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ProFiT: eine MS-basierte Methode
zur Skelettmuskelfasertypisierung
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Skeletal muscle tissue is composed of different fiber types which
differ in their metabolic activity and molecular expression patterns.
Mass spectrometric analyses revealed muscle fiber-specific traits but
the number of detected proteins is limited due to low protein abun-
dance and high dynamic range. We have developed a new LC-MS/MS
method to circumvent the bottleneck of low protein abundance and we
have applied this method to measure fiber type-specific phosphopro-
teomes for the first time.
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I-Fasern exprimieren MYH7, weisen die
geringste Kontraktionsgeschwindigkeit auf
und produzieren ATP groBtenteils durch oxi-
dative Phosphorylierung innerhalb der Mito-
chondrien (Abb. 1B, C). Schnelle Typ-I1A-
Fasern exprimieren MYH2, Typ-IIX-Fasern
MYH1 und Typ-1IB-Fasern MYH4. Die Kon-
traktionsgeschwindigkeit der IIX-Fasern
liegt dabei zwischen den langsameren IIA-
und den schnelleren IIB-Fasern [2]. Typ-IIB-
Fasern gewinnen ATP hauptsédchlich durch
Glykolyse und ermiiden deutlich schneller
als oxidative Typ-I-Fasern. Zusétzlich existie-
ren gemischte Fasertypen, z. B. Typ I/IIA,
ITA/IIX oder IIX/1IB, die Merkmale mehrerer
Typen aufweisen [3].

B Der menschliche Korper besteht zu
30-40 Prozent aus Skelettmuskeln, die in Fasertyp
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sind die kleinste funktionelle Einheit eines
Muskels. Im Sarkomer erzeugt eine B
Adenosintriphosphat(ATP)-abhdngige Inter-
aktion zwischen Myosin- und Aktinfilamen-
ten schlieBlich die eigentliche Muskelkon-
traktion, die auch als cross bridge cycle
beschrieben wird [1]. Auf molekularer Ebene
wird die Einteilung der Skelettmuskelfasern
beziiglich ihrer Ausdauer und Kontraktions-
geschwindigkeit u. a. durch die Expression
unterschiedlicher Myosine (MYH) reguliert
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A Abb. 2: ProFiT-Arbeitsablauf. A, Isolation einzelner Muskelfasern aus Muskeln und Protein-
extraktion. B, 10 Prozent der Lysate werden auf eine Testplatte libertragen, tryptisch verdaut und
mittels einer kurzen LC-MS/MS-Methode analysiert. C, Nach Bestimmung der Fasertypen mittels
Myosin-Expressionslevel werden gleiche Fasertypen vereinigt. Adaptiert nach [7].

Jeder Muskel hat eine individuelle Zusam-
mensetzung an Fasertypen und reagiert dem-
entsprechend unterschiedlich auf externe
Stimuli, z. B. Training, Erndhrung oder
Erkrankungen. Fasertypspezifische Unter-
suchungen der Muskeln sind essenziell, um
die Physiologie und molekularen Anpas-
sungsmechanismen der Skelettmuskulatur
besser zu verstehen.

Biochemische Methoden zur
Bestimmung von Muskelfasertypen

Bisher wurde eine Vielzahl biochemischer
Methoden zur Bestimmung von Muskelfaser-
typen entwickelt. Myosin-ATPase-Aktivi-
tdtsassays oder immunhistologische Anfar-
bungen fasertypspezifischer Myosine auf
Muskelschnitten haben dazu beigetragen,
molekulare Mechanismen der Skelettmusku-
latur zu verstehen [4]. In den letzten Jahren
hat sich zusatzlich die Massenspektrometrie
(MS) als analytisches Werkzeug fiir eine
unvoreingenommene Analyse globaler Pro-
teinexpressionsmuster (Proteomik) in Mus-
kelfasern etabliert [5, 6].

In der von uns verwendeten shotgun-Pro-
teomik (LC-MS/MS) werden Proteingemische
zunachst enzymatisch mittels der Endopro-
tease Trypsin verdaut. Nach Aufreinigung
der Peptide werden diese mittels Umkehr-
phasenchromatographie aufgetrennt, um
die Komplexitdat der Probe zu verringern
(Abb. 1D). Die Signalintensitdten intakter
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A Abb. 3: Anwendungsmoglichkeiten. A, Fasertypverteilungen bestimmt durch ProFiT (Balken: % MYH-Isoform /Faser) und Immunhistochemie. B,
TPM1/MYH4-Expression in TA und EDL der Maus. MYH4-positive Fasern markiert durch a (TA) oder b (EDL). C, MYL1-Protein- und -Phosphopeptidlevel
in Typ-I- und Typ-lIA-Muskelfasern. D, Titin-Phosphorylierung in Typ-I- und Typ-lIA-Muskelfasern. Adaptiert nach [7].
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Peptide werden zur Quantifikation ver-
wendet (Abb. 1E) und Peptidfragmentie-
rungsmuster erlauben, nach Abgleich mit
einer Proteindatenbank, die Identifikation
der Peptidsequenz (Abb. 1F).

Trotz vieler Vorteile globaler Proteomik-
experimente ist die Analyse komplexer
biologischer Proben auch limitiert. In
Muskelfasern dominieren einige Dutzend
strukturelle und sarkomerische Proteine
(u. a. MYH), wihrend der GroBteil anderer
Proteine deutlich niedriger konzentriert
vorliegt. Diese hohe Dynamik erschwert
die Detektion gering exprimierter Protei-
ne, da in LC-MS/MS-Analysen hoch kon-
zentrierte Peptide bevorzugt werden.
Zusatzlich beeintrachtigt die geringe
Menge des Probenmaterials einzelner
Muskelfasern die LC-MS/MS-Analyse.

ProFiT - eine robuste Methode zur
Charakterisierung von
Muskelfasertypen

Um das Problem geringer Proteinmengen
einzelner Fasern zu umgehen, haben wir
die ProFiT(proteomics fiber typing)-Metho-
de zur schnellen und robusten Bestim-
mung von Muskelfasertypen mittels LC-
MS/MS entwickelt [7].

Die Probenvorbereitung erfolgt folgen-
dermaBen: Nach der Isolierung verschie-
dener Muskeln, wie Soleus und Extensor
digitorum longus (EDL) aus dem Hinter-
bein der Maus, werden einzelne Muskel-
fasern aus der extrazelluliren Matrix
mittels Collagenaseverdau gelost und die
Proteine extrahiert. Im nédchsten Schritt
werden ca. zehn Prozent der Proteinlysate
entnommen und fiir die massenspektro-
metrische Bestimmung der Muskelfaser-
typen mittels ProFiT verwendet (Abb. 2A).
Da Myosine zu den abundantesten Prote-
inen im Muskel gehoren, reichen kurze
chromatographische Gradienten von ca.
fiinf Minuten aus, um die am hdufigsten
vorkommenden Proteine zu detektieren
und daraus den jeweiligen Fasertypen zu
bestimmen (Abb. 2B). Beispielsweise ist
eine Typ-I-Faser dadurch charakterisiert,
dass MYH7 zu mehr als 80 Prozent der
Gesamtmenge aller muskelspezifischen
Myosine beitragt. Zusitzlich konnen auch
gemischte Fasertypen, die mehrere Myo-
sine exprimieren, akkurat identifiziert
werden. Da wir fiir ProFiT nur ca. zehn
Prozent der Muskellysate verwenden,
kann das restliche Lysat jeder einzelnen
Probe mit Fasern des gleichen Muskelfa-
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sertyps vereinigt werden. Dadurch errei-
chen wir eine Vervielfachung der Protein-
menge der jeweiligen Fasertypen (Abb.
2C).

ProFiT zeigt unterschiedliche
Fasertypsignaturen in
verschiedenen Skelettmuskeln

Die Ergebnisse des ProFiT-Screens kon-
nen dafiir verwendet werden, Fasertyp-
verteilungen zu bestimmen. Beispielswei-
se entspricht die ermittelte Muskelfaser-
verteilung im Soleus genau der Faserver-
teilung, die wir tiber immunhistochemi-
sches Anfiarben mittels MYH-Antikorper
bestimmt haben (Abb. 3A). Die MS-basier-
te Analyse gibt hierbei durch die exakte
Quantifizierung der Myosinisoformen
einen genaueren Aufschluss {iiber
gemischte Fasertypen und kann Verande-
rungen in der Fasertypzusammensetzung
akkurater darstellen.

In unserer Studie haben wir schnelle
Typ-1IB-Muskelfaserproteome aus ver-
schiedenen Muskeln verglichen. Hier
konnten wir eindrucksvoll zeigen, dass
gleiche Fasertypen je nach Muskel unter-
schiedliche Proteine exprimieren. Zum
Beispiel zeigen Typ-IIB-Fasern des EDL
einen hoheren Anteil sarkomerischer Pro-
teine, wie o-Actinin-3 (ACTN3) und Tro-
pomyosin-1 (TPM1), im Vergleich zum
Gastrocnemius und Tibialis anterior (Abb.
3B). Ob diese Unterschiede ein Indiz fiir
die erhohte Kontraktionsgeschwindigkeit
der EDL-Fasern darstellen, muss durch
weitere Untersuchungen in Zukunft
adressiert werden.

ProFiT erméglicht das Anreichern
von Phosphopeptiden aus
unterschiedlichen Fasertypen

Eine der wichtigsten posttranslationalen
Modifikationen ist die Phosphorylierung
von Proteinen. Aufgrund der geringen
Stochiometrie miissen phosphorylierte
Peptide jedoch vor der eigentlichen MS-
Analyse angereichert werden. Um akti-
vierte Signalwege zu beleuchten, haben
wir ProFiT fiir die Generierung eines
fasertypspezifischen Phosphoproteoms
von Typ-I- und Typ-IIA-Fasern aus dem
Soleus verwendet. Nach dem Vereinen
von Proteinlysaten aus ca. 150 Fasern des
gleichen Muskelfasertyps konnten wir
fasertypspezifisch Phosphopeptide anrei-
chern und analysieren. Beispielsweise
haben wir fiir das MYL1 (myosin light

Hier steht
eine Anzeige.
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chain 1) eine erhohte Proteinabundanz in
Typ-IIA-Muskelfasern im Vergleich zu Typ-I-
Fasern des Soleus beobachtet. Im Gegensatz
dazu fanden wir eine verstarkte Phosphory-
lierung des Serin-2 auf MYL1 in Typ-I-Fasern
im Vergleich zu Typ-lIA-Fasern (Abb. 3C).

An dem Protein Titin konnten wir insge-
samt 89 Phosphorylierungen detektieren und
35 Phosphopeptide zeigten dabei unter-
schiedliche Signalintensitaten zwischen Typ-
I- und Typ-1IA-Fasern (Abb. 3D). Titin durch-
spannt das Sarkomer von der Z-Scheibe zur
M-Bande und stellt eines der wichtigsten
strukturgebenden Proteine dar. Inwiefern
diese Phosphorylierungen zur fasertypspezi-
fischen Funktion des Titin beitragen, ist bis-
her unklar.

Zusammenfassend konnten wir zeigen,
dass ProFiT in der Lage ist, akkurat und im
Hochdurchsatz Muskelfasertypen zu bestim-
men. Die MS-basierte Analyse hunderter
Fasern pro Tag ermoglicht einen schnellen
Uberblick der Muskelfasertypverteilungen in
unterschiedlichsten Muskeln. Durch das
Mischen gleicher Fasertypen ist es moglich,
umfassende Proteome und Phosphoproteome
einzelner Muskelfasertypen darzustellen.
Neben Phosphopeptiden kann ProFiT auch
fiir andere posttranslationale Modifikationen
wie Acetylierungen oder Ubiquitinierungen
verwendet werden, die ebenfalls niedrige
Stochiometrien aufweisen und durch spe-
zifische Antikorper angereichert werden
missen.

Zukiinftig wird ProFiT helfen, Verdnderun-
gen im Muskel auf Fasertypebene aufzulosen
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und regulatorische Mechanismen besser zu
verstehen.
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