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Abstract

Massenspektrometrie basierte Methoden zur Untersuchung von Strukturen von
Proteinen und Proteinkomplexen zeigten besonders in den letzten Jahren bei
bestimmten Fragestellungen gravierende Vorteile gegenliber den Standardme-
thoden der hochauflésenden Strukturaufklarung (NMR und Réntgenkristallogra-
phie). Besonders ihre schnelle Durchflihrbarkeit und der geringe Bedarf an Ma-
terial machen sie attraktiv. Auch wenn die Daten keine hochauflésende Struk-
turaufklarung erlauben, kénnen sie effizient zur Unterstiitzung von Strukturmo-
dellierungen eingesetzt werden oder ermdglichen eine effiziente Validierung von
bioinformatisch erzeugten Strukturmodellen oder die Lokalisierung von Bin-
dungsstellen in Proteinkomplexen. Viele Molekilgruppen lassen sich experimen-
tell nicht in der NMR oder der Rontgenkristallographie auflésen, Proteinkomple-
xe sind oft zu groB flir die NMR und Proteinkristalle bilden sich nur unter raren,
komplexen Bedingungen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Techniken des
Hydroxylradikal Proteinfootprinting auf das Standardprotein Betalactoglobulin
angewandt. Wahrend Hydroxylradikal Proteinfootprinting Aussagen Uber die
Oberflachenzuganglichkeit ermdglichen, wurde Chemisches Crosslinking ver-
wendet, um Abstandsinformationen in der Struktur von Betalactoglobulin zu
generieren. Im Rahmen dieser Masterarbeit wurde die Methodik des Hydroxyl-
radikal Proteinfootprinting optimiert und die erhaltenen Resultate mit Literatur-

werten sowie den Ergebnissen des Chemischen Crosslinkings verglichen.
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1 Einleitung

1.1 Proteinstrukturaufklarung

Proteine sind die Hauptakteure aller essentiellen biologischen Prozesse. Ange-
passt an die unterschiedlichen Funktionen, welche enzymatische Aktivitdt,
strukturelle Stabilitat, Stofftransport, Energiegewinnung, gezielte Bindung und
Abbau von Schadstoffen und die Interaktion, den Aufbau sowie Abbau anderer
Biomolekiile umfassen, weisen sie eine enorme chemische und physikalische
Diversitat auf. Von besonderer Bedeutung fir die korrekte Funktionalitat ist da-
bei die dreidimensionale Proteinstruktur. Im Gegensatz dazu kdnnen Protein-
fehlfaltung zu ernsthaften Stérungen, wie beispielsweise der Alzheimerschen

Krankheit fihren.

Im Umkehrschluss stellt die Aufklarung einen fundamentalen Schritt zu einem
molekularen Verstandnis der Funktion, Regulation und Arbeitsweise eines Pro-
teins dar. Des Weiteren ist die ist die Struktur eines Proteins und die damit ver-
bundene Identifizierung von Bindungsstellen und katalytischen Zentren die

Grundlage fur eine zielgerichtete Entwicklung von Pharmaka.

Die Strukturaufklarung aller humanen Proteine sowie deren Anordnungen in
Proteinkomplexen stellt daher eine der zentralen biologischen Fragestellungen

der nachsten Jahre bzw. Jahrzehnte dar.

In der Protein Database (PDB) sind aktuell (Stand August 2012) die Strukturen
von 77.740 Proteinen hinterlegt. Trotz konkurrierender Methoden wie der Kern-
spinresonanzspektroskopie (NMR) und der Kryo-Elektronenmikroskopie stellt die
Rontgen-Kristallstrukturanalyse (RKG) heute (Stand 2012) rund 85 % der anno-
tierten Strukturen. Bei dieser Methode werden idealerweise Einkristalle des zu
untersuchenden Proteins durch die langsame Uberséttigung einer Fallungslo-

sung mit dem jeweiligen Protein erzeugt.
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Durch die physikalischen Gegebenheiten innerhalb eines Kristalls wird die raum-
liche Bewegung der Seitenkette und der nicht durch Wasserstoffbriickenbin-
dungen oder Disulfidbriicken stabilisierten Strukturelemente eingeschrankt. Die
Ergebnisse der RKG sind als Momentaufnahmen dynamischer Strukturen zu
verstehen und liefern trotz Angabe der b-Werte nicht immer zuverlassige Aus-
sagen Uber die Beschaffenheit wichtiger dynamischer Interaktionsflachen. Oft
bilden sich Bindungen aus, die im nativen Zustand nicht existieren (Crystal Pa-
cking) [1]. Die Methode bendtigt auBerdem eine sehr groBe Menge des zu un-
tersuchenden Proteins, welches oft nicht in der erforderlichen Konzentration zur
Verfligung steht. Die Proteinkristallisation ist ein komplexer Prozess und die Ex-
perimente erfordern das exakte Ermitteln der geeigneten Kristallisations-
Bedingungen Uber viele Monate hinweg, die Kristallldsung selbst muss oft tber
einige Wochen im metastabilen Zustand gehalten werden um einen geeigneten
Kristall ohne Strukturfehler zu erhalten. Die Experimente sind im Allgemeinen

sehr langwierig [2, 3].

NMR-Strukturen zeigen Proteine zwar Strukturen in ihrer physiologischer Umge-
bung und Konformation doch sind die analysierbaren Proteine durch ihre Masse
beschrankt. Die grdBte mittels NMR ermittelte Struktur hatte eine Dimension
von 100 kDa, 20-mal kleiner als die mittel RKG ermittelte Struktur des Ribo-
soms. Die meisten NMR-Strukturen bewegen sich in einem Bereich um 25 kDa.
Ein weiteres Problem stellen die enormen Mengen an Probe dar die fir erfolg-
reiche NMR Aufklarung benétigt werden. Selbst durch neuste Methoden liegt
dieser noch bei 30-200 ug. Ebenfalls limitieren die verwendbaren Puffer und

Salze die Anzahl an aufklarbaren Proteinstrukturen [4, 5, 6, 7].

Kryo-Elektronenmikroskopie bzw. Elektronen-Kristallographie ist eine noch jun-
ge Technik die nur von wenigen Arbeitsgruppen abgewandt wird, ihr zukinfti-
ger Erfolg ist schwer abzuschatzen und die bisher erzielte Auflésung liegt weit
hinter NMR und RKG erzeugten Strukturen [2, 8, 9].

Trotz enormer Fortschritte in Bezug auf die Geschwindigkeit sowie die Anwend-
barkeit der NMR und RKG stehen mit 954 Strukturen erst von weniger als 5%
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aller humaner Proteine zumindest teilweise Strukturinformationen zur Verfi-
gung. Diese Daten fallen in Bezug auf geltst Proteinkomplexe nochmals deut-
lich geringer aus. Durch moderne Hochdurchsatzverfahren hat die Geschwin-
digkeit der Sequenzannotation die der Strukturauflésung langst Uberholt. Be-
trachtet man dieses Verhaltnis wird die Notwendigkeit fiir eine Methode welche

in der Lage ist diese Llicke zu schlieBen schnell klar.

Die Bioinformatik stellt zu diesem Problem eine Reihe von Algorithmen zur Ver-
fligung, die in der Lage sind aus der Kenntnis der Aminosauresequenz und eini-
ger statistisch relevanter Erhebungen zu Strukturmerkmalen in Proteinen 3D
Strukturen zu postulieren. Mittlerweile stehen zu etwa 66% aller humanen Pro-
teine modellierte Strukturen in der Modbase bereit [10]. Oftmals ist die Variabi-
litdt an physikalisch und statistisch mdglichen Modellen jedoch sehr hoch. Um
aussagekraftige Modelle zu entwickeln, ist es nétig die Menge an erzeugten
Modellen zu minimieren und den Bereich der mdglichen Modelle mit experimen-

tellen Daten einzuschranken bzw. erhaltene Modelle zu validieren [11, 12].

Um die existierende Diskrepanz zwischen der Anzahl aufgeklarten Proteinstruk-
turen und bekannten Proteinen sowie Proteinkomplexen zu schlieBen, besteht
hoher Bedarf an Methoden, die eine schnelle Verfeinerung und Validierung von
Strukturmodellen erlauben und dabei auf unterschiedliche Proteinklassen an-

wendbar sind.

Massenspektrometrie basierte Methoden zur Strukturaufklarung stellen dabei
eine Reihe vielversprechende Methoden zur Verfligung, welche einen weitaus
geringeren Zeitbedarf und Materialaufwand als die etablierten Methoden bené-
tigen. Methoden, wie z.B. Chemisches Crosslinking, Wasserstoff-Deuterium Aus-
tausch (HDX) oder das Hydroxyl-Radikal Footprinting (HRFP) erméglichen es in
Kombination mit hochsensitiver Massenspektrometrie in Form von Oberflachen-
zuganglichkeiten, Strukturdistanzen sowie der Aufklarung von Sekundarstruktu-

relementen verwertbare Information Uber Proteinstrukturen zu erhalten.
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Allen drei aufgezahlten Methoden ist gemein, dass die zu untersuchenden Pro-
teine bzw. Proteinkomplexe zunachst unter weitestgehend physiologischen Be-
dingung — in Bezug auf Salzgehalt, Pufferkonzentration, pH-Wert — kovalent
modifiziert werden, um die Strukturinformation flir die nachfolgende Analyse zu
fixieren. In einem nachfolgenden Schritt werden die Proteine in Peptide gespal-
ten und die im ersten Schritt induzierte Massenveranderung an dadurch modi-

fizierten Aminosauren massenspektrometrisch bestimmt.

HRFP stellt eine der vielversprechendsten Methode dar. Bei dieser Methode
werden die Proteinldsung bestrahlt, wodurch durch Radiolyse Hydroxylradikale
gebildet werden. Die dem Lésungsmittel zuganglichen Seitenketten werden in
einer Reaktion mit den gebildeten hochreaktiven Hydroxyl-Radikalen innerhalb
von Mikrosekunden modifiziert. Dabei handelt es sich im Gegensatz zum HD-
Austausch beim RHFP um eine irreversible Modifizierung. Fiir 15 der 20 protein-
ogenen Aminosduren wurde von Chance et al. 11 gebrduchliche Modifikationen
beschrieben [13].

Die Methode hat viele Vorteile besonders bei der Charakterisierung von Bin-
dungsflachen. Allerdings ist auch eine Anzahl an exzellenten Geraten flr erfolg-
reiche Experimente notwendig. Fir die Radiolyse von Wasser ist ein Elektro-
nenbeschleuniger notwendig und die Aufklarung der modifizierten Oberflache
verlangt nach einer Hochauflésenden Massenspektrometrie Methode. Durch die
Kooperation des Helmholtz-Zentrums flir Umweltforschung mit dem Leipziger
Institut fur Oberflachenmodifikation kommen an diesem Wissenschaftsstandort
die wichtigsten Bedingungen zusammen. Da die experimentellen Bedingungen
nur schwer mit denen anderer Arbeitsgruppen vergleichbar sind - Elektronenbe-
schleuniger sind zumeist hochspezielle Sonderanfertigungen die kaum Anwen-
dung in den Life-Sciences finden bedarf der Versuchsaufbau einer sorgfaltigen
Validierung. Die Methode gilt grundsatzlich als entwickelt, dennoch gibt es ein
breites Spektrum an angewendeten Versuchsanordnungen und Vorgehenswei-

sen.
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1.2 Zielstellung

Die Methode des Hydroxylradikal Protein Footprintings sollte im Rahmen dieser
Masterarbeit am Helmholtzzentrum fur Umweltfoschung — UFZ etabliert und fiir

die Untersuchung des Modellproteins Betalactoglobulin angewandt werden.

Die erhaltenen Resultate sollen mit den Ergebnissen der Publikation ,Pulsed
Electron Beam Water Radiolysis for Sub-Microsecond Hydroxyl Radical Protein
Footprinting®, in der die renommierten Arbeitsgruppe Sharp et al. Betalactoglo-

bulin untersuchte, verglichen werden.
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2 Hintergrund
2.1 Massenspektrometrie

Als Massenspektrometer (MS) werden Gerdte bezeichnet, welche die Massen
von Molekiilen und Atomen nach einer Ionisation liber eine Trennung nach dem
Masse-Ladungs-Verhaltnis bestimmen. Ein Massenspektrometer besteht nur aus
wenigen prinzipiellen Bauteilen, - einem Einlasssystem, einer Ionenquelle, dem
Massenanalysator und dem Detektor. Als Einlasssystem sind Gaschromatoghra-
phen und Flissigkeitschromatographen gebrauchlich, direkte Einspeisung des
Analyten ist allerdings ebenfalls mdglich. Die Ionenquelle ionisiert die Analyten,
welche danach in einem elektrischen Feld beschleunigt und dem Analysator zu-
gefiihrt werden. Dieser ermdglicht die Bestimmung des Masse-zu-Ladungs-
Verhdltnis (m/z) der Ionen. Der Detektor registriert die Intensitaten der ge-
trennten Ionen. Ab dem Einlasssystem sind alle Teile des Messaufbaus von der
Umgebung-Atmosphdre getrennt. Der Analyt befindet sich wahrend der Mes-
sung im Hochvakuumum, um durch ZusammenstdBe mit Luftmolekilen indu-

zierte Fragmentierung oder Ablenkung der Ionen zu vermeiden [14,15].

2.1.1 MS/MS bzw. Tandem-Massenspektrometrie

Als Tandem-Massenspektrometrie bezeichnet man die Analyse von Fragment-
oder auch Tochterionen, welche durch die Fragmentierung von Vorlduferionen-
oder Mutterionen in der Gasphase erzeugt wurden. Durch die Zufiihrung einer
hinreichenden Energie zerfallen Mutterionen dabei in bestimmte kleinere Ionen.
Am gebrauchlichsten sind sogenannte Triple-Quadrupol Geradte. Bei dieser Kon-
figuration wird meist durch Elektronen-Spray-Ionisation ein Quasi-Molekdl-Ion
erzeugt und im ersten Quadrupol durch das entsprechende elektrische Feld iso-
liert, um dann im zweiten Quadrupol (der Kollisionszelle) angeregt zu werden.
Der Druck im inneren des zweiten Quadropols entspricht einem Wert bei wel-
chem im Mittel jedes Ion nur einmal mit einem Gasmolekiil kollidieren sollte.

Die Vorlauferionen zerfallen durch die Anregung in spezifische kleinere Ionen.
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Im dritten Quadrupol werden alle oder nur ein bestimmtes Fragmention des im
ersten Quadrupol erzeugten Molekiilions analysiert. Durch die Beobachtung aller
Fragmentionen sind Riickschllisse auf die Struktur des Analyten mdglich. Wer-
den nur wenige Fragmentionen beobachtet sind sehr genaue Quantifizierungen
moglich. Alternative Mdoglichkeiten, um eine Fragmentierung zu initialisieren
sind die Anregung durch LASER im UV-Bereich, Elektronenkanonen (Electron
Capture Dissociation) oder Electron Transfer Dissociation (ETD), welche gerade
fur die Proteinidentifikation vorteilhaft ist [16].

2.1.2 Orbitrap Massenspektrometer

In einem Orbitrap Massenanalysator werden die erzeugten Ionen in einer Tan-
gentialbahn in das elektrische Feld zwischen den Elektroden gebracht, aufgrund
der Gegenwirkung der Zentrifugalkraft und der elektrostatischen Anziehung zur
inneren Elektrode werden sie vergleichbar zu einer Ionenfalle gefangen. Die
Ionen befinden sich in einer cyclischen Bewegung um die zentrale Elektrode
und einer axialen Bewegung zur Elektrode. Die Trajektorie der Ionen oszilliert
damit entsprechend ihres Masse-zu-Ladungs-Verhdltnisses. Diese Oszillation ist
umgekehrt  proportional zur Quadratwurzel des Masse-zu-Ladungs-
Verhéltnisses. Durch Fourier Transformation erhalt man aus den Signalen ein
Massenspektrum. Thermo Fisher Scientific vermarktet ein Gerat mit einer linea-
re Ionenfalle vor der Orbitrap als LTQ Orbitrap [17].
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2.2 MS-basierte Proteinstrukturaufklarung
2.2.1 Chemisches Crosslinking

Strukturinformationen geringer Aufldsung lassen sich durch Crosslinking Expe-
rimente mit anschlieBender Analyse im Massenspektrometer erhalten. Beim
Crosslinking werden reaktive Aminosauren an der Oberflache des Proteins kova-
lent mit einander verknipft. Nach dem anschlieBenden Verdau mittels einer
Peptidase werden die Peptide, welche vernetzt sind identifiziert. Proteine in ih-
rer Quartarstruktur interagieren spezifisch mit ihren Bindungspartnern. Um die
Interaktion monomerer Untereinheiten zu grdBeren Strukturen zu untersuchen
eignet sich Chemisches Crosslinking besonders gut. In solchen Experimenten
wird die rdumliche Beziehung der Monomere in der Quartarstruktur durch die
Vernetzung ermittelt. Abbildung 1 zeigt den prinzipiellen Aufbau beider Cross-
linking-Experimente. Die vergleichsweise geringe Anzahl an inter-Peptid Cross-
linkern, das Filtern informationsloser Abstande (immer zutreffen Abstande) und
die typischerweise komplizierte Fragmentierung vernetzter Peptide in der Tan-

dem MS sind die gréBten Herausforderungen bei Crosslinking Experimenten.
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Prinzipieller Aufbau eines Crosslinking Experiments

Abbildung 1: Zwei Proteine individueller Massen werden

Analysiert. Im Protein P1 werden Crosslinks intramole-

Chemischer kular eingesetzt. Das Protein wird durch ein Enzymge-

Crosslink

spalten und die kovalent verbundenen Peptide identifi-
ziert (A), sie haben die kombinierte Masse der Peptide
addiert zur Crosslinker-Masse (Ausnahmen sind hier

Zero-Length Crosslinker) minus der Masse der abge-

spaltenen Edukte (z.B. Wasser bei der Bindung an eine
Bindung und
Crosslinking Carboxylgruppen vergleichbar mit der Peptidbindung).
(B) Proteinkomplexe kdnnen ebenfalls mittels Crosslinks
verknlipft werden. Die Analyse kann nach dem Verdau

(D) oder direkt erfolgen (C). Sind die Peptide kovalent

Uber den Crosslink gebunden ergibt sich ihr Peak im

C Spektrum wieder aus der Summe der Molekilmassen
_ v Pi+P2 (D). Im Vergleich zu Spektren nicht behandelter Peptide
24 f; E—) existiert ein neuer Peak der der Summe der Peptide
Ms-Analyse MASSE entspricht (D). Aus der Position des Crosslink’s und der
Abstandsinformation kann die Bindungsflache der Mo-

nomere postuliert werden. Die Abstandsinformationen

Uber den Crosslink werden genutzt um die groRe Anzahl an mdglichen
verbundenes Fragment

Q%‘& %‘5 Modellen welche beim Homologie Modeling entstehen

% ) - zu validieren und zu filtern.

é kﬁj g MS-Analyse

MASSE

2.2.2 Bedingungen fiir Chemisches Crosslinking

Viele Crosslinker greifen polare Gruppen wie freie Carboxylgruppen oder prima-
re Amine an. Diese befinden sich oft zuganglich an der Molekiiloberflache und
kommen haufig genug vor um experimental Erfolge zu erzielen. Die Anzahl an
maoglichen Crosslinks erreicht zum Teil so hohe Werte das die Gesamtheit aller
erreichbaren Seitenketten eine Vielfachheit erreicht die den Struktur-
Informationsgehalt der Experimente beschneidet. Besonders lange Spacer flih-
ren oft auch zur Bildung mehrfach vernetzter Peptide welche in der Massen-
spektrometrie nur schwer detektiert und interpretiert werden kdénnen. Durch die
Anderung der experimentellen Parameter sollten optimale Bedingungen zur In-

formationsgenerierung gefunden werden. Dabei muss beachtet werden das sich
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die Bedingungen unter denen das Experiment ablauft noch in den Grenzen der
nattrlichen, physiologischen Zustdnde befinden und die native Proteinstruktur
nicht zu stark beeinflusst wird. Der Effekt der Crosslinker Substanz auf Struktur
und Funktion von Proteinen wird dabei gern Uberschatzt. Einige Publikationen
wie Govardhan et al. [18] zeigen dass eine groBe Anzahl von Vernetzten Enzy-
men ihre Funktion und Aktivitat behalten. Dabei erreichten Studien zu Molekd-
len zu denen bereits Rontgen-Kristall-Strukturen aufgeldst waren steht’s sehr
gute Naherungen bis Ubereinstimmungen mit den Abstdnden im Kristall [19,
20].

2.2.3 Auswertung der Experimente

Durch Informationen Uber die Léange des Crosslinker's und die Masse identifi-
zierter verknupfter Peptide lassen sich zum Beispiel Modele des Proteins welche
durch Homologie Modeling erzeugt wurden validieren. Durch Algorithmen ahn-
lich denen bei NMR NOE (Nuclear Overhauser Effect) kdnnen so Strukturen ge-
ringer Auflésung erzeugt werden. Dabei wird Lange des Crosslinker Spacers
zum Radius einer Sphare die den maximalen Abstand zwischen den vernetzten
Seitenketten beschreibt. NOE ist dabei in der Lage schon bei kleinen Proteinen
hunderte solcher Spharen zu beschreiben, deren Anzahl ist bei Crosslinking Ex-
perimenten weitaus beschrankter. Die Daten werden genutzt um eine Auswahl
von Modellen zu minimieren und die Konformationen zu ermitteln welche am
haufigsten bzw. wahrscheinlichsten eingenommen werden. Um Strukturen zu
gewinnen werden bei einem n Aminosduren langem Peptid durchschnittlich 3*n
Abstdnde bendtigt. Die geschatzte Anzahl an Crosslinks um den Fold bzw. die
Faltung eines Proteins zu erfassen wurde auf n/10 geschatzt [21]. Die Anzahl
an validen Distanzinformationen die durch ein Crosslinking Experiment erreicht
werden koénnen liegt ungefahr in diesem Bereich. Ein komplettes Molekil daraus
zu modellieren ist aufgrund des Datenmangels nicht mdglich, allerdings lasst

sich der Fold bestimmen und Sets von Homologie-Modeling-Strukturen filtern.
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2.3 Hydroxyl-Radikal Proteinfootprinting

Das Hydroxyl-Radikal Proteinfootprinting (kurz HRPF oder Radikal Probing bzw.
RP) hat sich als State of the Art Methode bei der Analyse von Protein-DNS, Pro-
tein-Ligand und Protein-Protein Interaktionsflachen erwiesen. Mit dieser Metho-
de erzeugte Hydroxyllabel sind unspezifisch, kovalent, und greifen eine breite
Menge fir Wasser zugangliche Seitenketten der Proteinoberflache an. Beim
RHFP werden Proteine in wassriger Losung ionisierenden Strahlenquellen wie
Réntgenrdhren, Isotopen im y-Zerfall, hoch energetischen Lasern oder Elektro-
nen-beschleunigern (Bremsstrahlung der emittierten Elektronen) ausgesetzt.
Die Energie der erzeugten Strahlung ist in der Lage Elektronen aus den Elektro-
nenhillen der Atome zu lésen und flhrt somit zur Entstehung von positiven
Molekiilionen. Das Molekilion des Wassers, H20+, zerfallt dabei in H+ und ein
OH-Radikal. Diese sind selbst hochreaktive Spezies und erzeugen in Querreakti-
onen z.B. Superoxide (HO2) und Wasserstoffperoxid (H202). Speziell bei Was-
ser nennt man diesen Prozess Radiolyse. Die Hydroxylradikale im Lésungsmittel
sind in der Lage mit den Atomen der zuganglichen Seitenketten zu reagieren.
Dies geschieht schneller als Faltungsprozesse ablaufen kénnen und die raumli-
che Struktur des Proteins wird nicht gestdrt. Der Grundlegende Aufbau eines
HRPF Experiments ist in Abbildung 2 dargestellt. Nach einer enzymatischen Pro-
teolyse lassen sich die Stellen der Oxidation mit Hilfe der Massenspektrometrie
und geeigneter Suchalgorithmen bis auf eine Aminosdaure genau bestimmen.
Nutzt man die Methode zum Vergleich zweier raumlicher Zustdande eines Pro-
teins ergibt sich - durch eine Liganden induzierte Konformationséanderung, das
Besetzen einer Bindungstasche oder die Bildung eines Proteinkomplexes, eine
Abschirmung der Seitenketten die im Vergleichszustand fir das Losungsmittel
noch zugénglichen waren. Durch diese Uberlegung lassen sich die Seitenketten
welche an den untersuchten Prozessen teilhaben in sehr guter Naherung be-
stimmen. Durch verschiedene Proben mit z.B. unterschiedlichen pH-Werten las-

sen sich so auch Entfaltungprozesse beobachten.
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Prinzipieller Aufbau eines HRPF-Experiments

| Protein/Ligand-Komplex |

Beim Aussetzen einer wassrigen
Losung mit Rontgen-, y- oder
Bremsstrahlung eindringender
Elektronen entstehen hochreaktive
Hyrdoxyl-Radikale welche mit den
zuganglichen Seitenketten reagieren.

[M+16+H]"

Intensity

L ™ L LL L
m/z m/z

Nicht oxidierte Bereiche sind durch den Liganden vom
Losungsmittel abgeschirmt, dies ermoglicht die
Lokalisierung von Bindungsstellen mit bis zu 1 AS
Genauigkeit.

Abbildung 2: Ablauf eines HRPF-Experiments
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2.3.1 Chemie des Hydroxyl Radikal Protein Footprinting

Die Radiolyse des Wasser ist ein chemisch komplexer Vorgang und schon seit
langem ein aktives Forschungsgebiet in der Strahlen Chemie Hydroxylradikal

werden bei der Radiolyse von Wasser nach folgenden Gleichungen erzeugt.

Ho()

HyO + he — H, O + e = H;0T+ HO +e,

fre !

Unter aeroben Bedingungen entstehen Hyperoxid-Anionen und Hydroperoxid
Radikale.
_ . Hai) _ _

+ 0y — O — HO,+ OH

|:Irrr.r

Im Probenvolumen wir dabei ein sogenannter Spur (engl. Flir Sporn) erzeugt,
dies ist der Anteil des Probenvolumens der direkt in Kontakt mit der Brems-
strahlung der Elektronen kommt bzw. dieser in dem der zugeflihrte Energiean-
teil noch hoch genug ist um eine Radiolyse zu erzeugen. In diesem Bereich fin-
den die Zerfallsreaktionen des Lésungsmittels statt. Die Spurs expandieren im
Volumen durch Diffusion. Viele der erzeugten Produkte reagieren schnell wieder
miteinander ab, ein kleinerer Anteil verteilt sich schnell im gesamten Probenvo-
lumen. Es wird davon ausgegangen das die Lebensdauer eines Radikal welches
im Losungsmittel mit einem Reaktantan abreagieren soll bei 107 s™ liegt, dabei
hat der Reaktant eine Konzentration von 107 mol/L [22]. Alle auftretenden Re-
aktionen sind in Tabelle 1 aufgezeigt. Der groBe Vorteil der Radiolyse als Me-
thode zur Erzeugung reaktiver Radikale liegt darin das die Menge an Energie
welche von allen anderen Komponenten des Systems aufgenommen wird pro-
portional zu ihrem Elektronenanteil ist. Dies bedeutet dass in einer gebrduchli-
chen Verdiinnung von weniger als 0,1 mol/L mit Wasser als Losungsmittel alle
Energie von diesem aufgenommen wird. Somit sind die Ertrage der primadren
Produkte bekannt. Die Hydroxylradikale reagieren sofort mit den zuganglichen
Seitenketten des Proteins, Verluste werden durch Radikalfanger wie Puffer oder
andere Komponenten erzeugt. Tabelle 2 zeigt die Reaktionsraten (M!sec) der
reaktiven Aminosauren mit Hydroxyl-Radikalen. Der genaue Mechanismus hangt
stark von der chemischen Struktur der Seitenkette ab. Der gebrauchliche Me-

chanismus basiert auf der Reaktion von Hydroxyl- oder Oxo-Gruppen mit den
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Seitenketten welche in einem Massenshift von +16 (und +14) Da resultieren.
Einige andere Aminosauren reagieren mit anderen Massenshifts (Tabelle 2). Die
Reaktionen von basischen Aminosauren sind am vielfaltigsten. Histidine wurden
mit vier verschiedenen Massenshifts von -23 bis +16 Da beobachtet. Arginine
kdnnen am [3- oder y-Kohlenstoff von ihren Wasserstoff Liganden getrennt wer-
den (+16; +14), sollte das d-Kohlenstoffatom angegriffen werden resultiert dies

in der Elemination der Guanidingruppe (-43 Da).

Reaktionen von Wasser beim Kontakt mit der Bremsstrahlung
beschleunigter Elektronen

e, +H,0—~H +0H" 1.9 %10

e, +te, —H,+20H" 2k=1.1x10"?
e, +H —H,+0H" 25x 10"
e,, + OH— OH 3.0x10"

e, +'0"—20H 22x% 10"

e, TH —H 23x10°*®

e, +H,0, — OH +'OH 1.1x10%Y

e, +HO,” =2 0H + 'OH 3.5%10°

e, T0,—0," 1.9x10"?

e, +0, "= 0, 1.3 x 10"

H +H,0—H,+ OH 1x 10"

H +H —H, 2k=1.55x10!=
H' +'OH— H,0 7.0x10°

H +OH —e,~ 22x107®

H' +H,0, —» 'OH + H,0 9% 107

H +0,— HO, 2.1x10"®

H' +HO, - H,0, ~10"

*OH + "OH — H,0, 2k=1.1x10""
"OH+'0"—+HO,” <2 x 10"
"OH+H,—H +H,0 4.2x107
"OH+OH — 0" +H,0 1.3x10Y
‘OH + H,0, + H,0 +HO,’

=20, +H 2.7x%107
"OH + HO,” -+ OH +HO,’

20, +H" 7.5%10°
"OH + H,0,” > H;0"+ 0, 1.2x10%
'OH+HO, +H,0+0, 6x10°
"OH+ 0, "= OH +0, 8x10°
‘0"~ +H,0 -+ OH +'OH 1.8%10°
‘0T +'0" 0, °
‘0" +H,—~ H +OH" 8.0 10’
‘0" +H,0,—+ 0, +H,0 <5 % 10°
‘0" +HO, — 0, + 0H" 4x10®
'O+ 0,— 05 3.6x10°2
‘040, "= 20H +0, 6.0 x10°

Tabelle 1: Reaktionen und Rickreaktionen bei der Radiolyse von Wasser mit den jeweili-
gen Reaktionsrate k, nach Buxton et. al.
a ausgewahlter Wert

b nicht verlasslicher Messwert
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Massenshift‘s, chemische Modifikation und Reaktionsgeschwindigkeit der in der Literatur er-

schienenen, detektierten Aminoséauren welche mit Hydroxylradikalen reagieren

. ) k Chemische Massen-
Aminosaure 1 a . .

(M™sec™) Anderung Shift (Da)

Cysteine 3,4*10% +20 +31,9898

+0-S -15,9772

+30 +47,9847

Histidine 1,3*10" +0 +15.9949

+0-2C-N-H -23.0160

+20-2C-2N-2H  -22,0320

+20-C-2N-2H -10,0320;

Tryptophan  1,3*10% +0 +15.9949

+20 +31,9898

Tyrosine 1.3*10" +0 +15.9949

+20 +31,9898

Proline 1,2*10% +0 +15.9949

+O-2H; +13,9793

Methionine 8,3*10° +0 +15.9949

+20 +31,9898

+0-S-C-4H -31,9898

Valine 7,6*10° +0 +15.9949

+0O-2H; +13,9793

Phenylala- 6,5*10° +0 +15.9949

nine +20 +31,9898

Arginine 3.5%10° +0 +15.9949

+0-2H +13,9793

+0-3NC-5H -43,0534

Leucine 1,7*10° +0 +15.9949

+O-2H; +13,9793

Aspargin 7,5%10° -C-2H-0 -30.0106

Saure

Threonine 5,1*10° +0 +15.9949

Lysine 3,5%10' +0 +15.9949

+O-2H; +13,9793

Tabelle 2: Reaktionskonstanten reaktiver Aminosauren [23] und Massenshifts[ 24]

Der Verlust einer starken positiven Ladung kann zu Problemen beim tryptischen
Verdau flihren und die Identifizierung von Arginin haltigen Peptiden bei der
Massenspektrometrie mit positiven Ionen erschweren. Schwefelhaltige Amino-
sauren wie Cysteine oder Methionine reagieren, wenn zugdnglich, schnell ab.
Methionine reagieren zu Sulfoxiden (+16 Da) und weniger effizient zu doppel-
ten Oxiden. Cystein wird vorrangig zu negativ geladener Cysteinsaure umge-
wandelt, welche wiederum schwer zu detektieren ist sollte mit positiven Ionen

gearbeitet werden. Lysin reagiert nach demselben Mechanismus wie aliphati-
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sche Seitenketten. Die Reaktion aliphatischer Seitenketten startet mit einem
nukleophilen Angriff auf die Wasserstoffatome. Unter aeroben Bedingungen
kann das entstandene Kohlenstoff Radikal mit Sauerstoff reagieren und Uber ein
Zwischenprodukt als Peroxid Radikal eine Hydroxyl- oder Keto-Gruppe bilden
(Mass-Shift 16 oder 14 Da). Reagieren Hydroxyl-Radikale mit sauren Gruppen
kommt es zum Verlust von CO, der zur Bildung eines Aldehyds und einem Mas-
severlust von 30 Da fiihrt [25]. Bei aromatischen Aminosdauren kommt es zu
einer Addition der Hydroxylgruppe an den Ring, dies flihrt zu einem Massen-
Shift von +16 Da oder einem Vielfachen davon. Diese Reaktionen zeigen eine
Kinetik von 107-10'° M? sec? [21], es wird allerdings angenommen dass fiir
erfolgreiche Experimente eine Reaktionsraten-Konstanten von iber 10° M sec
notig sind. Abbildung 3 von Chance et al. [26] zeigt die ablaufenden Reaktio-
nen. Weniger Reaktive Aminosduren und solche deren Produkte schwer zu iden-
tifizieren sind, wie Serin und Threonin, tragen oft wenig zu Informationsmenge
flr die Strukturanalyse bei. 14 der 20 Aminosduren tragen allerdings bereits zu
ca. 65% der Sequenz eines typischen Proteins bei, was zu einer hinreichend

Auflésung der Experimente flihrt.
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Strukturformeln der Reaktionen Aminosaure-Seitenketten beim Kontakt mit der Bremsstrahlung

beschleunigter Elektronen

Aspargin- und

et ioni Cysteine
Glutaminsaure Methionine y
O OH -30-Da CHs CHs CH, OH OH
A W4 | | | | 1
c o H s §-0 0-5-0 SH 0=5 0=5-0
| L W4 | > | | | 4 | 1
(I;Hp @ ? (I:Hz (I:Hz ICHE CHs CH; CH:;
| |
(CH2) (CHz) CH CH CH
i i i e e +32Da  +48Da
+16-Da +32-Da
Tryptophan Aliphatische AS Histidine

Cl:H: CHs CHs +16-Da +5-Da
h | | 0 H
HN > HN HN ?HE : H?OH + ?=0 ?—NH J—NH
A, G0 o
CH, O ¢n, O HEy, ?H; ICH_: CI}Hg QH HN o
| | I

+16Da +32Da +16-Da +14-Da 5 CH; CH;
|
CH; 0
. . 1
Arginine Aromatische AS H NH. OH
HN NHa OH (@] o] o]
W4 .
(I: -43-Da CH:z CH: CH:2
[ [ I
NH
o H -10-D 23D -22-
(I;H2 L +16-Da * ° 2zba
I I
(I:Hz 5 (I:Hz
CH: CH:

Abbildung 3: Reaktionen beim RP nach Chance et al. 2006.

2.3.2 Aufbau und Auswertung eines RP-Experiments

Der Prinzipielle Aufbau des Experiments wurde bereits in Abbildung 2 erldutert,
im Folgenden werden Ansatze zur Auswertung der gewonnen Daten vorgestellt.
In einem RP Experiment werden oft mehrere Bestrahlungs-Intensitaten gewallt
um das mit der Bestrahlungs-Starke korrelierende Auftreten verschiedener Mo-
difikationen zu beobachten. Bestrahlungs-Intensitaten steht hier fir einen
Mischbegriff aus Energie-Dosis und Bestrahl-Zeit. Die von vielen Arbeitsgruppen
eingesetzten Synchrotron Teilchen-Beschleuniger nutzen eine Blende (Shutter)
um die Bestrahlungs-Zeit mit dem so genannten ,White Beam" direkt zu regu-
lieren. Bei Linear Beschleunigern wird die Starke der Bestrahlung oft durch den
Kathodenstrom und die Einstellung der typischerweise kiirzeren Bestrahlungs-

Zeiten (maximal ms) eingestellt. Die Dosis ergibt sich aus der Flache die die
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Kurve aus Pulsldange (Bestrahlungs-Zeit) und Pulshéhe (Kathodenstrom) ein-
schlieBt direkt proportional, obwohl die Diffusitat des Elektronenstrahls bei eini-
gen Gerdten zwischen kleinen Anderungen der Einstellungen zum Teil variiert.
Die Dosis entspricht damit der Energiedosis welche als Quotient von Energie
und Masse die Menge an Energie beschreibt die eine Quantitat aufgenommen
hat. Nach dem Verdau und der Aufzeichnung der MS/MS-Spektren werden die
integrierten Peak Flachen der identifizierten Peptide quantifiziert. Ein Ansatz
stellt die Betrachtung der Inkrementierung unmodifizierter Peptidspezies lber
verschiedene Bestrahlungsintensitaten dar. Es ergeben sich typische Kurven mit
sinkenden Intensitaten flir Peptide die in der Struktur an der Protein-Oberflache
liegen und reaktiv sind. Ein weiterer Ansatz ist die direkte Beobachtung modifi-
zierter Peptide und deren Verhalten in den verschiedenen Proben. Dazu werden
die modifizierten Peptide bioinformatisch in den Spektren identifiziert, was Auf-
grund der hohen Anzahl an mdglichen Permutationen oft nur separiert mit hin-
reichender Genauigkeit mdglich ist. Im Anschluss wird das Verhaltnis aus dem
Integral des Signals des modifizierten Peptides und dem aller identifizierten
Spezies des Peptides gebildet (Formel 1). In Experimenten mit mehreren Repli-
katen sind die redundanten Identifikationen der Peptide zu berticksichtigen,
Modifikationen an verschiedenen Aminosauren werden hier zur Quantifizierung
der gesamt Oxidation zusammengefasst. Es ist moglich die Oxidationsrate zu
bestimmen in dem die Intensitdten der Peptide mit den Bestrahlungsintensita-
ten Uber eine lineare Funktion Korreliert werden [27]. Dies ist Moglich da die
Entstehung von Radikalen, auch wenn nicht alle Spezies und nur ein Anteil die-
ser zur Proteinmodifikation beitragt, bereits gut charakterisiert ist. So ist be-
kannt das zwischen 2,4 bis 4,2 Radikale/ 100eV zugeflihrter Energie entstehen.
Der Unterschied kommt durch ein nicht direkt proportionales Verhalten der Ra-
dikal Entstehung zu Scavenger-Effekten anderer Substanzen im L&sungsmittel
zustande. Diese teilen sich immer in gleiche Verhdltnisse der verschiedenen
Spezies (so bilden ca. 40% der Hydroxyl Radikale Wasserstoffperoxid), und
ihre Verteilung verhalt sich proportional zur Dimensionen des Spur. Die gewon-
nen Daten kdnnen Uber die gesamt Intensitdt einer Label freien Quantifizierung

(z.B. MaxQuant), nicht bestrahlte, zugegebene Proteine bekannter Konzentrati-
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on oder Fluoreszenz Farbstoffe welche mit Hydroxylradikalen reagieren, wie
Alexa, normalisiert werden. Bei letzterer Methode erzeugt Daten sind direkt mit

der Hydroxylradikal Konzentration korreliert.

T ( J el Peptud Peak
|

n = Anzahl Replikate
; i
(Formel 1) Evd=1 f i.-r.lrm’.+4.l.l|.lr.lrJrl'.I’r,HI'.'rl’I’rrrku)

Anzahlldenti fikationen d = Replikat
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3 Material und Methoden
3.1 Chemikalien und Proteine
Chemikalientabelle
Name Formel Hersteller Molmasse Produktnr. CAS-
(g/mol) Nummer
Natriumdihy- NaH2PO4+H20 Carl Roth GmbH und 137,99 K300.1 13472-35-0
drogenphosphat Co.KG,
Karlsruhe, G
Salzséaure HCL Merck KGaA, 36,46 1.00319.1000 7647-01-0
Darmstadt, G
Natriumhydroxid NaOH Sigma-Aldrich Co. LLC, 39,997 3620 1310-73-2
St. Louis, USA
Ammoni- NH4COOH Serva Electrophoresis 77,08 39750 631-61-8
umacetat GmbH,
Heidelberg, G
Glycerin C3H803 Merck KGaA, 92,09 1.04092.100 C3H803
Darmstadt, G
SDS (Natri- C12H25Na04S Serva Electrophoresis 288,4 91069 151-21-3
umlaurylsulfat) GmbH,
Heidelberg, G
DTT (Dithio- C4H1002S2 Carl Roth GmbH und 154,25 6908.1 7634-42-6
threitol) Co.KG,
Karlsruhe, G
1AA (2- C2H4INO Merck KGaA, 184,96 159087244020 144-48-9
lodacetamid) Darmstadt, G
Acetonitril C2H3N Carl Roth GmbH und 41,05 8825.1 75-05-8
Co.KG,
Karlsruhe, G
Ameisensaure HCOOH Merck KGaA, 46,03 822254298 64-18-6
Darmstadt, G
Harnstoff CH4N20 Merck KGaA, 60,06 1.08487.1000 57-13-6
Darmstadt, G
Amoniumbicar- NH4HCO3 Sigma-Aldrich Co. LLC, 79,06 A6142-500 6 1066-33-7
bonat St. Louis, USA
1-Ethyl-3-(3- C8H18N3CI Pierce Protein Biology 191,70 22980 25952-53-8
dimethyla- Products, part of Ther-
minopro- mo Fisher Scientific
pyl)carbodiimid AG, Rockford, USA
Alexa Fluor 488 C40H60N7012 Life Technologies AG, 895,07 A30629 -
Hydroxylamin S2 ehemals Invitrogen AG,
Carlsbad, USA
Aceton C3HgO Merck KGaA, Darm- 58,08 8.22251.1000 67-64-1
stadt, G
Sulfo-N- C4HiNNaOsS Pierce Protein Biology 217,13 24510 106627-54-7

Hydroxysuccin-
imid

Products, part of Ther-
mo Fisher Scientific

Tabelle 3: Tabelle aller wahrend der Arbeit verwendeten Chemikalien (Proteine werden einzeln gefuhrt)
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Proteine
Proteine Hersteller Molmasse Produktnr.
(g/mol)
Betal-Lactoglobulin A, =90 %
from bovine milk Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA 18686 L3908

Trypsin, modified Sequencing
Grade

Roche Deutschland Holding GmbH,

Grenzach-Wyheln, G

23300 Da 11418025001

Cytochrom c, 295 % Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA 12327 C3131-10MG
Ribonuklease A, >70 units/mg Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA 13700 R6513-10MG
Calmodulin (bovine)
BioUltra 298 % Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA 16790 Da P1431
Melittin from honey bee venom
290 % Sigma-Aldrich Co. LLC, St. Louis, USA 2846,46 Da M1407
Tabelle 4: Tabelle aller wahrend der Arbeit verwendeten Proteine.
3.2 Gerate
Gerate
Bezeichnung Geréatetyp Hersteller

Elektronika U-003

Concentratorplus Vacufuge
Thermomixer compact
LTQ Orbitrap XL ETD

Milli Q Reference A+

nanoAcquity UPLC System (2 u.

15 cm C18 Saulen)

Fluoromax 4 Spectroluorometer

Triversa NanoMate

10 MeV Linearbeschleuniger

Vakuumzentrifuge
Thermomixer

Massenspektrometer

Reinstwasseranlage mit TOC-
Indikator

nano-HPLC-System

Fluorometer

Chipbasierte Elektrosprayquelle

N/A

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific GmbH,
Dreieich, Deutschland

Millipore

Waters GmbH, Eschborn,
Deutschland

Horiba Scientific Ltd., Edison
New Jersey, USA

Advion

Tabelle 5: Tabelle aller wahrend der Arbeit verwendeten Instrumente

3.3 Software

Software

Software Version Provider/ Entwickler

MaxQuant 2.0.18 Max Planck Institute of Biochemistry.
Martinsried. Deutschland

XCalibur 2.1.0.1139 Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutsch-
land

ProteoWizard Toolkit 3.0.3780 Mallick lab, Spielberg Family Center for Applied Pro-
teomics, Seattle, USA

Proteome Discoverer 1.2 Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich, Deutsch-
land

StavroX 2.0.6 Institute of Biochemistry and Biotechnology, Martin-
Luther University Halle-Wittenberg, Halle (Saale),
Deutschland

Pymol 1.3 Schrédinger LCC, Portland, USA

Tabelle 6: Tabelle aller wahrend der Arbeit verwendeten Software
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3.4 Experimente

Wie in den Tabellen 7-9 flir die einzelnen Probenreihen angegeben wurde Be-
talactoglobulin mit einem Natriumdihydrogenphosphatpuffer sowie ggf. dem
Fluoreszenzfarbstoff Alexa und weiteren Proteinstandards in einem nano-HPLC-
Vial gemischt und tber Nacht ggf. unter N,O- oder O,-Atmosphaere equilibriert.
Die Proteinlésungen wurden mit definierten Pulslangen und Dosen bestrahlt und
anschlieBend ggf. durch Zugabe von Tris-HCl gequencht. Die bestrahlten Pro-
ben wurden anschlieBend direkt in-Losung oder nach gelelektrophoretischer
Trennung im Gel mittels Trypsin gespalten. Die resultierenden Peptidmischun-

gen wurden mittels MS gemessen und anschlieBend analysiert.

3.4.1 Vorbereitung Protein- und Pufferlésungen

Fir die Bestrahlung wurde Betalactoglobulin (Stammlésung 1 mg/ml in Wasser,
finale Konzentration nach Mischung 20 pM) in Natriumdihydrogenphosphatpuf-
fer (Roth, K300.1, finale Konzentration jeweils 20 mM) geldst (siehe Tabellen 7-
9). Die Puffer wurden mittels Reinstwasseranlage (Millipore Milli Q Reference
A+) gefiltertem Wasser hergestellt. Der Phosphatpuffer wurde mittels Natrium-
hydroxyd und Salzsaure auf den pH-Wert 7.0 eingestellt. Als Protein wurde Be-
talactoglobulin A, gefriergetrocknet von Sigma Aldrich mit einer Reinheit von

uber 90 %, eingesetzt.

Nach der Bestrahlung wurden zur Ermoglichung einer Normalisierung der ge-
messenen Peptidintensitdten entsprechend der Tabelle 8 ggf. Cytochrom-C und
Ribonuklease A als Standards zu den Proben gegeben. Die Endkonzentration

der Proteine betrug jeweils 5 pM.
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3.4.2 Gasaustausch

Die Proben wurden entsprechend den Tabellen 7-9 ggf. vor einer Bestrahlung
Uber Nacht mit O, oder N,O begast. Dazu wurden die Proben, welche mit N,O
begast wurden stabil und offen in einem Polyethylenbeutel, dessen Atmosphare
funfmal durch Druck minimiert und das Volumen im Anschluss mit reinem N,O
aufgeflillt wurde, gestellt. Im Anschluss wurden die Proben, durch den Beutel
isoliert, ohne sie wieder der Standard-Atmosphdre auszusetzen, in einem Exsik-
kator ruhen gelassen und bei 4°C gekihlt. Zur Kontrolle wurden je zwei Proben

nicht begast.
3.4.3 Bestrahlung

Die Bestrahlung wurde am IOM Leipzig mit dem 10 MeV Linearbeschleuniger
Elektronika U-003 durchgeflihrt. Die Anlage ist in der Lage Elektronen eine
Energie von 4 bis 10 MeV zuzufiihren. Dabei wird die Bestrahlungsintensitat
durch die Justierung des Kathodenstroms und der Pulsldange wesentlich be-
stimmt. Im Wesentlichen steht der Kathodenstrom fiir die Anzahl an beschleu-
nigten Elektronen die die Anlage in einer bestimmten Zeiteinheit verlassen und
die Pulslange fiir ein Vielfaches dieser Zeiteinheit tber welche die Proben diesen
ausgesetzt sind. Die Pulslange wird in s angegeben wahrend der Kathoden-
strom nur dimensionslos in Skaleneinheiten (SKT) der Anlage bekannt war. Die
im weiteren angegebenen Strahlen- bzw. Energiedosen resultieren aus der
standardisierten Dichromat-Dosimetrie (SO / ASTM51401 — 03). Die Energiedo-
sis beschreibt die von einer Masse aufgenommene Energie und ist somit Stoff
abhangig und dient nur als Anhaltspunkt fiir die von Wasser aufgenommene
Energie. Bei allen Experimenten wurden Impulslangen von minimal 25 ns bis
maximal 2 ps genutzt. Die Proben wurden in diesem und allen folgenden Expe-
rimenten nur Einzelpulsen ausgesetzt. Uber fotoreaktive Folien konnte die
Streuung der Elektronen beim Auftreffen abgeschatzt werden. Bei allen Be-
strahlungen wurde von einem Bereich von circa 3,3 cm?2 ausgegangen welcher
in voller Intensitat bestrahlt wird (4,2 cm?2 mit stark abfallender Intensitat). Die
Proben wurden wie in den Tabellen 7-9 beschrieben in der Anlage bestrahlt. Als

Kontrolle wurden unbestrahlte Proben erstellt. Zur Verhinderung von sekunda-
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ren Oxidationen in den Proben wurde im Zeitfenster von einer Minute nach der

Bestrahlung entsprechend Tabellen 7-9 ggf. 1 pl 1 M TRIS-HCL zugegeben.

3.4.4 Bestimmung der effektiven Dosis mittels Alexa 488

Alexa 488 von Invitrogen wurde zu einer Endkonzentration von 20 pM zugege-
ben um die Radikalbildung direkt zu bestimmen. Das Ringsystem von Alexa 488
reagiert direkt mit den Hydroxyl-Radikalen und sekundaren Oxiden, wobei das
Alexa seine Fluoreszenzemission verliert. Die Fluoreszenz Messungen wurden im
Horiba Scientific Fluoromax 4 Spectroluorometer bei einer Anregungswellenlan-
ge von 495 nm gemessen. Die Emissionswellenlange liegt bei 519 nm. Es wurde

fur alle Messungen eine Spaltbreite von 2 nm verwendet.

3.4.5 1D-SDS-Page

3,4 Ug (oder die Gesamtmenge) an Proben wurden auf einem 12% Polyac-
rylamidgel getrennt. Die Zusammensetzung des Gels folgte Standardprotokollen
der Laufpuffer enthielt 60,5 g TRIS, 288 g Glycerin (Merck, 1.04092.100) und
20 g SDS (Serva, 091069). Das Protein wurde bei 20 mA und 300 V im Gel lau-
fen gelassen. Die Proben sollten im Gel von niedermolekularen Ladungstragern
befreit und vorgetrennt werden. SDS denaturiert das Protein dabei durch den
Bruch der Wasserstoffbriicken-Bindungen. DTT oder Mercaptoalkohole im Pro-

benpuffer brechen Disulfidbriicken.

3.4.6 Tryptischer In-Gel Verdau

Zur Messung in der LC-MS missen das Protein in spezifische Peptide gespalten
und aus der Gelmarix entfernt werden. Dazu werden nach der beendeten Gel-
elektrophorese die Proteinbanden mittels Coomassie-Blau gefarbt. Die Banden

des Proteins mit einer GroBe von circa 20.000 kDa wurden in jeder Bahn in mit
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der BandengrdBe identischen Stiicken ausgeschnitten. Die Proben wurden im
Anschluss flir 30 min bei Raumtemperatur in einem Eppendorf Thermomixer
compact bei 850 rpm in einer Losung aus 50 % Acetonitril (Roth, 8825.1) inku-
biert. Die organische Phase |6st den Coomassie-Farbstoff aus der Gelmatrix und
wird danach verworfen. Es wurde jeweils genug Losung benutzt um alle Gelstii-
cke groBziigig zu Uberschichten. Dies wurde dreimal bis zur vollstdndigen Ent-
fernung des Farbstoffes vorgenommen. Im Anschluss wurde das Gel in rein or-
ganischer Phase fir 5 Minuten dehydriert, dazu wurde Acetonitril verwendet.
Als Enzym nehmen Proteasen eine komplexe raumliche Struktur ein, um die
Backbone des Probenmolekiils erreichen zu kénnen und um etwaige nicht pri-
mare kovalente Bindungen wie Disulfidbriicken zu lésen wird die Probe redu-
ziert. Die Oxidation von Sulfhydryl-Gruppen durch Luftsauerstoff wird dabei
verhindert, sie werden zum Thiol reduziert. Dies wurde mittels Zugabe von 60
Ml 10 mM DTT's (Roth, 6908.1) flir 30 Minuten bei Raumtemperatur realisiert.
Die Alkylierung wurde nach der Entfernung des DTT mit 100 mM Iodacetamid
(Merck, L59087244) in 30 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss
durchgefiihrt. Das Iod-Acetamid wurde im Anschluss entfernt und die Gelfrag-
mente in reinem Acetonitril dehydriert. Zur kompletten Entfernung aller L&-
sungsmittel wurden die Gelstlicke in der Eppendorf Concentratorplus Vacufuge
Vakuumzentrifuge bei 60°C und 14000 rpm flr 10 Minuten im Programm fir
Lésungen mit hohem Dampfdruck getrocknet. Danach wurden die Proben mit
Trypsinpuffer Uberschichtet und Trypsin (Roche, 11418025001) im Verhaltnis
1:20 zugegeben. Die Proben wurden bei 37 °C Uber Nacht inkubiert und der
Verdau im Anschluss mit 10 pl 10 % Ameisensaure (Merck, 822254298) ge-
stoppt. Fir die Extraktion wurden jeweils 80 pl einer Lésung aus 50 % Aceto-
nitril und 0,1 % Ameisensaure verwendet. Acetonitril verhindert dabei die Ad-
sorption der Peptide an GefaB und Pipettenspitze, Ameisensdure extrahiert ba-
sische Peptide Gber Wechselwirkung. Der Vorgang wurde jeweils zwei Mal wie-
derholt und die gesammelte Extraktionslésung in der Eppendorf Concentrator-
plus Vacufuge Vakuumzentrifuge bei 60 °C und 14000 rpm flir 10 Minuten im
Programm fiir Losungen mit hohem Dampfdruck getrocknet. Die Peptide wur-

den in 20 pl 0,1 % Ameisensdure resuspendiert.
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3.4.7 Tryptischer in-Losungsverdau

Ein Probenvolumen das 3,4 pug Probe entspricht wurde in der Eppendorf Con-
centratorplus Vacufuge Vakuumzentrifuge bei 60 °C und 14000 rpm flr 10 Mi-
nuten im Programm flir Ldsungen mit hohem Dampfdruck komplett eingetrock-
net und folgend in 20 yl 8 M Harnstoff (geldst in Ammoniumbicarbonat-Puffer)
reiluiert. 1 M Armoniumbicarbonat wurde verwendet um die Probe auf einen
pH-Wert von 7-8 einzustellen. Mittels 1 yl 1 M DTT wurden die Proben wurden
im Anschluss flir eine Stunde im Thermocycler bei genau 37 °C reduziert. Die
Zugabe von 20ul 100 mM Iodacetamid startete die Alkylierung der Proben. Es
wurde fiir eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln alkyliert. Uberschiissi-
ges IAA wurde mittels weiterer 4 pl DTT entfernt. Es ist notwendig die Harn-
stoffkonzentration vor dem Verdau zu verringern. Daflir wurden 20 pl Ammoni-
umbicarbonatpuffer zugegeben. In Trypsinpuffer alequotiertes Trypsin wurde zu
eine Endkonzentration zugegeben welche einem Verhdltnis von 1:20
(Trypsin:Probe) entspricht. Inkubiert wurde (ber Nacht bei 37 °C, der Verdau
wurde mit 1 pl 10% Ameisensaure gestoppt. Es wurde darauf geachtet dass der
pH-Wert fir die anschlieBende Trennung mit dem Fliissigkeitschromatographen

unter 3 liegt.

3.4.8 Nano-Hochleistungsfliissigchomatochraphie/nano-

Elektrosprayionisations-Massenspektrometrie

Die  Proben aller Experimente wurden  mittels einer  Nano-
Hochleistungsflissigkeitschromatographie/ Elektrosprayionisations-
Massenspektrometrie  (nano-HPLC/nano-ESI-MS) an  einem  Orbitrap-
Massenspektrometer (LTQ Orbitrap XL ETD, Thermo Scientific) gemessen, wel-
ches online Uber Chip-basierte Elektrospayquelle (Triversa NanoMate, Advion)
an ein nano-HPLC-System (nanoAcquity, Waters) gekoppelt ist. Nach Injektion
und anschlieBender Entsalzung der Proben auf einer Vorsdule (Lange, 2 cm,

C18-Material, Waters, verwendete Flussrate 15 pl/min) erfolgte die chromato-
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graphische Trennung mit einer Flussrate von 300nl/min auf einer C18-Saeule
(15 cm, Waters). Es wurde ein 70 min-Gradient verwendet, wahrenddessen der
Verhaltnis von Laufmittel B (Acetonitril, 0.1% Ameisensaure) zu A (Wasser,
0.1% Ameisensaure) von 2 auf 40% gesteigert wurde. Von den Proben wurden
jeweils 9 pl injiziert. Als MS-Methode wurde eine sogenannte Top-6-MS-
Methode verwendet. Automatisch wurde nach einem Delay von 10 min Uber die
gesamte verbleibende LC-MS-Messzeit alternierend je 1 MS-Vollscan in der Or-
bitrap mit einer Massenauflésung von 60.000 gefolgt von 6 MS/MS-Scans von
den intensivsten gerade eluierenden Peaks in der Ionenfalle aufgenommen. Ein

solcher Messzyklus dauert etwa 2 Sekunden.

3.4.9 Datenauswertung und Software

Die Daten wurden auf das Verhalten der unmodifizierten und modifizierten Pep-
tide der Probenproteine nach dem prinzipiellen Verfahren nach 2.2.3 analysiert.
Unmodifizierte Peptide wurden mittels MaxQuant [28] labelfrei quantifiziert. Die
Parameter wurden auf eine Proteinspaltung mit Trypsin und eine maximale An-
zahl verpasster Schnittstellen von 2 gesetzt. Massengenauigkeiten von 20 ppm
fur die First Search und 5 ppm flr die Mainsearch wurden genutzt. Beide Su-
chen wurden auf zwei Datenbanken angewandt. Diese bestanden aus der in
MaxQuant beinhalteten Kontaminanten-Datenbank, welche haufig auftretenden
Verunreinigungen im Arbeitsbereich der Proteomik abdeckten, und der Sequenz
des verwendeten Betalactoglobulin. Die False Discovery Rate wurde flr Peptide
und Proteine auf 0.01 gesetzt. Die raw Dateien der Massenspektren der Ther-
mosoftware Xcalibur wurden mittels msconvert aus dem Protein Wizard Toolkit
in mgf Dateien ungewandelt [29]. Die Quantifizierung der modifizierten Peptide
und die Identifikation der modifizierten Aminosauren wurde Uber einen Work-
flow des Thermo Proteome Discoverer 1.2 realisiert. Dabei wurden die Replikate
der einzelnen Proben jeweils zusammengefasst. Die Spektren wurden in einem
Massenbereich von 350-5000 Da ausgewahlt und gruppiert. Dabei wurden nur

Spektren zu derselben Gruppe annotiert wenn ihre Vorlauferionmasse nicht
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mehr als 5 ppm voneinander abwich und sie nicht langer als 5 Minuten vonei-
nander entfernt gemessen wurden. Die Spektren wurden mittels Sequest Uber
die Swissprot Datenbank Release 2012_01 vom 25.1.2012 mit 534242 Sequen-
zen annotiert. Weitere Suchen wurden lber eine Datenbank mit der Sequenz
von 1BSY und typischen Kontaminanten durchgefiihrt. Die False Discovery Rate
(FDR) lag dabei im strengen Bereich bei 0.01 und releaxet bei 0.05. Die Vorldu-
ferionen-Massentoleranz wurde auf 10 ppm gesetzt, MS/MS Fragmente durften
um 0,5 Da abweichen. Peaks wurden im Event Detector mit einer Massen-
genauigkeit von 2 ppm akzeptiert und die Peakflache mittels des Area Detectors
aus den Spektren integriert. Vernetzte Peptide in den Massenspektren wurden
mittels StavroX identifiziert [30]. Alle Grafen wurden mittels Microsoft Excel er-

stellt. Proteinstrukturen wurden mittels Pymol 1.3 visualisiert.

3.4.10 Untersuchung des Calmodulin/Melittin-Komplexes

In einem Testversuch wurde anstatt Betalactoglobulin Calmodulin bzw. der
Calmodulin-Melittin-Komplex (Tabelle 8) untersucht. Das Probenvolumen wurde
fur diese Messreihe auf 30 pl erhéht. Calmodulin und Melittin wurden mit einer
finalen Konzentration von 12 pM eingesetzt. Es wurde sowohl ein Quenching
sowie eine Untersuchung der Alexa-Fluoreszenz wie fir Betalactoglobulin be-

schrieben, durchgeflihrt.

Probentabelle 1

Puffer Protein Atmosphéare Bestrahlungsbed.
20mM Natriumdihydrogenphosphat ~ Betalactoglobulin A N>O 25ns, 44Skt,
pH7.0, * (bovine) 20 pM 2 125Gy

5 20mM Natriumdihydrogenphosphat  Betalactoglobulin A NLO 25ns, 44Skt,
pH7.0 * (bovine) 20 pM 2 125Gy

3 20mM Natriumdihydrogenphosphat  Betalactoglobulin A NLO 10Js, 44Skt,
pH7.0 * (bovine) 20 pM 2 240Gy

4 20mM Natriumdihydrogenphosphat ~ Betalactoglobulin A N>O 1.501s, 44Skt,
pH7.0 * (bovine) 20 pM 2 580Gy

5 20mM Natriumdihydrogenphosphat ~ Betalactoglobulin A N>O 2.1(1s, 44Skt,
pH7.0 * (bovine) 20 pM 2 1100Gy

6 20mM Natriumdihydrogenphosphat  Betalactoglobulin A NLO 4(]s, 44Skt,
pH7.0 * (bovine) 20 pM 2 2100Gy

7 20mM Natriumdihydrogenphosphat ~ Betalactoglobulin A Luft 1.501s, 44Skt,
pH7. ovine 1l y

H7.0 * (bovine) 20 uM 580G

Tabelle 7: Alle Parameter der Proben des ersten Experiments.
* Proben wurden nach der Bestrahlung mit Tris-HCL zu einer finalen Konzentration von 50 mM gequencht
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Probentabelle 2
#  Puffer Protein Atmosphére :::trahlungs- Replikate
. . Betalactoglobu-
20mM Natriumdihy- - >
1-3 drogenphosphat pH7.0, * ILllr,:AA*gbovme) 20 N0 0Gy 3
. . Betalactoglobu-
) 20mM Natriumdihy- - b 25ns, 44Skt,
4-6 drogenphosphat pH7.0, * :;T\AA*gbovme) 20 N0 106Gy 3
. . Betalactoglobu-
o 20mM Natriumdihy- - b 1,2us, 40Skt,
-9 drogenphosphat pH7.0, * :RAA*&bOV'ne) 20 N0 240Gy 3
10-  20mM Natriumdihy- Eﬁf’g)‘ggﬁ:gg"z‘b O 1,5us, 32Skt, 2
12  drogenphosphat pH7.0, * M, 2 580Gy
Tabelle 8: Alle Parameter der Proben des zweiten Experiments.
* Proben wurden nach der Bestrahlung mit Tris-HCL zu einer finalen Konzentration von 50 mM gequencht
** Proben wurde beim quenchen RNAse A und Cytochrom c zu einer Endkonzentration von 5 UM zugegeben
Probentabelle 3, erste Messreihe
# Losung Protein Atmosphdre Bestrahlungsbed. Replikate
20 mM Natriumdihy-
1  drogenphosphat pH 7.0, - O, 0 Gy 2
5 uM Alexa 488, *
20 mM Natriumdihy-
2 drogenphosphat pH 7.0, - 02 éfon(_::” 20 Skt, 2
5 UM Alexa 488, * y
20 mM Natriumdihy-
3 drogenphosphat pH 7.0, - (o7} %30”(_::” 40 Skt 2
5 UM Alexa 488, * y
20 mM Natriumdihy-
4 drogenphosphat pH 7.0, - 02 i,lozgsém Skt, 2
5 UM Alexa 488, * y
20 mM Natriumdihy- Betalactoglobulin
5 drogenphosphat pH 7.0, A (bovine) 20 (o7} 0 Gy 1
5 uM Alexa 488, * UM
20 mM Natriumdihy- Betalactoglobulin
6 drogenphosphat pH 7.0, A (bovine) 20 02 éfoné" 20 Skt, 1
5 UM Alexa 488, * UM y
20 mM Natriumdihy- Betalactoglobulin
7 drogenphosphat pH 7.0, A (bovine) 20 02 %’;Oné" 40 Skt 1
5 uM Alexa 488, * UM y
20 mM Natriumdihy- Betalactoglobulin
8 drogenphosphat pH 7.0, A (bovine) 20 (o7} i,loz(r;sc,fo Skt 1
5 uM Alexa 488, * UM y
9 20 mM Natriumdihy- Betalactoglobulin
drogenphosphat pH 7.0, A (bovine) 20 N2O 0 Gy 1
5 uM Alexa 488, * Y
20 mM Natriumdihy- Betalactoglobulin
10 drogenphosphat pH 7.0, A (bovine) 20 N2O éfoné" 20 Skt 1
5 uM Alexa 488, * UM y
20 mM Natriumdihy- Betalactoglobulin
11 drogenphosphat pH 7.0, A (bovine) 20 N2O %ésoné’ 40 Skt, 1
5 UM Alexa 488, * uM y
20 mM Natriumdihy- Betalactoglobulin
12 drogenphosphat pH 7.0, A (bovine) 20 N2O i’lozgsc‘;;‘;o Skt, 1

5 uM Alexa 488, *

uM

Tabelle 9a: Alle Parameter der Proben des dritten Experiments
* Proben wurden nach der Bestrahlung mit Tris-HCL zu einer finalen Konzentration von 50 mM gequencht.
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Probentabelle 3,

zweite Messreihe

# Loésung Protein Atmosphare Bestrahlungsbed. Replikate
20 mM Natriumdihy- calmodulin

1 drogenphosphat pH 7.0, 12 UM 02 0Gy 2
5 UM Alexa 488, * H
20 mM Natriumdihy- .

2 drogenphosphat pH 7.0, fglm'\?dulln 02 éfong’ 20 Skt 2
5 UM Alexa 488, * H y
20 mM Natriumdihy- )

3 drogenphosphat pH 7.0, (ltzalm'\zdulln 02 %goné’ 40 Skt, 2
5 UM Alexa 488, * H y
20 mM Natriumdihy- .

4 drogenphosphat pH 7.0, i:zalml\ﬁdulln (o7} i,lozgsém Skt, 2
5 UM Alexa 488, * H y
20 mM Natriumdihy- Calmodulin

5 drogenphosphat pH 7.0, 12 uyM O, 0 Gy 1
5 uM Alexa 488, * Melittin 12 uM
20 mM Natriumdihy- Calmodulin

6 drogenphosphat pH 7.0, 12 uM (o7} 2’430”;’ 20 Sk, 1
5 uM Alexa 488, * Melittin 12 pM y
20 mM Natriumdihy- Calmodulin

7 drogenphosphat pH 7.0, 12 uyM 0> %’gsoné’ 40 Skt 1
5 uM Alexa 488, * Melittin 12 pM y
20 mM Natriumdihy- Calmodulin

8 drogenphosphat pH 7.0, 12 uyM O, 5’102356540 Skt, 1
5 uM Alexa 488, * Melittin 12 pM y

Tabelle 9b: Alle Parameter der Proben des dritten Experiments.
* Proben wurden nach der Bestrahlung mit Tris-HCL zu einer finalen Konzentration von 50 mM gequencht

3.5 Crosslinking Experiment
3.5.1 Crosslinking Reaktion

Betalactoglobulin (20 pM) wurde in einem 20 mM Natriumdihydrogenphosphat-
puffer bei einem pH-Wert von 6,8 mit dem Zerolength Crosslinker 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDC) in einer Konzentration von 10 mM un-
ter Zugabe von Sulfo-N-Hydroxysuccinimid (10 mM) fir 0, 30 und 120 Minuten

zur Reaktion gebracht.
3.5.2 Aceton Fallung

Die Proben wurden zur Entsalzung und Aufkonzentrierung durch die Zugabe
von Aceton (-20 °C) im Verhaltnis 1:2 gefallt. Die Proben wurden im Anschluss
5 Minuten inkubiert und fir weitere 5 Minuten bei 4 °C und 13400 rpm abzent-

rifugiert. Im Anschluss wurden die Proben bei -80 °C fiir eine halbe Stunde in-
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kubiert. Nach einem weiterem abzentrifugieren bei 4°C und 13400 rpm wurde

der Uberstand sofort abgenommen und mit Trypsin proteolytisch gespalten.
3.5.3 Tryptischer Losungsverdau

Der Verdau der Crosslinking Proben wurde analog zu 3.4.7 vorgenommen.

3.5.4 LC-MS und MS/MS

Die LC-MS-Messungen erfolgten analog der Messungen der Footprinting-

Proben.

3.5.5 Datenauswertung und Software

Flr die Identifizierung wurden die Rohdatenfiles mit der Software Proteome
Discoverer (Thermo Fisher) in das herstellerunabhangige Datenformat mgf um-
gewandelt. Die mgf-Files wurden StavroX eingeladen und unter Berticksichti-
gung der Proteinmodifikationen Carbamidomethylierung von Cysteinen sowie
der Oxidation von Methioninen sowie von bis zu 3 Ubergangenen tryptischen
Spaltstellen und einer Massenabweichung von bis zu 10 ppm wurden vernetzte
Peptide gesucht. Die experimentellen MS/MS-Spektren der potentiellen Cross-
linkingprodukte wurden mit theoretischen Spektren abgeglichen und deren Kor-

relation durch StavroX bewertet sowie manuell evaluiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Optimierung der Bestrahlungsintensitat

Die effektiv erzielten Dosen unterschiedlicher Beschleuniger sind schwer mit
einander zu vergleichen. Als ein geeignetes MaB fiir die Abschatzung der erziel-
ten Radikaldosis hat sich die Messung des Fluoreszenzverlustes von Alexa 488
erwiesen. Die durch die Bestrahlung induzierte Hydroxyl-Radikal-Ausbeute wur-
de Uber den Fluoreszenz-Farbstoff Alexa 488 ermittelt. Der Abfall der Intensitat
Uber die Bestrahlungsdosis wurde in Abbildung 7 aufgetragen. Vorexperimente
zeigten lineares Verhaltnis der Fluoreszenz zur Alexa Konzentration.

Es wurde zunachst untersucht, ob und welche der eingesetzten Dosen (0, 540,
780 Gy) in einem Intensitdtsverringerung der Fluoreszenz von Alex 488 resultie-
ren, der eine ausreichende und nicht ibermaBige Modifikation der ausgewahl-
ten Proteine vermuten lasst. Es wurde ein logarithmischer Verlust der Fluores-
zenz der Probe beobachtet (Abbildung 4). Die Dosis 540 Gy resultierte in einem
Fluoreszenzverlust von 62 %, 780 Gy in einem Verlust von 75 % und erreicht
damit von Chance et al. beschriebene ideal Werte [32] um ausreichende Modifi-
kationen zu erzeugen ohne das Auftreten von sekundaren Oxidationen oder
unspezifischen Backbonebriichen zu beglnstigen.

Emissionsverlust von Alexa 488 durch Bestrahlung im linear Beschleuniger

Dosis [Gy] n=2

Log,(Int [%)])

y =-0.0026x - 0.0296
R?=1

Abbildung 4: Verlust der Alexa Fluoreszenzintensitat im log, auf die Dosis in Gy aufgetragen. Der
prozentuale Emissionsverlust ist markiert. Die als ideal angenommene Dosis welche zu einem Fluo-

reszenzverlust von 25 % fuhrt ist in rot markiert
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4.2 Einfluss des Proteinsystems

Es ist bekannt, dass Protein unterschiedlich stark als Scavenger wirken und da-
mit die effektive Radikalkonzentration beeinflussen. Die Alexa-Fluoreszenz kann
zur Normierung verwendet werden.

In Abbildung 5 wurden unterschiedliche Proteine auf ihre Wirkung als Hydroxyl-
Radikal Akzeptor gepriift. Der Protein-Komplex aus Calmodulin und Melittin in
welchem einige reaktive Aminosauren abgeschirmt sein sollten zeigt einen nied-
rigeren Intensitatsverlust als die Probe reinen Calmodulins. Alle Proteinproben
zeigen einen Scavenger Effekt auf die Hydrxylradikale, die Proben reinen Alexas

zeigen einen signifikant hdheren Intensitatsverlust.

Emissionsverlust mit Unterschiedlichen Proteinkonzentrationen und Protein/ Proteinkomplex

Dosis [GY]
0 . . :
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—
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)
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Abbildung 5: Vergleich des Intensitatsverlustes von Alexa 488 zwischen der Hydroxyl-Radikal Scavanger Wirkung von

Betalactoglobulin, Calmodulin und dem Calmodulin-Melittin Komplex.
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4.3 Einfluss der Probenbegasung

Ein weiterer in der Literatur als einflussreich beschriebener Parameter ist die Art
des Gases, mit welchen die Losung gesattigt wurde. Abbildung 6 zeigt den Ver-
gleich der Intensitaten der ersten Bestrahlten Proben des Proteins Betalactoglo-
bulin. Von allen tryptischen Peptiden mit auftretender Methioninoxidation wur-
den die Ionenstrom-Intensitaten aufgetragen. Die Normalisierung erfolgte tber
die LFQ (Labelfreie Quantifizierung) Intensitaten und wurden in Prozentanteilen
zum maximal Wert aufgetragen. Eine N,O-Begasung zeigt konstant hdhere Io-
nenstrom-Intensitaten. Der durchschnittliche Abstand zu den N,O begasten
Proben betragt 13,38 %. Abbildung 7 zeigt die Fluoreszenzemission zweier Pro-
teinproben (5mM Betalactoglobulin) mit Alexa 488 welche unterschiedlichen
Atmosphdren ausgesetzt waren. Die N,O begasten Proben zeigten eine erhéhte
Hydroxylradikal-Ausbeute, die Intensitdtsverringerung ist Uber die Messreihe
54,5 % hoher.

Vergleich Begasung uber lonenstromstarke Vergleich bestrahlter Proben Alexa 488 + 5mM

Betalactoglobulin unterschiedlicher Begasung

Dosis [Gy]
x ON20 Aluft 0@ . : . , ,
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80 1 % % ~_ n=1
T 70 o = o = 14 ~. g
s S S T = "o Y =-0.0022x-0.0206
= 80 4 < s - § *- §
e 5 ° g g £ 15 - . ~_ R¥=0.9959
£ w0 | g g - . S =
2 T seud > S g . ON20 ¢02 N
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20 A A 1469/0') ? AN
i 117.3% 25 y=-0.0034x-0.0308 [
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Peptid

Abbildung 6: Vergleich der Intensitdten verschiedener Abbildung 7: Vergleich der Fluoreszenzemission von Alexa
Peptide mit Methioninoxidation in unterschiedlich gestal- 488+ 5 mM Protein mit N,O und O, Begasung. (n=1)

teten Proben, die prozentualen Abstande sind einge-

zeichnet.(n=1)
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4.4 Sequenzabdeckung und Intensitat

Basierend auf den Voruntersuchungen wurde gepriift, Uber welche Sequenzbe-
reiche von Betalactoglobulin mittels LC-MS abgedeckt werden kénnen und da-

mit mittels Radical Footprinting untersucht werden kénnen.

Es wurden drei Bestrahlungsserien mit gleichen Konzentrationen an Betalacto-
globulin durchgeflihrt. Tabelle 10 zeigt die Sequenzabdeckung Uliber alle Expe-
rimente. Die Sequenzabdeckung beim Ldsungsverdau betrug im Durchschnitt
81 % bei direkter Suche gegen die Sequenz von Betalactoglobulin. Im ersten
Experiment (bis 2100 Gy) wurde gegen die Swissprot Datenbank eine Se-
quenzidentitat von 60.11 % flir das Protein P02754 erzielt (FDR < 5%). Die
Sequenzen sind zu 89,9% identisch im globalen Alignment nach Needleman-
Wunsch. P02754 ist ebenfalls als bovines Betalactoglobulin annotiert und unter-
scheidet sich im Wesentlichen nur durch eine n-terminale Insertion einer 16
Aminosauren langen Sequenz die als Peptid in der Suche nie identifiziert wurde
(Abbildung 9). Die Suchparameter enthielten keine dynamischen Modifikatio-
nen, die identifizierten Peptide enthielten nur Aminosduren im unmodifizierten
Zustand. Im zweiten Bestrahlungsexperiment (bis 620 Gy) betrug die Sequenz-
abdeckung 81,48 % bei einer Sequest-Suche Uber alle Messfiles bei einer False
Discovery Rate < 5 % auf die Betalactoglobulin Datenbank, bei weniger strin-
genter FDR 100%. Dies stellt gleichzeitig die maximale Sequenzabdeckung bei
strikter FDR dar die in allen Experimenten erreicht wurde. Die Peptide —
WENDECAQKK- und -KYLLFCMENSAEQSLUCQ- konnten nie mit einer FDR unter
5% identifiziert werden. Die gleiche Suche Uber die Swissprot Datenbank erziel-
te eine Sequenzabdeckung von 69,66 %. In beiden Fallen erreichten die Kon-

trollen eine geringere Abdeckung als die ersten bestrahlten Proben.
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Sequenzabdeckung bei verschiedenen

Dosen in allen Experimenten

Dosis

Experiment

FDR>5%

FDR<5%

0

0
106
125
280
580
620
1100
2100

2
1
2
1
2
1
2
1
1

100 %

56,74 %
69,11 %
60,11 %
51,69 %
56,74 %
49,44 %
37,64 %
39,33 %

81,48 %
52,81 %
39,11 %
60,11 %
35.96 %
39,33 %
19,10 %
20,79 %
34,83 %

Tabelle 10: die Sequenzabdeckung bei einem

FDR-Treshhold von unter 5% und dartiber fir alle

Experimente gegen die Swissprot Datenbank
(Stand 2012).

Sequenzabdeckung bei unbestrahltem Betalactoglobulin

8l VFKIDALNEN KVLVLDTDYK
121 |CLVRTPEVDD EALEKFDKAL

162 |H I

1LIVTQTMKGL DIQKVAGTWY
1 lVYVEELKPTP EGDLEILLOQK

SLAMAASDISL
WENDECAQKKTI
KYLLFCMENSA
KALPMHIRLSFEF

LDAQSAPLR
IAEKTKIPA
EPEQSLVCQ
NPTQLEEQC

120
160

Abbildung 8: Sequenzabdeckung Top-Sequestsuche gegen die Swissprot mit unmodifiziertem Betalactoglobulin

4.5 Aussagen bzgl. der Oberflachenzuganglichkeit basierend auf der

Intensitatsabnahme unmodifizierter Peptide

Die Intensitaten aller im zweiten Experiment identifizierten Peptide wurden Uber

die Sequenz aufgetragen (Abbildung 9). Man sieht in Abhdngigkeit von der Do-

sis eine deutliche Intensitatsverringerung — ein indirektes MaB fiir die Exposition
der detektierten Sequenzen. Das Peptid 101-KYLLFCMENSAEPEQSLVCQCLVR-

124 ist bereits nach der ersten Bestrahlung nicht mehr identifizierbar. Bei einer

Strahlendosis von 620 Gy konnten nur noch 3 Peptide identifiziert werden, bei

280 Gy sind es noch 15. Eine Einschrankung auf einzelne Aminosauren ist je-

doch mit diesen Daten nicht mdglich. Die Graphen sind in den Abbildungen 13-



Ergebnisse 46

Peptid-Intensitat in Abhé&nigkeit von Dosis und Sequenzposition

100 -
— O — — —
80 a — L] f
X 60 -
dd
Hyd
-ﬁ L
2 40 - —
()]
“E zur Kontrolle normalisiert
- @S 0Gy
280 Gy
@ 620Gy
0 1 1 1
0 50 100 150
Sequenzposition

Abbildung 9: Intensitat der Peptide als Prozentwert zur Maximalen Intensitat von Beta-Lactoglobulin bei unterschiedli-
chen Dosen auf die Sequenz aufgetragen, die Intensitaten wurden auf die Konzentration der unbestrahlten Kontroll-
probe normalisiert.

21 dargestellt. Die Werte wurden auf die gesamt Intensitat des zugegebenen
nicht bestrahlten Proteins bovine Ribonuklease normalisiert. Unter der Annah-
me einer hinreichenden linearen Regression fallen Methionin haltige Peptide
durchschnittlich um 9,5 % ihrer Intensitat pro 100 Gy hoherer Strahlendosis
(PR?=0,89, Abb. 13-15). Die Peptide 125-135 (-TPEVDDEALALEK-) und 125-
138 (-TPEVDDEALALEKFDK-) fallen um durchschnittlich 4,4% (@R?=0,72,
Abb. 12-14) enthalt das Peptid zusatzlich die Aminosauren 138-141 (-
TPEVDDEALALEKFDK-) erhoht sich der Intensitatsverlust auf 7,0%. Das C-
Terminale Peptid erreicht eine Verlustquote von 4,6% pro 100 Gy Dosiserho-
hung bei einem signifikanten Bestimmtheitsmalf3 von 0.998 (Abb. 15). Alle ande-
ren Peptide zeigen einen Verlust von 2,5% / 100 Gy (3R*=0,35).
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I 149-LSFNPTQLEEQCHI-162 n=3

100
g0 | O }) %
¥ =-0.0418x + 90.839

R? = 0.9984

Intensitat [%)]

0 100 200 300 400 500 600 700
Dosis [Gy]

Abbildungen 10 : Intensitéat unmodifizierter Peptide, identifiziert und quantifiziert mittels MaxQuant.

4.6 Relative Quantifizierung der modifizierte Peptide und Identifikati-

on der Oxidationsstelle

Die modifizierten Peptide wurden mit Hilfe der Proteom Discoverer Software
quantifiziert. Alle Daten wurden auf die Gesamtintensitdt des zugegebenen,
nicht bestrahlten Proteins bovine Ribonuklease normalisiert. Es wurde eine Se-
quenzabdeckung von 94,44 % erreicht. Insgesamt konnte der Verlauf von 8
modifizierten Peptiden relativ quantifiziert werden, welche wiederum 54,32 %
der Sequenz von Beta-Laktoglobulin abdecken. Es wurden nur identifizierte Pep-
tide berlcksichtigt welche eine Massengenauigkeit < 5 ppm aufwiesen. Die
Graphen sind in den Abbildungen 11 A-H dargestellt und enthalten auch Pepti-
de, die nicht ausschlieBlich tryptische Spaltstellen aufweisen (Abbildung 11 B).
Es konnten 3 methioninhaltige Peptide relativ quantifiziert werden. Peptide mit
dem Methioninen 7 und 24 zeigen einen starken Anstieg bei fallender Alexa
Fluoreszenz (Abbildungen A, C, D). Im Falle des Methionins 24 konnte nur ein
semitryptiches Peptid identifiziert werden. Die Peptide -ALKALPMHIR-, welches
das Methionin 145 enthdlt, sowie das C-terminale Peptid -LSFNPTLQEECHI-
konnten zuerst nach der ersten Bestrahlung identifiziert werden. Letzteres in
diesen Proben bereits nur als modifiziertes Peptid (Abbildung 11 C, E). Das Pep-
tid -TPEVDEALEK- weist nach den ersten Bestrahlungen den grdéBten beobach-
teten Fehler auf. Die Peptide welche Methionin 145 enthalten zeigte es bereits
einen hohen Grad an Modifikation, welcher mit steigender Dosis schnell 100 %
erreicht (Abbildung 11 C). Das Peptide -VLVLDTDYK- konnte nicht modifiziert
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identifiziert werden. Die MS/MS-Spektren der als modifiziert erkannten Peptide
wurden auf den typischen Massenshift von +16 Da einer Hyrdoxylgruppenaddi-
tion untersucht. Peptide die als modifiziert validiert wurden und ihre detektier-

ten Modifikationsstellen sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
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Abbildung 11: Verhaltnis der Peakflache modifizierter Spezies gegen die Gesamt-Peakflache des Peptides, aufgetragen
gegen den log, der Verringerung der Intensitét von Alexa 488.
* semitryptisches Peptid

MS/MS-Spektrum des Peptides ALKALMPHIR mit Massenshift am Methionin145
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Abbildung 12: Identifizierter Massenshift am Methionin 145 in —ALKALPMHIR- bei 106 Gy.
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Gefundene modifizierte Peptide und Modifikationsstellen mit XCorr

" . Masse Modifikations- XCorr
Position Peptid [Da] AM stellen (Score)
M 145 1,8
142-148 ALPMHIR 837,48 -0,1 P 144 15
H 146 15
M 145 2,0
139-148 ALKALPMHIR 1149,69 1.3 | 147 1,9
H 146 1,9
M7 3,2
113 LIVTQTMKGLDIQK 933,54 0.1 T6 2.8
T4 3,1
Vv 128 3,2
125-135 TPEVDDEALEK 1245,58 0,9 K 135 3,0
L 134 2,7
L 133 34
125-138 TPEVDDEALEKFDK 1635,76 1,0 K 135 3,2
Vv 128 3,2
M 24 54
21-40 SLAMAASDISLLDAQSAPLR* 2046,04 1,7 L 29 51
P 38 4,6
L 156, H 161 2,355
150-162 LSFNPTLQEECHI 1658,83 1,6 L 149,1 162 2,313
T 154, H 161 2,178

Tabelle 11: Identifizierte modifizierte Peptide mit wahrscheinlichen Oxidationsstellen und XCorr.



Ergebnisse 52

4.7 Crosslinking-Experimente mit dem Crosslinker EDC

Bei der Reaktion von Proteinen mit dem Crosslinker EDC kdnnen Amingruppen
des Protein N-Terminus oder von Lysinen mit Carboxylgruppen von Asparagin,
Glutaminsaure oder des Protein C-Terminus vernetzt werden, wenn sich diese
funktionelle Gruppen auf Grund der Flexibilitdt der Proteinkonformation auf ei-
nen Abstand von unter 3 A anndhern kénnen. Die maximalen CB-CB-Absténde
zwischen den vernetzten Peptiden ergeben sich aus der Lange der verbundenen
Seitenketten. Der maximale Abstand den die Seitenketten verbunden Uberbri-
cken koénnen, betragt bei einer Bindung zwischen Lysin und Aspargin 7,8 Da,

bei Lysin und Glutaminsaure 8,7 Da.

4.6.1. Identifizierte Crosslinking Produkte

Die Spektren der mdglichen vernetzten Peptide wurden genau auf Massenab-
weichungen geprift und im Falle eines Sequenzabstandes von Null mit den

Spektren des nicht vernetzten Peptides verglichen.

Fir die Identifizierung von Crosslinking-Produkten wurden folgende Kriterien

gesetzt:

- Massenabweichung zwischen experimentell bestimmter und theoretische

Masse von unter 5 ppm

- Gute Korrelation zwischen experimentellen und theoretischen MS/MS-
Spektrum

- Kein StavroX-Score unter 20 (zusatzliche manuelle Evaluierung)

Tabelle 12 zeigt alle Peptide die Anhand ihrer mittels MS bestimmten Masse des
Vorlauferions sowie der MS/MS-Spektren (siehe Abb. 13) als mdgliche vernetzte
Peptide identifiziert wurden. Tabelle 13 zeigt alle mdglichen Crosslinks. Mit Hilfe
des Programms XWalk wurden fiir diese Crosslinks zusatzlich die Distanzen im
PDB-Eintrag 1BSY sowie Informationen bzgl. der SAS ermittelt.
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Mittels StavroX2.0.6 und Validierung der MS/MS-Spektren ausgewahlte Crosslinking-Kandidaten

Peptid 1 Position Peptid 2 Position Score

Reaktionszeit 30 min

[TKIPAVFK] 76-83 [IDALNENK] 84-91 60

Reaktionszeit 120 min

[AEK] 71-75 [IDALNENK] 84-91 49
[IAEK] 71-75 [TKIPAVFK] 76-83 46
[IAEKTK] 71-77 [IDALNENK] 84-91 91

Nach beiden Reaktionszeiten identifiziert

{LIVTQTMK] 0-8 [GLDIQK] 9-14 42
[VYVEELK] 41-47 [PTPEGDLEILLQK] 48-60 101
[KIIAEK] 70-75 [TPEVDDEALEK] 125-135 37
[IPAVFK] 78-83 [IDALNENK] 84-91 84
[IPAVFK] 78-83 [WENDEZAQKK] 61-70 24
[TPEVDDEALEK] 125-135 [FDK] 136-138 55
[TPEVDDEALEK] 125-135 [FDKALK] 136-141 63
[TPEVDDEALEKFDK]  125-138 [ALK] 139-141 63
[IAEKTK] 71-77 [IPAVFK] 78-83 46

Tabelle 12: Alle mittels StavroX2.0.6 und Validierung der MS/MS-Spektren ausgewahlten Crosslinking-Kandidaten.
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Beispiel MS/MS-Spektrum mit moglichem Crosslink zwischen den Peptiden -IDALNENK-
und -IIAEKTK- an den Positionen K91 und E74.
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Abbildung 13: MS/MS-Spektrum mit identifizierten Massenabweichungen die zu einem Crosslinkereignis zwischen K91
und E74 passen. Rot markierte Peaks haben eine Ladung von 3+, schwarz markierte 2+.

Mittels XWalk ermittelte Abstande zwischen mdglichen Reaktionspartnern fiir EDC

1. Amino- Position 2. A"mino- Position Sequenz-  euklidischer SAS Ab-
sdure sdure abstand Abstand stand
LYS 101 ASP 98 3 5.4 5.9
LYS 135 ASP 96 39 6.2 6.4
LYS 47 GLU 55 8 4 5.1
LYS 75 ASP 53 22 5.7 6.6
LYS 83 GLU 74 4.9 4.6
LYS 60 GLU 62 5.6 5.8
LYS 91 GLU 108 17 5.7 6.1
LYS 138 GLU 134 4 6.2 6.5
LYS 70 GLU 55 15 6.6 7.2
LYS 75 GLU 51 24 7.9 8.4
LYS 83 GLU 89 6 7.9 8.6
ASP 137 LYS 141 4 6.7 6.8
ASP 85 LYS 83 2 6.9 7.4
ASP 137 LYS 135 2 7.4 8.3

Tabelle 13: Alle Abstéande fur moglichen mittels tryptischer Spaltung erkennbarer, Crosslinks in Betalacto-
globulin, der Treshhold der Werte entspricht der maximalen L&ange der verbundenen Seitenketten in idealer,
planarer Konformation. Hervorgehobene Zeilen entsprechen Positionen in gefundenen Peptiden, kursive
enthalten Positionen in nicht identifizierten Peptiden.
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5 Diskussion
5.1 Energiedosis und Proteinsystem

Bei der Bestrahlung von Proteinen ist auf eine angemessene Energiedosis zu
achten. Die stark sinkende Sequenzabdeckung und geringe Intensitdten im
Massenspektrum deuten bei Energiedosen von 620 Gy bereits auf radiolytische
Backbonebriiche und ungewdhnliche Oxidationsereignisse hin (Abbildung 9).
Proteine mit einer hohen Anzahl an zuganglichen reaktiven Seitenketten sollten
mit einer hoheren Konzentration an Hydroxylradikalen behandelt werden um
eine optimale Auflésung zu erzeugen. Der Fluoreszenz-Farbstoff Alexa 488 bin-
det Hydroxyl-Radikale und verliert dadurch seine Fluoreszenz [31]. Der Emissi-
onsverlust steht in exponentiellem Zusammenhang mit der freien Hydroxylradi-
kal Konzentration. Nach Chance et. al. sollte die Emission des Farbstoffes in
den bestrahlten Proben auf circa ein Viertel das Ausgangsemission fallen [32].
Abbildung 4 zeigt dass dies bei purem Alexa bei einer Energiedosis von 780 Gy
erreicht wird. Geldste Proteinsysteme zeigen unterschiedliche Scavangereffekte
die bei der Planung der Messreihe unbedingt beachtet werden missen [33]. In
Abbildung 5 ist zu sehen das Proteine wie Calmodulin, mit bis zu 10 reaktiven
Methioninen, die Fluoreszenz um bis zu 30-40 % verringern kdnnen. Betalacto-
globulin enthalt 4 Methionine von denen eines vom Lésungsmittel abgeschirmt
sein sollte. Die Sequenz von Calmodulin enthdlt 10 Methionine, welche wesent-
lich an der Abnahme von Hydroxyl-Radikalen in der Losung beteiligt sein soll-
ten. In Vorexperimenten sollte dieser Sachverhalt geprift werden und fir jedes
Proteinsystem die geeigneten Bestrahlungsbedingungen optimiert werden. Es
ist von Vorteil mit hohen Energiedosen zu beginnen und eventuell die Messrei-
hen nach unten fortzusetzen. Die Anzahl an zuganglichen reaktiven Aminosau-
ren kann ein Anhaltspunkt flr die Starke des Scavengereffektes in der Probe
sein. Allerdings ist die Vorhersage der SASA an hoch aufgeldste Strukturen ge-
bunden, welche oft nicht verfiugbar sind [34]. Die Messwerte legen nahe, dass
fur den verwendeten Beschleuniger Strahlendosen von 106 bis 1200 Gy ausrei-

chende Mengen an Hydroxylradikalen erzeugen sollten, auch wenn in den bis-
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herigen Experimenten nur Massenshifts von +16 Da beobachtet werden konn-

ten.

5.2 Probenbegasung

Zur Begasung der Proben standen verschiedene Optionen zur Verfiigung. Disti-
ckstoffmonoxid ist ein starkes Oxidationsmittel bzw. ein Sauerstoffibertrager
und wurde als geeignete Atmosphdre in Betracht gezogen. Bekannte Reaktio-
nen von Sauerstoffspezies wahrend der Radiolyse von Wasser lieBen einen po-
sitiven Einfluss von Sauerstoff auf Radikalbildung schlieBen (Tabelle 1). Es ist
davon auszugehen das Distickstoffmonoxid die gleichen Wechselwirkungen mit
der flissig Phase eingeht wie molekularer Sauerstoff. Die Zusammensetzung
der Atmospharenluft liegt im trockenen Zustand bei 78,08 % Stickstoff, 20,95
% Sauerstoff und 0,97 % anderen Gasen [35]. Die Ldslichkeit von molekularem
Stickstoff liegt bei 25°C und einer Atmosphare bei circa 17 mg/L, die von Sau-
erstoff bei 40 mg/L [36]. Die Effektivitdt der Radiolyse in Atmospharen Luft soll-
te damit durch einen geringeren Anteil an Oxidationsmittel in der Fllssigphase
sinken. Rickschlisse auf den Einfluss der Atmosphare zur gesamt Effizienz soll-
ten erkennbar sein. Abbildung 6 zeigt klar einen quantitativen Unterschied zwi-
schen dem gemessenen Ionenstrom bei jeder Bestrahlungszeit. Im Durschnitt
unterscheiden sich die gemessenen Intensitaten bei reaktiven Peptiden um ca.
10%. Die Quer- und Riickreaktionen bei der Radiolyse sind noch nicht vollkom-
men erforscht. Takahashi et. al verdffentlichten 2004 einen Letter in dem sie
Uberlegungen zu der Wirkung von N,O als e,q” Scavenger anstellten und expe-
rimentell Uberpriften das die Reaktionsgeschwindigkeit von N,O bei einer Be-
strahlung leicht unter der molekularem Sauerstoffs liegt (N,O: 9,36%10° Ms™
0,: 1,9%10°M1s!) (23, 37). Das primér bei der Radiolyse entstehende hydrati-
sierte Elektron reagiert mit molekularem Sauerstoff, Uber das reaktive Super-
oxidanion-Radikal als Mediat, schnell zu Hydroxyl-Radikalen (mit eag-), Sauer-
stoff (Hydroxyl-Radikal, Oxidanion Radikal) und oder Hydroperoxy-Radikal
(Wasserstoffperoxid) ab [38, 39]. Distickstoffmonoxid reagiert mit e,y Uber ein

Sauerstoffanion zu Hydroxylradikalen. Der Vorgang ist allerdings weniger gut
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aufgeklart als die Reaktionen mit Sauerstoff. Die Ergebnisse legen nahe das das
unter anaeroben Bedingungen gebildete Sauerstoffanion eine schneller Reakti-
onskinetik und hohere Umsetzung zu Hydroxyl-Radikalen erféhrt als das Super-
oxidanion welches unter anderem mit Sauerstoff zu Hydroxidionen reagiert
(siehe Tabelle 1) [40]. Die komplexen Reaktionen bei der Radiolyse von Wasser
ist gepragt durch ein Pseudogleichgewicht von Ketten-, Quer- und Rickreaktio-
nen auf welches der Scavenger-Effekt von Soluten einen nicht proportionalen
Einfluss hat [41, 42]. Die vorliegenden Daten belegen nicht klar einen absoluten
Vorteil einer Distickstoffmonoxid Atmosphare (iber eine Sauerstoffatmosphare.
Fir die durchgefiihrten Experimente scheint sie allerdings einen beobachtbaren

Vorteil bei der Erzeugung von Hydroxylradikalen zu haben (Abbildung 7).

5.3 Sequenzabdeckung und Intensitat

In allen Experimenten konnten 69,1-100 % der Sequenz von Betalactoglobulin
abgedeckt werden. Diese Sequenzabdeckung kdnnte durch den Einsatz weiterer

Peptidasen beim Verdau noch weiter gesteigert werden.

Eine Herausforderung flir gangige Suchalgorithmen ist das Auftreten von vielen
verschiedenen Modifikation sowie unspezifischen Backbone Briichen [43]. Es ist
mit den vorhandenen Datenbank Suchalgorithmen nicht méglich den gesamten
Suchraum, mit allen mdglichen Permutationen, mit einer hinreichenden False
Discovery Rate (FDR) zu analysieren. Die Anzahl an mdglichen Permutationen
ergibt sich aus den 14 reaktiven Aminosauren und den 11 auftretenden Modifi-
kationen (iber die Lénge der Aminosiure Sequenz. Uber eine Sequenzldnge von
162 Aminosauren ergab sich bei Betalactoglobulin eine Anzahl von rund
3,95%10'® méglichen Oxidationsmustern, aufgeteilt auf Peptide durch 18
Trypsin Spaltstellen. Deshalb wurden flir diese Analyse alle Suchen zur Bestim-
mung der Sequenzabdeckung zundchst ohne Berlicksichtigung dynamischer
Modifikationen durchgefiihrt. Die generelle Sequenzabdeckung sinkt mit stei-
gender Strahlungsdosis und deutet auf Oxidationsereignisse hin, die es dem

Suchalgorithmus so nicht mehr erlauben die Peptide zu identifizieren. Eine Ver-
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ringerung der Anzahl identifizierter, unmodifizierter Peptide mit steigender
Strahlendosis ist das zu erwartende Resultat. Einige Peptide konnten allerdings
erst nach der ersten Bestrahlung mit MS identifiziert werden. Die Sequenzabde-
ckung war zum Teil in bestrahlten Proben geringer Dosis hdher als in den kor-
respondierenden Kontrollen (Tabelle 10). Ein Steigerung der Effektivitat der
tryptischen Proteolyse nach Proteinbestrahlungen wird schon seit langem beo-
bachtet und kénnte in Zusammenhang mit unspezifischen Spaltungen stehen
[44]. In direkten Suchen gegen eine kleine Datenbank, die lediglich die Sequenz
des Probenmolekil anstatt aller humaner Proteine enthielt, konnte die Abde-
ckung deutlich verbessert und die Suchgeschwindigkeit erhéht werden. Um fal-
sche Identifizierung zu vermeiden wurde eine FDR-Bestimmung durchgefiihrt
und nur Peptidtreffer mit einer FDR<5 % bericksichtigt. Sharp et al. [45]
konnten in ihren Experimenten Betalactoglobulin bei einer Bestrahlung von 260
Gy uber 480 ns eine Sequenzabdeckung von 100% erreichen. Im Gegensatz zur
vorliegenden Arbeit verifizierten Sharp et al. alle Spektren von Hand, dement-
sprechend wurde keine FDR angegeben. Ein direkter Vergleich ist daher nur
bedingt moglich. Um verifizierbare, reproduzierbare und vergleichbare Ergeb-
nisse zu erzielen ist die Nutzung einer Datenbanksuche mit wohldefinierten Pa-
rametern zu empfehlen. Im Sequenzplot ist erkennbar das auch die Intensitaten
der einzelnen Peptide Uber die Energiedosis stark abfallt (Abbildung 9). Methio-
ninhaltige Peptide sind frih nicht mehr identifizierbar. Der Sequenzabschnitte
10-40 ist bereits in der Kontrolle nicht zu identifizieren und bildet einen blinden
Fleck. Es konnte nur ein um 6 Aminosauren kiirzeres semitryptisches Protease-
produkt des Peptides 15-VAGTSLAMAASDISLLDAQSAPLR-40 identifiziert wer-
den. Das Peptid 101-KYLLFCMENSAEQSLUCQCLVR-124 konnten nur in den un-
bestrahlten Kontrollen identifiziert werden. Dieser Sequenzabschnitt enthalt vie-
le reaktive Aminosauren mit jeweils hoher L&sungsmittelzuganglichkeit und
kdnnte ein Angriffspunkt flir ungewohnliche Oxidationsereignisse sein. Bei bei-
den Peptiden ist aufgrund ihrer Lange und der enthaltenen Aminosduren eher
von einer Menge an Modifikationen auszugehen die sie aus dem erfassbaren

Ereignisraum drangen, als von einem grundlegenden Problem bei der Detektion
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im MS. Die Massen der Peptide 61-WENDECAQKK-70 und 101-
KYLLFCMENSAEPEQSLVCQ-124 konnten in keiner Probe gemessen werden.

5.4 Verlust unmodifizierter Peptide

Methionine und Cysteine stellen dank ihrer Schwefelgruppe die reaktivsten
Gruppen in Zusammenhang mit Hydroxyl-Radikalen dar. Dies erklart den beina-
he doppelt so starken Intensitatsverlust der methioninhaltigen Peptide. Das ein-
zige cysteinhaltige Peptid —LSFNPTQLEEQCHI- zeigt zwar sinkende Intensitaten
allerdings keinen vergleichbaren Verlust zu den methioninhaltigen Peptiden. Am
Peptid -TPEVDDEALEK- lassen sich die Modifikationsstellen gut nachvollziehen.
Eine Veranderung der Intensitét Ilasst sich erst am Peptid -
TPEVDDEALEKFDKALK- erkennen. Die Hauptoxidationsstellen dieser Peptid-
gruppe mussen sich in den Aminosauren 125-135 und 139-141 befinden. Neben
dem MS/MS-Spektrum stellt dies eine weitere Verifizierung der Modifikations-
stellen L134 und K135 dar. Diese Oxidation tragt ein Drittel zum Intensitatsver-
lust des Peptides -TPEVDDEALEKFDKALK- bei. Die n-terminalen Peptide lassen
sich dhnlich aufschlisseln und zeigen dass die wesentlichen Modifikationsstellen
sich im Peptidabschnitt 1-8 befinden mussen. Das Methionin 7 ist hier als reak-
tivste Aminosaure zu favorisieren. Das Verhalten aller Peptide zeigt dass die
Annahme eines lineareren Zusammenhangs zwischen Dosis und Intensitat ge-
rechtfertigt ist. Im Peptid -VLVLDTDYK(K)- konnten Uber die MS/MS Spektren
keine Modifikation festgestellt werden, das Verhalten zeigt allerdings klar das
eine sich Uber die Bestrahlungsintensitat steigernden Intensitatsverlust eine
Modifikation bedingt. Diese deckt sich trotz der fehlenden Identifizierung in den
Datenbanksuchen mit der von Sharp et. al. identifizierten Oxidation an Tyrosin
99.
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5.5 Identifizierte Modifikationen und Dynamik oxidierter Peptide

Der GroBteil der identifizierten Modifikationsstellen stellen gleichzeitig die am
besten vom Ldsungsmittel zu erreichenden Vertreter ihrer Spezies dar, oder
sind zumindest moderat dem Lésungsmittel zuganglich. Von den 16 identifizier-
ten Modifikationsstellen decken sich nur 5 mit den von Sharp. et al. veréffent-
lichten. Was Zweifel an der Methode der Datenbank gestitzten Spektrenanalyse
im Vergleich zur Verifizierung durch einen Wissenschaftler aufruft. Die identifi-
zierten Modifikationen befinden sich allerdings zu groBen Teilen innerhalb der

gleichen tryptischen Peptide und sind sequenziell sehr nah.

Die von Sharp et al. publizierte Genauigkeit konnte nicht erreicht werden. Die
Verhaltnisse wurden Uber die Verringerung der Fluoreszenz im log, aufgetragen
um eine bessere Regression zu ermdglichen. Durch diese Vorgehensweise kor-
relieren die Geraden ndher an die tatsachliche, unbekannte Hydroxylradikal-
Konzentration. Die erhaltenen Gleichungen decken sich im Verhalten mit den
Erwartungen und zeigen ein stark zunehmendes Oxidationsverhdltnis bei stei-
gender Energiedosis. Bei alle Peptiden die Uber die Messreihe ein steigendes
Verhaltnis aufzeigen konnte bereits ein Intensitatsverlust der unmodifizierten
Peptide festgestellt werden. Das C-terminale Peptid 140-LSFNPTLQEECHI-162
ist bereits nach einer Bestrahlung von 106 Gy durch den Sequestalgorithmus
nicht mehr unmodifiziert identifizierbar. Die Label freie Quantifizierung von Max
Quant war im selben Experiment in der Lage die Intensitaten des unmodifizier-

ten Peptides in allen Proben zu identifizieren.

Wie in der Arbeit von Sharp et. al. war es auch in dieser Arbeit nach abschlie-
Bender Betrachtung nicht mdglich das Methionin 107 oxidiert zu identifizieren
oder Uber die Messreihe bei den verschiedenen Strahlendosen zu charakterisie-
ren. M 107 kann nur in einem 12 AS langem Peptid identifiziert werden. Seine
hohe SASA und die der AS in seiner Nahe machen es wahrscheinlich das Oxida-
tionsereignisse stattfanden die nicht beobachtet werden konnten. Auch durch
die Betrachtung weiterer semitryptischer Peptide konnten keine neuen Informa-

tionen gewonnen werden. Die Oxidation des Methionin 24, trotz seiner Position
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im inneren der Struktur, die in beiden Arbeiten beobachtet werden konnte, deu-
tet auf ein nicht zufélliges Ereignis hin. Der kurze Zeitraum zwischen Bestrah-
lung und dem stoppen der Reaktionen durch TRIS-HCL kdnnte ausgereicht ha-
ben um zu sekundaren Oxidationen zu flihren wie sie an Methioninen beobach-
tet werden kénnen [46]. Dieser Annahme widerspricht die Tatsache dass in kei-
ner der Arbeiten Cysteine modifiziert wurden. Die Seitenkette von M 107 befin-
det sich auf der Innenseite des Beta-Barrels in welchem Betalactoglobulin klei-
nere Fettsduren bindet und wirde bei der Untersuchung dieser Komplexe wert-

volle Informationen liefern.

Von 4 Methioninen konnten im Experiment nur 2 in tryptischen Peptiden beo-
bachtet werden. Im Peptid 15-VAGTVYSLAMAASDISLLDAQSAPLR-40 treten
nachweislich Modifikationen an Methionin 24 auf, welches im Model 1BSY keine
Lésungsmittelzuganglichkeit  besitzen  (SASA=0). Das  Peptid 21-
SLAMAASDISLLDAQSAPLR-40 wurde auch von Sharp et al. in Ermangelung des
tryptischen Peptides zur relativen Quantifizierung verwendet. Das Peptid konnte
bereits in den Kontrollen oxidiert nachgewiesen werden. Auch Sharp et al.
konnten diese Modifikation trotz der geringen Ldsungsmittelzuganglichkeit in
ihren Experimenten beobachten. Sharp et al. erreichte dabei ein Verhaltnis von
0,1184, das erreichte Verhaltnis in dieser Arbeit lag bereits bei der Kontrolle bei
0,56, der entsprechende Fehler bei 0,14. In der Arbeit von Sharp et al. findet
die Anzahl der Replikate keine Erwahnung. Es ist leider nicht mdglich abzu-
schatzen ob eine héhere Anzahl den Fehler minimieren wirde. Zwar wird das
Methionin hauptsachlich von Loop-Regionen abgeschirmt doch haben diese
vergleichbar niedrige b-Faktoren. Bei genauer Analyse der Struktur von 1BSY
fallt ein in der Struktur eingeschlossenes Wassermolekil auf (Abbildung 15).
Dieses hat einen Abstand von weit weniger als einem Da und kann als die Ursa-
che der Oxidation an Methionin 24 gesehen werden. Es ist mdglich dass die zu-
geflihrte Energie auch ein isoliertes Wassermolekiil spaltet und ein Radikal mit

der Seitenkette reagieren kann.
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In der Struktur von 1BSY eingeschlossenes Wassermolekil nahe Methionin 24

ﬁ-.?:rl]l%uzng 14: In die Struktur von 1BSY eingelagertes Wassermolekil als mégliche Ursache fur die Oxidation von Me-
Alle aus dem Experiment erhaltenen Daten sind in Abbildung 16 dargestellt.
Mittels aller beobachtbaren Oxidationsereignisse sind wir in der Lage 42,0 %
der Sequenz des Proteins zu Uberblicken. Dies entspricht 47,7 % der Oberflache
von Betalactoglobulin. In Abbildung 17 sind dieselben Informationen in der
Struktur von Betalactoglobulin gezeigt. Die b-Faktoren geben Auskunft Uber
variable Oberflachenbereiche. Die Grafik zeigt den klaren Zusammenhang zwi-

schen Losungsmittelzuganglichkeit und Oxidationserfolg.

Sequenzabdeckung, Dynamiken der Peptide und identifizierte Modifikationsstellen in der Sequenz
von Betalactoglobulin

l modifizierte AS

F B sLaMzasDlSIIDAQSA

WENDECAQ D Dynamic mod. Pep.

l Dynamic unmaod. Pep.

l Identifizierte Pep.

Abbildung 15: Zusammenfassung der erhaltenen Informationen aus den Bestrahlungsexperimenten.
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Sequenzabdeckung, Dynamiken der Peptide und identifizierte Modifikationsstellen in der Struktur
von Betalactoglobulin

niedrig

nichtident.

Iident.

dyn. unmod
dyn. mod

.Mod.-SteIIen

Modifikationen und Sequenz-
Oberflachenzugénglichkeit abdeckung

Abbildung 17: Zusammenfassung der erhaltenen Informationen aus den Bestrahlungsexperimenten in der Struktur von
1BSY.

4.6.2 Evaluierung der gefundenen Cross-Links

Da sich gerade in Loop-Bereichen die Konformation der Backbone dynamisch ist
bzw. in vielen Formen vorliegen kann wurde die Strukturen von 7 Sequenzana-
logen und 13 Strukturanalogen auf ihre Abstande untersucht. Das Struktura-
lignment von 1BSY und 1CJ5, der Strukturen mit den gréBten Abweichung zu
1BSY (94% Identitat, Z-Wert 16,5) welche noch eine identische Sequenzléange
zu 1BSY aufweist ist in Abbildung 17 dargestellt.
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Sequenzalignment von 1BSY und 1C35

Abbildung 17: Sequenzalignment mittels Pymol von 1BSY (rot) und 1CJ5
(weiB).

Ausgehend von diesen Strukturen wurden die Distanzen der gefundenen Cross-
links in den PDB-Strukturen 1BSY, 1BSO, 2BLG, 3BLG, 3NQ3, 3UEX, 3PH5,
3UEW, 1GX8, 1GX9, 3NPO, 1B0O, 4DQ3, 4DQ4, 3QZJ, 3QZK, 1GXA, 1BSQ,
1BEB und 2R56 ermittelt, sowie zusatzliche mogliche Distanzen bestimmt. Das
Struktur Alignment wurde mit Dali Lite durchgefiihrt [47], Strukturen wurden in
Betracht gezogen wenn die die Sequenzlange 162 hatten und keinen Z-Wert
unter 15. Zur Bestimmung sequenzahnlicher Proteinannotationen wurde Blast

und die Blossum80 Substitutionsmatrize verwendet.
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Gefundene mittels EDC vernetzte Peptide

errechne- gemessene

te Masse Masse Abw. Petidl Peptid 2 AS1 AS2
Reaktionszeit: 30 min
1571.8799 1571.8792 0.5 ppm [IPAVFK] [IDALNENK] Lys 83 Glu 89
1571.8799 1571.8792 0.5 ppm [IPAVFK] [IDALNENK] Lys83 Asp85 |*
2313,2589 2313,2588 0,0 ppm [VYVEELK] [PTPEGDLEILLQK] Lys47 Glu55
Lys Glu
1947,9878 1947,9910 -1,6 ppm [TPEVDDEALEK] [FDKALK]
138 134
Reaktionszeit 120 min
1457.9094 1457.909 0.3 ppm [lIAEK] [TKIPAVFK] Lys 83 Glu74
1457.9094 1457.909 0.3 ppm [IIAEKTK] [IPAVFK] Lys 83 Glu74
1457.9094 1457.909 0.3 ppm [lIAEK] [TKIPAVFK] Lys77 Glu74 |*

Tabelle 14: mittels StavroX2.0.6 identifizierte vernetzte Pepide von Betalactoglobulin.
* Peptide deren Abstand nur in anderen Strukturen von Betalactoglobulin validiert werden konnte.

Gefundene mittels EDC vernetzte Peptide in der Struktur

Glu 89

Glu 134

Abbildung 18: Gefundene Crosslinks in 1BSY .

Durch das Crosslinking Experiment sollte geprift werden ob sich durch eine
weitere Methode der MS-basierten Strukturaufkldarung Daten erzeugen lassen
welche die bisherigen Erhebungen unterstiitzen. Es konnten 5 vernetzte Peptide
identifiziert werden sowie 2 mogliche Crosslinks zu Di- oder Oligomeren. Von
den 14 mdoglichen Crosslinks wurden zwar nur wenige identifiziert diese liegen
aber gerade in den fir die Transitionen bedeutenden Regionen. Wahrend die
Abstande zwischen den AS K 138- E 134 und k 47-E 55 direkt in Sekundarstruk-

turen liegen, liefern die verbliebenen Crosslinks Informationen (ber variable
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Loopbereiche. Die Peptide K 138- E 134 und k 47-E 55 eignen sich um eine
Mindestlange der Helix und des c-terminal ausgerichteten Beta-Faltblattes II zu
bestimmen. Die verbliebenen Crosslinks liegen in oder verbinden den EF und
den GH-loop. In pH korrelierten Studien lieBe sich die SchlieBung des EF-loops
bei Transitionen im niedrigen pH-Wert-Bereich untersuchen. Dazu misste aller-
dings das Zeitproblem das sich aus der geringen Stabilitat der Crosslinkingrea-
genzien bei der Arbeit mit EDC im sauren Bereich ergibt beachtet werden. Ein
Vergleich zur Betalactoglobulin Variante B welche im neutralen Bereich einen
geschlossenen EF-Loop aufweist ware sehr aufschlussreich. Mit Ausnahme des
Crosslinks K138-E 134 befinden sich die identifizierten Crosslinks in Bereichen in
welchen nur wenige Reaktionen mit Hyrdoxyl-Radikalen beobachtet werden
konnten. Die AS welche reagierten wiesen eine durchschnittliche SASA von circa
80 auf, das Minimum war E 55 mit 39,8. Die niedrigen Geschwindigkeits-
konstanten von Glutaminsdure, Asparginsaure und Lysin mit Hydroxyl-Radikalen
ermdglichten eine héhere Abdeckung in diesen Bereichen durch die Benutzung
von EDC. Zwischen den Peptiden 70 -75 und 125 — 135 wurden MS/MS Spek-
tren gemessen die eine Vernetzung nahe legten. Die Peptide sind an gegensatz-
lichen Seiten des Proteins gelegen und kdénnten Hinweise auf die Bildung des
asymetrischen Dimers sein. Die Kooperation beider Methoden gibt hier die
Moglichkeit diese Hypothese zu verwerfen da das Peptid 125-135 (-
TPEVDDEALK-) eindeutig als oxidiert und damit als nicht durch ein poten-
tielles Dimer vom Ldsungsmittel abgeschirmt identifiziert wurde. Der
Crosslink konnte mittels Hydroxyl-Radikal Footprinting als Falsch Positiv
identifiziert werden. Der zweite Kandidat flr einen Crosslink zwischen
zwei Betalactoglobulin Proteinen ist zwischen den Peptiden 78-83 und 61-
70. Beides sind Bereiche die der Aufklarung durch Radikal Probing Prob-
leme bereiteten. -WENDECAQKK- konnte in einer Datenbanksuche bisher
nicht identifiziert werden und —-IPAVFK- konnte bei der manuellen Sich-
tung des Spektrums nur ohne Massenabweichung erkannt werden. Beide

Peptide tauchen auch bei Sharp et al. nicht modifiziert auf.
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6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit war es die Methode des Hydroxylradikal Protein Footprin-
tings am Helmholtzzentrum flir Umweltfoschung — UFZ zu etablieren und auf

die Untersuchung des Modellproteins Betalactoglobulin anzuwenden.

Wichtige Parameter fiir den Erfolg eins Hydroxylradikal Proteinfootprinting Ex-
periments, wie die u.a. die Bestrahlungsintensitdt und die Pulslange, die Pro-
benbegasung sowie die Messung mittels LC-MS und die Datenauswertung konn-
ten hinreichend charakterisiert und optimiert werden. Dazu wurde zunachst die
relativen Mengen oxidativer Spezies in den bestrahlten Proben Uber die Verrin-
gerung der Fluoreszenz des Farbstoffes Alexa 488 ermittelt. Uber diese Daten
lieB sich der Intensitdtsbereich, in dem eine Proteinbestrahlung flir optimale
Ergebnisse stattfinden sollte, abstecken (Vermeidung von Backbonebriichen

und sekundaren Oxidationen bei zu hohen Energiedosen).

Die Betrachtung der Alexa Fluoreszenz nach Bestrahlungen verschiedener Pro-
teinsysteme zeigte eine eindeutige Abhangigkeit der Fluoreszenz vom bestrahl-
ten Protein. Hydroxylradikale kdnnen bei intakter Konformation nur mit Amino-
sauren der Proteinoberflache reagieren. Eine groBe Anzahl und gute Zugang-
lichkeit dieser Seitenketten korreliert mit sinkenden Fluoreszenzwerten und un-
terscheidet sich bei verschiedenen Proteinsystem stark. Dies zeigte klar das
Energiedosen flir jedes Proteinsystem unabhdngig bestimmt werden missen

um ausreichend Oberflacheninformationen zu generieren.

Es konnte des Weiteren gezeigt werden, dass die Probenbegasung einen signi-
fikanten Einfluss auf die Oxidationseffizienz hat und eine Begasung mit N,O der

mit molekularem Sauerstoff vorzuziehen ist.

Im Einzelnen war es mdglich das Oxidationsverhalten von 10 Peptiden tber 4
verschiedene Energiedosen zu beobachten, bei 7 dieser Peptide war eine relati-
ve Quantifizierung mdglich. Die Ergebnisse wurden mit einem vergleichbaren
Experiment der Arbeitsgruppe Sharp et al. verglichen. In dieser Arbeit waren

wir in der Lage, 16 Modifikationsstellen zu bestimmen. 5 davon decken sich mit
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den Ergebnissen von Sharp et al., welcher insgesamt 14 Modifikationsstellen
beschrieb. Nahezu alle identifizierten Modifikationen sind dem Lésungsmittel gut
zuganglich. Einzig Methionin 24 wird trotz minimaler Losungsmittelzuganglich-
keit oxidiert. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Beobachtung von Sharp
et al., welcher das Methionin ebenfalls als modifiziert beschrieb. Das in unmit-
telbare Nahe in die Struktur eingeschlossene Wassermolekiil ist ein wahrschein-

licher Grund fiir die Oxidation von Methionin 24.

Durch weiterfiihrende Crosslinking Experimente waren wir in der Lage, Distanz-
daten Uber den variablen Loop-Bereich der Tanford Transition von Betalacto-
globulin zu erhalten. 3 von 5 der vernetzten Peptide befinden sich in diesem flr
die Ligandenbindung wichtigen Bereich. Durch die Crosslinks waren wir in der
Lage genau die Bereiche abzudecken, die sich nicht mittels Hydroxylradikal Pro-

teinfootprinting beobachten lieBen.

Die Kooperation beider Methoden ermdglichte es uns auf Sequenzebene 66,6 %
der Aminosauren auf ihre Reaktivitdt mit dem LOosungsmittel zu beobachten.

Dies Resultiert in einer Oberflachenabdeckung von 71,52%.

In Anbetracht dieser positiven Ergebnisse steht das Hydroxylradikal Footprin-
ting, wahlweise in Kooperation mit chemischem Crosslinking, als Methode zur
Oberflachenauflésung von Proteinen und Proteinkomplexen zur Verfigung. Wei-
tere Experimente werden sich mit der Aufklarung von Bindungsflachen in Pro-
teinkomplexen beschdftigen. Das methioninhaltige Kalzium bindende Protein
Calmodulin nimmt physiologisch viele Konformationen ein. Diese werden we-
sentlich von seinem Bindungspartner mitbestimmt. Der Calmodulin-Melittin
Komplex, von dem keine hochaufgeldsten Strukturen, sondern lediglich mehrere
Modelle existieren, ware ein gutes Model, um die Methode in einer tatsachlich
aufklarenden Studie zu validieren. Final soll die Methode am UFZ angewandt
werden, um Interaktionsflachen in hochmolekularen Protein/Protein- und Pro-

tein/RNA-Komplexen zu untersuchen.
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