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Grip krijgen op een vettige modificatie van eiwitten
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2014 proflelwerkstuk Thesis: ubiquitinatie
Comparative experi P; ter 1: pH Parameter 2: Temperature
ety iy =55 2021: MSc Farmaceutische &
-aw=095 -aw=095 -an =095 .
- Nutrients used: whole- - Nutrients used: whole- - Nutrients used: whole- Chemlsche WetenSChappen
wheat brown bread topped wheat bread topped with wheat brown bread topped
with Edammer cheese. baked mushrooms with Edammer cheese
The Lunchbex Experiment

Requirements: Profile paper
Parameter 3: Humidity -5 blank plastic closable plastic bags .. .
T=23C - Whole wheat brown bread {Albert Heijn) Onderzoek: e|W|tvouwmg
-pH=55 - Edammer cheese
-an=060 - Crackers
- Nutrients used: Crackers - Hygrometer | Onderzoek:
topped with baked - Weather station e )
mushrooms -Camera - H i

ked mushrooms 2019: BSc Biochemie eiwitlipidatie

- Permanent marker

2012 2018
2009 > 2015 > 2021 > Nu

Scholengemeenschap RSG ‘t Rijks University of the Pacific Universiteit
Bergen op Zoom Californie, US A Utrecht
Promotietraject
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1. Hoe classificeren we vetten?
2. Eiwitten en post-translationele modificaties
3. Eiwitlipidatie
4. Proteomics
5. Hoe wordt eiwitlipidatie bestudeerd?
1. Uitdagingen
2. Indirecte methoden

3. Directe methoden

6. Toekomstperspectieven

mm netherlandsproteomics
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I Vetten worden geclassificeerd op basis van meerdere criteria BIoMS

Vetten = een koepelterm voor een groep macromoleculen die niet oplosbaar is in water, maar wél in nonpolaire
vloeistoffen zoals chloroform, alkanolen en sommige koolwaterstoffen
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Een belangrijk criterium is chemische structuur
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Ward, A.V., Anderson, S.M. & Sartorius, C.A. Advances in Analyzing the Breast Cancer Lipidome and Its Relevance to Disease
Progression and Treatment. J Mammary Gland Biol Neoplasia 26, 399—417 (2021). https://doi.org/10.1007/s10911-021-09505-3
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Biologische functie van vetten

Hormonen/vitaminen

BioMS
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Lipidoom
het complete landschap van lipiden in een cel, organel of weefsel op een specifiek moment

Het in kaart brengen van dit landschap (identificatie & kwantificatie) in (verschillende) biologische systemen

mm netherlandsproteomics
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Maar, is er nog meer?
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Virag, D., Dalmadi-Kiss, B., Vékey, K. et al. Current Trends in the Analysis of Post-translational
Modifications. Chromatographia 83, 1-10 (2020). https://doi.org/10.1007/s10337-019-03796-9
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Eiwitten en post-translationele modificaties
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Structuurformules en structuren
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600 | Cell, Vol. 17, B13-810, August 1979, Copyright © 1379 by MIT cholesterylation
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Keenan, E. K., et al. (2021). "Discovering the landscape of protein modifications." Molecular Cell 81(9): 1868-1878

Yuan, Y., Li, P, Li, J. et al. Protein lipidation in health and disease: molecular basis, physiological function and pathological

implication. Sig Transduct Target Ther 9, 60 (2024). https://doi.org/10.1038/s41392-024-01759-7
mm netherlandsproteomics
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Eiwitlipidatie

= de covalente binding van lipiden (vaak vetzuren) aan eiwitten
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Eiwitlipidatie kan plaatsvinden op meerdere aminozuren via thioester, gjoMms
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palmitoyl-CoA |
I D ¢

Hydrofobe holte [
' - h

:} “schrijvers” bevinden zich voornamelijk in membranen

His208 Asp174
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= SARS-CoV-2 spike protein herkent receptor ACE2

s1—_|

= Dit leidt tot de fusie van de membranen van het
virus en de menselijke cel.

Palmitaat
Sphingolipide

Cholesterol

=@ o —@ WA

Glycerofosfolipide

Zonder S-acylatie van het spike protein, kan deze
fusie niet plaatsvinden, en is het virus niet in
staat tot infectie.

Cytosolische staart

Fusie

Lipide micro-omgeving

Hydrofobiciteit
Mesquita, F. S., et al. (2021). "S-acylation controls SARS-CoV-2 membrane lipid

organization and enhances infectivity." Developmental Cell 56(20): 2790-2807.e2798. g

mm netherlandsproteomics




@Vf’i/}_ Utrecht
‘@T§ University | Voorbeeld: neuronale ceroid lipofuscinoses (NCL)

» Stofwisselingsziekte met als gevolg hersen-en oogschade

» Resultaat van één genmutatie in PPT1 (Palmitoyl Protein
Thioesterase 1)

= Ziekte van Batten
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Gupta, P., et al. (2001). "Disruption of PPT1 or PPT2 causes neuronal ceroid lipofuscinosis in knockout mice." Proc Natl Acad Sci U S A 98(24): 13566-13571.
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Hoe kunnen we alle gelipideerde eiwitten in een cel, op een bepaald

mm netherlandsproteomics

moment, ?

PROTEOMICS

ahwON~

Workflow

Eiwitten vs. peptides

Mengsel complexiteit reduceren (chromatografie)
Hoe identificeren we een eiwit?

Detectie van gelipideerde eiwitten?

BioMS |
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%TL@ University | Massaspectrometrie op de middelbare school (Chemie Overal)

formules mjfz- piekhoogte
verhouding
CzHsBr* met Br-79 | 108 Laag, want instabiel
CzHsBr* met Br-81 | 110 Laag, want instabiel. Met vorige 1:1
CH:Br* met Br-79 93
CHsBr* met Br-81 95 Met vorige 1:1
CHs* 15 hoog
CHs* 29 hoog
46 a
I i
HH H
b
3
"
H=C1Cq0,
H{H [\H
% 3% 18
c
formules mjz-
verhouding
CHs* 15
CzHs* 29
CH,OH- (46— 15) 31
C:HsOH* 46
d Een molecuul-ion (m/z = 46) is vaak een instabiel deeltje. Komt dus weinig voor op een
massaspectrum in vergelijking met een brokstuk zoals CHs".

https://www.studeersnel.nl/nl/document/veluws-college-walterbosch/scheikunde/115-analyse-
massaspectrometrie/108155728

mm netherlandsproteomics

BioMS |

Type analyse die zich focust op één groep organische
moleculen, eiwitten, met als doel ze te meten &
identificeren met massaspectrometrie


https://www.studeersnel.nl/nl/document/veluws-college-walterbosch/scheikunde/115-analyse-massaspectrometrie/108155728
https://www.studeersnel.nl/nl/document/veluws-college-walterbosch/scheikunde/115-analyse-massaspectrometrie/108155728
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Monster Eiwit digestie
2D Grootte
o~ Lading
) | % g 3° /eé % > Hydrofobiciteit
”%’%3 g WjJ_f Hydrofiliteit
AL O
nanoLC-MS

Peptide fragmentatie

- MS/MS
&= (&= PTMs

Intensuy

Intensity

1\‘?‘1
@

Database search, statistische analyse

CE R (3

mm netherlandsproteomics
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7> University | Eiwitten digesteren

Proteases knippen eiwitten op specifieke

locaties

BioMS |

Trypsine knipt eiwitten na
en lysine

Trypsm |LysC

Aspl\l [Gluc |

% §

Chymotrypsin

@

;

ArgC

=

i
d

i3
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| Flow van <5%
Mix van : . Kolom vloeibare fase organisch

peptides g7 " (Vaste fase) —_—> peptide

meest hydrofobe

De meest peptide |

hydrofobe peptides ® @9
plakken het best aan L
® g
de kolom

%ACN
De o

peptides elueren het P
eerst ®

Relative Abundance
i
- (%] w B (4] (=] ~ [=2] [{e] 8
]

c:=IIIﬁjlIII?IIIﬁ’lIII?IIIﬁjlIII?IIIﬁ:IIII?IIII?IIII
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Reverse phase liquid chromatography (RP-LC) 1D-LC

T
>

YN
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peptide
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Peptides scheiden op basis van een tweede karaktereigenschap naast hydrofobiciteit

= Positieve lading: strong cation exchange (SCX)
= Negatieve lading: strong anion exchange (SAX)
» Hydrofiliteit: hydrophilic interaction LC (HILIC)
» Grootte: size exclusion chromatography (SEC)

= Affiniteit: immobilized metal affinity chromatography (IMAC)

mm netherlandsproteomics



$\\‘ W,}é Utrecht
oS

YN

SCX g

Mix van v .,
peptides ) 3
A/
©
@
@
D
)
o

mm netherlandsproteomics

University | Scheiding op basis van peptide lading
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Spray | MS toegang
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“Taylor” T+ 7T it
kegel Coulomb
explosie
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744?!\\§ University | Hoe selecteer je welke precursor ionen je gaat fragmenteren?
. | ] }
High MS' MS/MS
= 2 2
= 2 2
e I'H i f ]
£ = L=
Low ”“ L | | | | ‘ ‘ "x l
0 20 40 60 m/z m/z
Retention time (minutes)
. } }
High | -I— MS' MS/MS
> > >
Data- (DIA) [ i 7
i
® ol S =
0 20 40 60 m/z m/z

Retention time (minutes)

Ankit Sinha, Matthias Mann; A beginner’s guide to mass spectrometry—based proteomics. Biochem (Lond) 21 October 2020; 42 (5): 64—69. doi: https://doi.org/10.1042/B1020200057 'S.D
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LIS S
N-terminus ﬁ TZ ﬁ T4 C-terminus
- v H O
HZN\E/C\N/CH\E“C/;VN\;E/C\N/CH\COOH
| S [ "
R4 _“JOJ'___J: R3
a b ¢

b-en y-ionen komen vrij na het
breken van de peptide verbinding
tijdens fragmentatie

Intensity

Peptide sequencing: het bepalen van de aminozuurvolgorde in een peptide BioMS

PEE(PITIDIELK

MS' / / //
Py
‘n
c
Joi
: M |
miz o omizo | Matching
T oa ' H score
1. PEPTIDEIK "';": i
=
m/z

De unieke combinatie van deze b-en
y-ionen geeft een soort vingerafdruk

Door deze vingerafdruk te vergelijken
met een database met alle mogelijke
fragmenten, kunnen we de
aminozuurvolgorde bepalen

Ankit Sinha, Matthias Mann; A beginner’s guide to mass spectrometry—based proteomics. Biochem (Lond) 21 October 2020; 42 (5): 64—69. doi: https://doi.org/10.1042/B1020200057
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§L”% Utrecht | Hoe bestuderen we eiwit S-acylatie met massaspectrometrie BioMS |
N University _ il ||
N (proteomics)?

= Uitdagingen
» Hydrofobiciteit
= Labiliteit van de thioester verbinding
» Relatief lage hoeveelheid van gelipideerde eiwitten in de cel
= Stoichiometrie

1. Indirecte methoden
= cysteine-gericht (Acyl-biotine uitwisseling)
» Lipide-gericht (Labelen met “klikbare” lipiden)

2. Directe methoden
= Eiwitspecifiek
= Na derivatisatie

mm netherlandsproteomics
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%T§ University | Indirecte methoden: acyl-biotine uitwisseling (cysteine-gericht)

HS @
o) . HA .\SA.

—_—
\(\/)%'LS ”\SH . NEM

Cel lysaat
Site =
ID \ s/’«NHz
-- Trypsine
LysC

Verrijkte fractie

AV|d|n
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TCEP
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Voordeel

= Kunnen onbewerkt cel lysaat
gebruiken

= We vangen alle mogelijke gelipideerde
eiwitten, ongeacht “turnover”

Nadeel

we verliezen:

» de identiteit van het lipide

= informatie over de exacte plek van
modificatie

.

4

Biotin-
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2-chloroacetamide
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Toepassing: ontstekingsreactie van macrofagen

® |PORX7:C4.5,7

M1
Treatment PLSCR1;C153,154  cD70;C151
6| o LPS + IFNy C148,149 \
PBS CD38;C16
>
— DR =20.05 ° OOTNF(A)'F’Z;C45 FAM26F:C82
4 CTSZ,C173 X)) CCR7;
z ) e ® o % | AMP3;C408
— ® ] o
o [ANTXR1;C481 "0
ke : e o
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-5 0 5 10
log,F C(M1-MO)
Av erage

Intensity @ 5.0e+10 @ 1.0e+11 @ 1.5e+11 ' 2.0e+1
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Cys371,373,
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pro-IL-1B L NLRP3 \ B
pro-iL-18 } [K*] J 1 [Na*/Ca?]

Nederstigt et al. Manuscript in voorbereiding
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i%m§ University | Indirecte methoden: lipid metabolic labeling (lipide-gericht)

o
SN

Cell lysates
ﬂkYne o Lysme . ‘/
N
n OH +/- \ML \ .
n Biotin-azide >

alk-16:n=6
S-Palmitoylated cysteine
A
Trypsin PN
HS
-« \ -.. < ‘

ey
2
g
£ ‘ | | | | Enriched fraction
m/z >
Voordeel Nadeel
» de identiteit van het lipide is duidelijker » Invloed van intracellulaire vetmetabolisme oncontroleerbaar

= Alleen “fast turnover” eiwitten kunnen gedetecteerd worden
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U Toepassing: S-acylatie in neuronale cellen
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Samiksha Sardana, Anneroos E. Nederstigt, and Marc P. Baggelaar. Journal of Proteome Research 2023 22 (7), 2421-2435v DOI: 10.1021/acs.jproteome.3c00151
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) University | Directe methoden: eiwit-specifiek BioMS |
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Directe methoden: chemische derivatisatie
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Voordeel
|dentiteit van lipide gaat niet verloren
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Nadeel
Vergt extra modificatie + detectie omvang is gelimiteerd
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7 University | Toekomstperspectieven: wat zijn de huidige uitdagingen? el

Verrijkingmethodes

Incorporatie van Al/machine learning
= Voorspellen van “langketen” S-acylatie

Omvang

= Directe detectie
» QOplosbaarheid
» Chromatografie
= Fragmentatie

Kwantificatie
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@) University | Hoe ziet een doorsnee lipidomics experiment eruit? BioMS

~ Biofluid Model organism Cell culture
Plasma Serum... Drosophila, C. elegans... E. coli, yeast, fibroblasts...
[ Homogenization ]
I
Lipid Extraction [ Folch, Bligh & Dyer, MTBE ] [ Acidified Lipid Extraction ]
Non Polar Lipid Extract Polar Lipid Extract
PC, PE, PI, PS, TG, SM... PA, LPA, S1P...
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Lipid species
separation

Lipid class

Anionic / cationic
separation

separation
Derivatization I |
(if necessary) *
[ Derivatization ]

I Analysis of Lipids
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MeOH/water: polair
Interfase: eiwitten

Chloroform: nonpolair
(lipiden, etc.)
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