313.6419 11 Q 9 900.4911 901.4989 1393.5987 11 Q 9 980.4479 981.4557
1370.6634 12 G 8 772.4325 773.4403 1450.6202 12 G 8 852.3893 853.3971
1483.7474 13 L 7 715.4111 716.4189 1563.7042 13 L 7 795.3679 796.3757
1570.7795 14 S 6 602.3270 603.3348 1650.7363 14 S 6 682.2838 683.2916
1657.8115 15 S 5 515.2950 516.3028 1737.7683 15 S 5 595.2518 596.2596
1754.8643 16 P 4 428.2629 429.2707 1834.8211 16 P 4 508.2197 509.2275
1853.9327 17 V 3 331.2102 332.2180 1933.8895 17 V 3 411.1670 412.1748
19549804 18 T 2 232.1418 233.1496 20349372 18 T 2 312.0986 313.1064
- 19 K 1 131.0941 132.1019 - 19 K 1 211.0509 212.0587

Abbildung A.19: ETD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids HKVYAsCEVTHQGLSSPVTK mit einer
Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten EW 1046. Das Spektrum basiert auf dem
Vorlduferion mit dem m/z von 722.35 und einer Ladung von 3%. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der
Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt.
Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der Tabelle griin bzw. orange markiert.
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Abbildung A.20: ETD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids HKVYAsCEVTHQGLSSPVTK mit ei-
ner Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten SP 1070. Das Spektrum basiert auf dem

Vorlauferion mit dem m/z von 722.34 und einer Ladung von 3%. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der

Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt.

Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der Tabelle griin bzw. orange markiert.
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Abbildung A.21: ETD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids HKVYAsCEVTHQGLSSPVTK mit einer
Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten KR 1159. Das Spektrum basiert auf dem
Vorlduferion mit dem m/z von 541.77 und einer Ladung von 4%. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der
Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt.
Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der Tabelle griin bzw. orange markiert.
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Abbildung A.22: ETD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids KVYAsCEVTHQGLSSPVTK mit einer
Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten Gl 1206. Das Spektrum basiert auf dem Vor-
lauferion mit dem m/z von 676.98 Da und einer Ladung von 3". Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von
2027.92 Da. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und c-lonen
sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt. Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der Tabelle
griin bzw. orange markiert.
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Abbildung A.23: ETD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids KVYAsCEVTHQGLSSPVTK mit einer
Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten SC 1211. Das Spektrum basiert auf dem Vor-

lauferion mit dem m/z von 676.65 Da und einer Ladung von 3T. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von

2026.93 Da. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und c-lonen

sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt. Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der Tabelle

grin bzw. orange markiert.
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Abbildung A.24: ETD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids KVYAsCEVTHQGLSSPVTK mit einer
Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten WS 1199. Das Spektrum basiert auf dem

Vorlauferion mit dem m/z von 676.98 Da und einer Ladung von 3*. Dies entspricht einer Peptidmasse [M]

von 2027.92 Da. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und

c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt. Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der

Tabelle griin bzw. orange markiert.
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Abbildung A.25: ETD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids KVYAsCEVTHQGLSSPVTK mit einer
Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten SP 1070. Das Spektrum basiert auf dem Vor-

lauferion mit dem m/z von 676.65 Da und einer Ladung von 3T. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von

2026.93 Da. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der Sulfonierung wurden die m/z der z-, (z+1)- und c-lonen

sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt. Die im Spektrum gefundenen lonen wurden in der Tabelle

grin bzw. orange markiert.
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Abbildung A.26: ETD-Spektrum des trypsinverdauten Peptids VYACEVTHQGLSSPVTK mit einer
wahrscheinlichen Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten SP 1070. Das Spektrum
basiert auf dem Vorlduferion mit dem m/z von 633.63 Da und einer Ladung von 3T. Dies entspricht einer
Peptidmasse [M] von 1897.87 Da. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der Sulfonierung wurden die m/z der
z-, (z+1)- und c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt. Die im Spektrum gefundenen lonen
wurden in der Tabelle griin bzw. orange markiert.
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wahrscheinlichen Sulfonierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten KR 1159. Das Spektrum

basiert auf dem Vorliuferion mit dem m/z von 634.32 Da und einer Ladung von 3%. Dies entspricht einer

Peptidmasse [M] von 1899.94 Da. Zur Verdeutlichung der Lokalisation der Sulfonierung wurden die m/z der

z-, (z+1)- und c-lonen sowohl ohne als auch mit Sulfonierung dargestellt. Die im Spektrum gefundenen lonen

wurden in der Tabelle griin bzw. orange markiert.
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A.2.1.2 Sulfonierung am Cystein C23

Thermolysin-Spektrum fur die Sulfonierung

am Cystein C23
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Abbildung A.28: HCD-Spektrum des Thermolysin-verdauten Peptids ITCQASQDISDY mit einer Sul-
fonierung am Cystein C23. Dieses Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 712.27 Da
und einer Ladung von 2% und entstammt der Probe SP 1070. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von
1422.53.00 Da.
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A.2.2 Methylierungen

HCD-Spektren fur die Methylierung am Cystein C194
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Abbildung A.29: MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten methylierten Peptides VYAm,cCEV-
THQGLSSPVTK mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
Gl 1206. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 630.99 Da und einer Ladung von
3*. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1889.95 Da.
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Abbildung A.30: MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten methylierten Peptides VYAm,cCEV-
THQGLSSPVTK mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
SC 1211. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 945.47 Da und einer Ladung
von 2. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1889.95 Da.
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Abbildung A.31: MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten methylierten Peptides VYAm,cCEV-
THQGLSSPVTK mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
WS 1199. Das Spektrum basiert auf dem Vorlduferion mit einem m/z von 630.98 Da und einer Ladung
von 3%, Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1889.95 Da.
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Abbildung A.32: MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten methylierten Peptides VYAm,cCEV-
THQGLSSPVTK mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
EW 1046. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 630.65 Da und einer Ladung
von 3. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1888.93 Da.

XXVI



Anhang

o
)
<
S
It
&
1004
9%
%03
857
80 2N
]
657 Yo
o 7 i
geod | 2
8 |8 g
& 55 9 3
<807 od g)’ ©
¢ 1 PR Ye
5 e Q Ya o
= 3 (e} . o) N
g o1 Q|| 8 vs 2 :{ Vit
s | & 3 y1g P
E | Q < Ye oN Yo Yio (2]
E N 3 © 5 9 o
304 | ~ g 2 )ﬁe”ﬁ 19} <
1 3 3 8| 88 LA
254 | © oy, © Y& N N EReIP ) =
El | v—< 0Ys = o nQ Jto} Yiz
N ® ) =
ERE LT £e 0 8y | |Sd5 8 P
3o Fll |18 5 6 NS B 8ol |28 8 2 )
1590 <[5 X B Do oAy e B |8 Q R Q ~
melllls o 3 88| 3 3|2 2 § g k
1095 ¢ o P S S | & Q ~ ©
4 N o © ) [ — V] )
ER ® ™ 5 S5 ™ g 3
5; | 3 - L] ©
O:
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
mz

Abbildung A.33: MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten methylierten Peptides VYAm,cCEV-
THQGLSSPVTK mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
KR 1159. Das Spektrum basiert auf dem Vorlduferion mit einem m/z von 630.98 Da und einer Ladung
von 3%. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1889.95 Da.
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Abbildung A.34: MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten methylierten Peptides HKVYAm,cCEV-
THQGLSSPVTK mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
SP 1070. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 539.53 Da und einer Ladung
von 5. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 2154.09 Da.
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Abbildung A.35: MS/MS-Spektrum des chymotrypsinverdauten methylierten Peptides Am,cCEV-
THQGLSSPVTK mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
EW 1046. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 543.28 Da und einer Ladung
von 3%, Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1626.82 Da.

o
0
Q)
O'(X)
0]
RS
100 5
957 &
o
857
807 oy 11T e &
70 ée
&3 | 5
[T 2 o
g6y |18 o Vs %5
K- o) b:§ N
2 555 e} 2 2
3 .7 Q 3y, [
g 505 [\ 3 S
g) | 8 g
- IE & bs
2ol gl |3 e,
Yy 1o} 9
352315 b, YVO\)- % 3
0388 B |5 o Vo PR E IR A
3z ~| %) - N o o
=18 |||H |3 8 Bavel 9|3 8 8L
TUE |8leg|s ®RS Mg gd|s =8, “obs
o3lllE OIS|8 |5, 888 B R egs (e |88 88
157 3| OF |og o | ar 00
E 713 3 |5 o o) o8 8%
E % 3 8 9
107 o © S =
Al A i
O o LARARRNRRRAN R N R LR R RN LN R LR AR RN AL RN LA R RN LN L LR AL RN LA RN AR AR A
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
mz

Abbildung A.36: MS/MS-Spektrum des chymotrypsinverdauten methylierten Peptides Am,cCEV-
THQGLSSPVTKSF mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
Gl 1206. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 621.64 Da und einer Ladung von
3%. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1861.90 Da.
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Abbildung A.37: MS/MS-Spektrum des chymotrypsinverdauten methylierten Peptides Am,cCEV-
THQGLSSPVTKSF mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
SC 1211. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 621.64 Da und einer Ladung von
3*. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1861.90 Da.
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Abbildung A.38: MS/MS-Spektrum des chymotrypsinverdauten methylierten Peptides Am,cCEV-
THQGLSSPVTKSF mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten
WS 1199. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 621.64 Da und einer Ladung von
3T. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1861.90 Da.
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Abbildung A.39: MS/MS-Spektrum des chymotrypsinverdauten methylierten Peptides Am,cCEV-

THQGLSSPVTKSF mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten

EW 1046. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 931.96 Da und einer Ladung von

2% Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1861.91 Da.
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Abbildung A.40: MS/MS-Spektrum des chymotrypsinverdauten methylierten Peptides Am,cCEV-

THQGLSSPVTKSF mit einer Carbamidomethylierung am Cystein C194 am Beispiel des Patienten

KR 1159. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit einem m/z von 621.31 Da und einer Ladung von

3%. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1860.91 Da.
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A.2.3 Glykosylierung

HCD-Spektren fur die HexNAc-Glykosylierung
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Abbildung A.41: HCD-MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten Peptids ;DIQMTQSPSTLSASIGDR g

des Patienten Gl 1206 mit einer HexNAc-Glykosylierung. Das Spektrum basiert auf dem Vorlauferion mit

einem m/z von 704.00 Da und einer 3"-Ladung. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 2108.98 Da. Die

dargestellten y- und b-lonen zeigen die lonen ohne die HexNAc-Glykosylierung.
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Abbildung A.42: HCD-MS/MS-Spektrum des trypsinverdauten Peptids ;,MTQSPSSLSASVGDR 3 des

Patienten WS 1199 mit einer HexNAc-Glykosylierung. Das Spektrum basiert auf dem Vorldauferion mit

einem m/z von 863.40 Da und einer 2*-Ladung. Dies entspricht einer Peptidmasse [M] von 1724.79 Da. Die

dargestellten y- und b-lonen zeigen die lonen ohne die HexNAc-Glykosylierung.
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A.3 Varianzanalyse

Relative Haufigkeiten der haufigsten Aminosauren
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A.4 Python-Skripte

In dieser Arbeit wurde die Verteilung von Aminosauren an jeder Stelle in der Aminosaurese-
quenz von FLCs untersucht. Dazu wurden FLC-Sequenzen von den Subtypen AL-Amyloidose,
Multiples Myelom und einer gesunden Kontrollgruppe aus der AL-Base-Datenbank isoliert,
mit diesen ein multiples Sequenzalignment durchgefiihrt und anschlieBend fiir jede Position
in der FLC-Sequenz die haufigste Aminosaure ermittelt und fiir jede Subgruppe berechnet,
wie oft die haufigste Aminosaure innerhalb der Subgruppe aufgetreten ist. Die beiden letzten
Schritte wurden mit einem Python-Skript ausgefiihrt, welches im dem folgenden Abschnitt
dargestellt ist.

A.4.1 Ermitteln der hdufigsten Aminosaure

import numpy

textdatei=open ()

Sequenzen = numpy.empty(shape=(322,128), dtype=str)

zeile=textdatei.readlines ()

for i in range(len(Sequenzen)):
for j in range (128):
Sequenzen[i] [jl=zeile[i][j]

print Sequenzen

textdatei.close ()
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# [15]: S Ser Serin

# [16]: T Thr Threonin

# [17]: V Val Valin

# [18]: W Trp Tryptophan

# [19]: Y Tyr Tyrosin

# [20]: X als Platzhalter fuer Aminosaeure, andere Gruppen nutzen auch B, Z oder

ErgebnisHaeufigkeitSequenz = numpy.zeros(shape=(21,128))

# An jeder Stelle in der AS-Sequenz werden die unterschiedlichen AS gezaehlt
# Angefangen bei der 1. AS bis zur letzten AS (Variable: Stelle AS)

for StelleAS in range(0,128):
AnzahlA=0 #Initialierung
AnzahlC=0
AnzahlD=0
AnzahlE=0
AnzahlF=0
AnzahlG=0
AnzahlH=0
AnzahlI=0
AnzahlK=0
AnzahlL=0
AnzahlM=0
AnzahlN=0
AnzahlP=0
AnzahlQ=0
AnzahlR=0
AnzahlS=0
AnzahlT=0
AnzahlV=0
AnzahlW=0
AnzahlY=0
AnzahlX=0

for AnzahlSequenz in range (0,len(Sequenzen)):

if Sequenzen[AnzahlSequenz][StelleAS]==’A’: # Steht an der 1. Stelle bei dem
# 1. Patienten ein A7,...
AnzahlA=AnzahlA+1 # Wenn ja, dann zaehle bei AnzahlA 1 hoch
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [0] [StelleAS]=AnzahlA # Speichern der Werte im Array

# ErgebnisHaueufigkeitSequenz

if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]=="C’:
AnzahlC=AnzahlC+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [1] [StelleAS]=AnzahlC
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]==’D":
AnzahlD=AnzahlD+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [2] [StelleAS]=AnzahlD
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]=="E’:
AnzahlE=AnzahlE+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [3] [StelleAS]=AnzahlE
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]=="F’:
AnzahlF=AnzahlF+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [4] [StelleAS]=AnzahlF
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]==’G’:
AnzahlG=AnzahlG+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [5] [StelleAS]=AnzahlG
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]=="H":
AnzahlH=AnzahlH+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [6] [StelleAS]=AnzahlH
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]==’1I"’:
AnzahlI=AnzahlI+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [7] [StelleAS]=AnzahlI
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]=="K’:
AnzahlK=AnzahlK+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [8] [StelleAS]=AnzahlK
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]=="L":
AnzahlL=AnzahlL+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [9] [StelleAS]=AnzahlL
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if Sequenzen[AnzahlSequenz][StelleAS]=="M’:
AnzahlM=AnzahlM+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [10] [StelleAS]=AnzahlM
if Sequenzen[AnzahlSequenz][StelleAS]=="N’:
AnzahlN=AnzahlN+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [11] [StelleAS]=AnzahlN
if Sequenzen[AnzahlSequenz][StelleAS]=="P’:
AnzahlP=AnzahlP+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [12] [StelleAS]=AnzahlP
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]=="Q’:
AnzahlQ=AnzahlQ+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [13] [StelleAS]=AnzahlQ
if Sequenzen[AnzahlSequenz][StelleAS]==’R’:
AnzahlR=AnzahlR+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [14] [StelleAS]=AnzahlR
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]=="5":
AnzahlS=AnzahlS+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [15] [StelleAS]=Anzahl$S
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]=="T":
AnzahlT=AnzahlT+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [16] [StelleAS]=AnzahlT
if Sequenzen[AnzahlSequenz][StelleAS]=="V’:
AnzahlV=AnzahlV+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [17] [StelleAS]=AnzahlV
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]=="W’:
AnzahlW=AnzahlW+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [18] [StelleAS]=AnzahlW
if Sequenzen[AnzahlSequenz][StelleAS]=="Y’:
AnzahlY=AnzahlY+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [19] [StelleAS]=AnzahlY
if Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]=="X’ or
Sequenzen [AnzahlSequenz] [StelleAS]=="-’ or
Sequenzen [AnzahlSequenz] [StelleAS]==’B’ or
Sequenzen [AnzahlSequenz] [StelleAS]=="Z":
AnzahlX=AnzahlX+1
ErgebnisHaeufigkeitSequenz [20] [StelleAS]=AnzahlX

print ErgebnisHaeufigkeitSequenz
print ErgebnisHaeufigkeitSequenz [15] [32]

print ErgebnisHaeufigkeitSequenz [12][88]
print ErgebnisHaeufigkeitSequenz [5][110]

AnzahlASproStelle = numpy.zeros(shape=(128))

for StelleAS in range(0,128):
AnzahlAS=0
for Aminosaeure in range (0,21):
AnzahlAS=AnzahlAS+ErgebnisHaeufigkeitSequenz [Aminosaeure] [StelleAS]
AnzahlASproStelle[StelleAS]=AnzahlAS

print AnzahlASproStelle

HaeufigsteSequenz = numpy.zeros(shape=(128))
for StelleAS in range(0,128):

HaeufigkeitAS=0
for Aminosaeure in range (0,20):
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if ErgebnisHaeufigkeitSequenz[Aminosaeure] [StelleAS]>HaeufigkeitAS:
HaeufigkeitAS = ErgebnisHaeufigkeitSequenz[Aminosaeure] [StelleAS]
HaeufigsteAS=Aminosaeure
HaeufigsteSequenz [StelleAS]=HaeufigsteAS

print HaeufigsteSequenz

HaeufigsteSequenzBuchstaben=numpy.empty (shape=(128), dtype=str)

for StelleAS in range(128):
if HaeufigsteSequenz[StelleAS]==0:
HaeufigsteSequenzBuchstaben[StelleAS]=’A"
if HaeufigsteSequenz[StelleAS]==1:
HaeufigsteSequenzBuchstaben [StelleAS]="C"’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==2:
HaeufigsteSequenzBuchstaben [StelleAS]="D"
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==3:
HaeufigsteSequenzBuchstaben [StelleAS]="E’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==4:
HaeufigsteSequenzBuchstaben [StelleAS]="F"’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==5:
HaeufigsteSequenzBuchstaben [StelleAS]="G’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==6:
HaeufigsteSequenzBuchstaben [StelleAS]="H"’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==7:
HaeufigsteSequenzBuchstaben [StelleAS]="1"
if HaeufigsteSequenz[StelleAS]==8:
HaeufigsteSequenzBuchstaben [StelleAS]="K"’
if HaeufigsteSequenz[StelleAS]==9:
HaeufigsteSequenzBuchstaben [StelleAS]="L"
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==10:
HaeufigsteSequenzBuchstaben [StelleAS]="M’
if HaeufigsteSequenz[StelleAS]==11:
HaeufigsteSequenzBuchstaben [StelleAS]="N"’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==12:
HaeufigsteSequenzBuchstaben[StelleAS]="P’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==13:
HaeufigsteSequenzBuchstaben[StelleAS]="Q’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==14:
HaeufigsteSequenzBuchstaben[StelleAS]="R’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==15:
HaeufigsteSequenzBuchstaben[StelleAS]=’S"’
if HaeufigsteSequenz[StelleAS]==16:
HaeufigsteSequenzBuchstaben[StelleAS]="T’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==17:
HaeufigsteSequenzBuchstaben[StelleAS]="V’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==18:
HaeufigsteSequenzBuchstaben[StelleAS]="W’
if HaeufigsteSequenz [StelleAS]==19:
HaeufigsteSequenzBuchstaben[StelleAS]="Y"’
if ErgebnisHaeufigkeitSequenz [20] [StelleAS]==1len(Sequenzen):
HaeufigsteSequenzBuchstaben[StelleAS]=’-"

print HaeufigsteSequenzBuchstaben

ausgabetext=open ()

ausgabetext.write (HaeufigsteSequenzBuchstaben)
ausgabetext.close ()
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A.4.2 Bestimmen der relativen Haufigkeiten

import numpy as np # Verwenden der numby-Funktion um Matrixes darstellen zu koennen

# Schritt 1:
# Die Aminosaeuresequenzen aus einem .txt-file in einen Array ueberfuehren

textdatei=open() # Hier den Dateinamen des .txt-files mit den Sequenzen angeben

Sequenzen = np.empty(shape=(x,128), dtype=str) # Hier: n als Platzhalter fuer die Anzahl der
# Sequenzen je Subgruppe

zeile=textdatei.readlines() # Liest jede einzelne Zeile aus der .txt-Datei ein

# Die Sequenzen der Patienten werden in einem Array ’Sequenzen’ gespeichert
# Waagerecht: Stelle in der Peptidsequenz
# Senkrecht: Unterschiedliche Patienten

for i in range(len(Sequenzen)):
for j in range (128):
Sequenzen[i][jl=zeile[i][]j]

print Sequenzen
textdatei.close ()

# Schritt 2:
# Haeufigste Sequenz laden

HaeufigsteSequenzTextfile=open() # Die das .txt-File mit der Sequenz aus den haeufigsten
# Aminosaeuren angeben
zeile2=HaeufigsteSequenzTextfile.readlines ()

HaeufigsteSequenz= np.empty(shape=(128), dtype=str)

for i in range (0,128):
HaeufigsteSequenz [i]=zeile2 [0] [1i]

print HaeufigsteSequenz
# Schritt 3: Bestimmen der relativen Haeufigkeiten

# Schritt 3.1:
# Anzahl der haeufigsten Aminosaeure bestimmen (wie oft kommt die haeufigste Aminosaeure vor)

HaeufigkeitenAminosaeuren=np.zeros (shape=(128) ,dtype=int)

for StelleAS in range (0,128):
AnzahlStelle=0.
for AnzahlSequenz in range (0,len(Sequenzen)):
if HaeufigsteSequenz[StelleAS]==Sequenzen[AnzahlSequenz] [StelleAS]:
AnzahlStelle=AnzahlStelle+1.
HaeufigkeitenAminosaeuren[StelleAS]= AnzahlStelle

Schritt 3.2:

Anzahl der Sequenzen bestimmen, die an dieser Stelle eine Aminosaeure stehen haben
Hintergrund: Bei den verwendeten Sequenzen waren nicht bei allen Sequenzen Aminosaeuren an
jeder Stelle vorhanden. Da die relativen Variabilitaeten ermittelt werden, soll auch nur die

H O OH OH H

Anzahl der Sequenzen verwendet werden, wo tatsaechlich eine Aminosaeure zu finden war.
AnzahlSequenzenProStelle=np.zeros (shape=(128) ,dtype=float)

for StelleAS in range (0,128):
AnzahlStelle=0.
for AnzahlSequenz in range (0, len(Sequenzen)):
if Sequenzen[AnzahlSequenz][StelleAS]==’-’ or # lWie oft gibt es einen Platzhalter
Sequenzen [AnzahlSequenz] [StelleAS]=="B’ or # an dieser Stelle
Sequenzen [AnzahlSequenz] [StelleAS]=="Z’ or
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Sequenzen [AnzahlSequenz] [StelleAS]=="X":
AnzahlStelle=AnzahlStelle+1.
AnzahlSequenzenProStelle [StelleAS]= len(Sequenzen)-AnzahlStelle # Subtrahieren der Anzahl
# der Stellen ohne
# Aminosaeure von der
# Gesamtanzahl der Sequenzen

print AnzahlSequenzenProStelle
# Schritt 3.3:
# Verhaeltnis aus der Anzahl der Sequenzen mit der haeufigsten Aminosaeure und der Anzahl der
# Sequenzen, mit mindestens einer Aminosaeure an dieser Stelle, Angabe in %
RelativeHaeufigkeit=np.zeros(shape=(128) ,dtype=£float)
for StelleAS in range(0,128):

if AnzahlSequenzenProStelle[StelleAS]!=0:

RelativeHaeufigkeit [StelleAS]=

round (HaeufigkeitenAminosaeuren[StelleAS]/AnzahlSequenzenProStelle [StelleAS]1*100,0)

print RelativeHaeufigkeit

XLI






Eidesstattliche Erklarung

Hiermit versichere ich an Eides statt, dass ich die Dissertation

Massenspektrometrische Identifizierung und Charakterisierung von posttranslationa-

len Modifikationen bei pathologischen freien Antikorperleichtketten

selbststandig angefertigt und keine anderen als die von mir angegebenen Quellen und Hilfs-

mittel benutzt habe.

Ich erklare aulerdem, dass diese Dissertation weder in gleicher oder anderer Form bereits in

einem anderen Priifungsverfahren vorgelegen hat.

Ich habe friiher auBer den mit dem Zulassungsgesuch urkundlich vorgelegten Graden keine

weiteren akademischen Grade erworben oder zu erwerben versucht.

Wiirzburg, November 2014



