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Zusammenfassung

Die quantitative Phosphoproteomanalyse wird zur Analyse von Protein-phosphorylierungsereignissen
in Zellen und zunehmend auch in Geweben eingesetzt. Ein detailliertes Verstandnis der zelluldren
Signaltransduktion erfordert jedoch individuelle Momentaufnahmen des Phosphoproteoms, die
ebenfalls dessen Dynamik widerspiegeln — idealerweise mit einer zeitlichen Auflosung im
Sekundenbereich. Die manuelle Probenvorbereitung eignet sich nicht fir die Untersuchung solch

fraher Signalzeitpunkte (<10 s) und mangelt an Auflésung und Reproduzierbarkeit (Fehler >1's).

In dieser Arbeit wurden Mikrofluidik und Massenspektrometrie basierte Phosphoproteomanalyse
kombiniert, um neue Einsichten in die Dynamik des zelluldren Signalings nach spezifischer
Zellstimulation mit beispielloser zeitlicher Auflésung (im Millisekunden- bis Sekundenbereich) zu
erhalten. Das Projekt basierte auf der Idee, eine Mikrofluidiks Apparatur, welche uspriinglich am ISAS
wurde um die ultraschnelle Zellaktivierung bei EGFR-Stimulation mittels Fluoreszenzbildgebung
aufzuklaren, fur die Proteomanalyse anzupassen. Dieses System verwendete eine integrierte Pinched-
Flow-Architektur. Obwohl es in der Lage war, die erforderliche Zeitauflésung zu erreichen, erwies sich
das Design als inkompatibel zu phosphoproteomischen Arbeitsablaufen. Daher wurde ein neuartiges
Mikrofluidisches Mikromischsystem entwickelt: das M?D, eine geeignete Alternative basierend auf der
Zellstimulation aufgrund von chaotischem Mischen. Die Vorrichtung umfallt zwei in Reihe geschaltete
Mischsegmente: das erste zum Steuern des Mischens von Zellen mit einer Ligandenlésung und das
zweite zum Steuern der Lyse von Zellen, welche essentiell ist, um den momentanen zelluldren Zustand
einzufrieren. Verschiedene Stimulationszeitpunkte kénnen untersucht werden, indem das Totvolumen
zwischen den beiden Segmenten bei konstanter Flussrate variiert wird. Das neuartige Design erlaubt
die vollstandig kontrollierte zeitliche Stimulation und Lyse von Zellen, um Signalereignisse bereits
100 ms nach Stimulation mit einer zeitlichen Auflésung von 0,10 + 0,08 s zu untersuchen. Mit Hilfe von
EGFR-lberexprimierenden HEK293-Zellen konnte gezeigt werden, dass die M?D-Technologie selbst
keine zellularen Signalwege induziert (kein artifizielles Signaling) und dass technische Replikate von
0,5, 1,0, 3,0 und 5,0 sekiindiger EGFR-Stimulation hohe Reproduzierbarkeit und konsistente Ergebnisse
lieferten. Als nachstes wurden nahezu 28.000 Phosphopeptide lber verschiedene Zeitpunkte der
EGFR-Stimulation (“Discovery”) quantifiziert. Die Daten erlauben es, die Signalweiterleitung tUber die
Zeit zu verfolgen: Der EGFR-Signalweg zeigt eine Regulation bereits nach 3's, wahrend MAPK- und
mTOR-Signalwege selbst nach 10 s EGF-Stimulation keine signifikante Regulation aufwiesen. Ein
“targeted” PRM-Assay unter Verwendung von stabilisotopenmarkierten Standardpeptiden wurde fir
mehr als 40 phosphorylierte und nicht-phosphorylierte Peptide des EGFR-Signalwegs entwickelt, um
deren Konzentration(sanderung) zwischen 0,1 s und 10,0 s EGFR-Stimulation mit hoherer Prazision als
im Discovery-Ansatz zu verfolgen. So konnten signifikante Veranderungen an EGFR pTyr-Stellen bereits

nach 0,5 und 1,0 s Stimulation nachgewiesen werden.
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Summary

Quantitative phosphoproteomics is applied for the in-depth analysis of protein phosphorylation events
in cells and increasingly also in tissues. A precise understanding of cellular signalling, however, requires
individual snapshots of the phosphoproteome that also reflect its dynamics, ideally with the potential
to provide temporal resolution down to the seconds time range. Manual sample preparation is not
suited for studying early time points of signalling (< 10 s) and lacks resolution and reproducibility
(errors > 15s).

In this work, microfluidics and mass spectrometry-based phosphoproteomics are combined to obtain
novel insights into signalling dynamics upon specific cell stimulation with unprecedented temporal
resolution (in the milliseconds to the second range). The project started based on the idea of adapting
a microfluidics device, previously developed in our institute® to elucidate ultrafast cell activation upon
EGFR stimulation via fluorescent imaging. This device was designed with integrated pinched-flow
architecture. Although capable of providing the time resolution needed for studying cell-ligand
interaction, the device turned out to be impractical for well-established proteomics workflows.
Therefore, a novel microfluidic micromixing device was developed: the M?D, as a suitable alternative
strategy for cell stimulation based on chaotic mixing. The device comprises two mixing segments
connected in series: the first for controlling the mixing of cells with a ligand solution, and the second
for controlling the quenching and lysis of cells, fundamental to freeze the cellular state. Different
stimulation time points can be achieved by varying the dead volume between the two segments at a
constant flow rate. The original design allows conducting fully controlled temporal stimulation and
guenching/lysis of cells to study signalling events as early as 100 ms after stimulation, with a temporal
resolution of 0.10 + 0.08 s. Using EGFR-overexpressing HEK293 cells, it was possible to demonstrate
that the M?D technology itself does not induce cellular signalling (no artefacts) and that technical
replicates of 0.5, 1.0, 3.0 and 5.0 second EGFR stimulation showed high reproducibility and consistent
results. Next, around 28,000 phosphopeptides were quantified across different time points of EGFR
stimulation (discovery). The data allows following signal propagation over time: The EGFR pathway
shows regulation already after 3s, whereas MAPK and mTOR signalling pathways showed no
significant regulation even after 10 s of EGF stimulation. A targeted PRM assays using stable isotope
labelled standards peptides was developed for more than 40 phosphorylated and non-phosphorylated
peptides of the EGFR pathway to follow their concentrations between 0.1s and 10s of EGFR
stimulation with higher precision compared to the discovery approach. Thus, significant changes on

EGFR pTyr sites could be detected already after 0.5 and 1.0 s of stimulation.
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